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Medaglione

estratte dal Verbale Collegio Docenti Scienze Chimiche: presentazione dotrorandi 13 Febbraio 2013

Dott. PORI MATTEO
Chimica Organica Relatore: Prof.ssa Daria Giacomini

SINTESI DI MOLECOLE BIOLOGICAMENTE ATTIVE CON TECNICHE CHEMOENZETMATICHE. F-LATTAMI, PROFENT E GFAMMINGACIDN NON
NATURAL

Durante il triennio di frequenza della Scuola di Dottorato in Scenze Chimiche, il Dott. Pori si & occupato della
sintesi di molecole biologicamente attive quali profeni, beta-lattami e alfa-ammino nitrili  wtilizzando
metodologie di sintesi organica e di biccatalisi.

Mell’'ambito di nuowve strategie di sintesi di molecole bioattive ha messo a punto un processo chemoenzimatico
per la sintesi di profeni. Queste molecole sono derivati dell’acido 2-aril-propancice particolarmente noti e
molto utilizzati in ambito farmaceutico per la loro attivita antiinflammatoria. Abbiamo realizzato la loro sintesi
utilizzando una reazione di riduzione di aldeidi arilpropioniche raceme ad opera dell’enzima Horse Liver Alcchol
Dehydrogenase (HLADH) e ottenendo enantioselettivamente i corrispondenti (5)-alcooli.

Grazie ad una borsa di studio Marco Polo il candidato ha trascorso un pericdo all’University Coliege di Dublino
{UCD) durante il quale ha stata messo a punto I'immobilizzazione di una nuova forma dell'enzima HLADH. |1
nuovo enzima ha portato miglioramenti nel processo di ottenimento dei profenolic la possibilitd di riutilizzo
dell'enzima per pil cicli di reazione e inoltre una maggiore e completa enantioselettivita. Per completare
Fottenimento di [5)-Profeni abbiameo infine realizzato la reazione di ossidazione degli (5)-aril propancli ottenuti
con HLADH secondo due strategie: una chimica utilizzando il sistema NaCl:0-NaCIO-TEMPO ed una enzimatica
tramite 'enzima Laccasi da Trametes Versicolor con ottimi risultati in termini di resa e di purezza ottica dei
prodotti finali.

Per guanto riguarda la classe di molecole a scheletro beta-lattamico, sono stati sintetizzati beta-lattami
monociclici N tiometilati, variamente sostituite in posizione C-3 e C-4 specialmente con residui polifenalici. Le
molecole ottenute sono state valutate come antibatterici su ceppi di Staffilococco aureo resistenti prelevati da
pazienti affetti da fibrosi cistica. Sono state identificati quattro nuowvi beta-lattami con ottimi valori di MIC. Di
due di questi & stata studiata la biodegrabilitad in condizioni acide & basiche con lo scopo di studiarne la stabilita
nel tempo e la persistenza ambientale. Queste strutture sono poi state opportunamente modificate con fenoli
aromatici quali acido siringico, caffeico e 3,4-diidrossi benzoico per associare al potere antibiotico anche quello
antiossidante. Sono state pol progettate e sintetizzate molecole azetidinoniche coniugate a precursori
dell"acido retinoico valutate per il differenziamento su cellule staminali neurcnzli e altre con catene
amminoacidiche mimanti il motivo strutturale del peptide RGD da valutare come inibitori di integrine.

Mell'ambito della sintesi di alfa-ammino acidi, il candidato si & incltre occupato della messa a punto di una
nuova metodologia di sintesi di a-ammino nitrili tramite reazione di Strecker utilizzando acetone cianidrina
come fonte di cianuro. Sono stati ottenuti ottimi risultati con composti carbonilici e ammine primarie o
secondarie. |l protocollo & stato successivamente esteso ad ammine chirali derivate da amminoacidi con lo
scopo di studiare |a diastereoselettivitd e la sintesi di nuovi ammino-nitrili.

| risultati di queste ricerche sono stati pubblicati o sono in corso di pubblicazione su riviste internazionali & sono
stati oggetto di comunicazioni a congressi nazionali ed internazionali.

Al termine del percorso di dottorato il Dott. Pori ha raggiunto ottime capacitad nel portare avanti un progetto di
ricerca in maniera autonoma sia nella fase di progettazione sia di realizzazione e nel relazionare anche in lingua
inglese i risultati ottenuti in congressi internazionali.

Il Collegio esprime pertanta un parere di eccellenza sullottivitd complessivamente svolta dol candidato durante
il ciclo di dottorato e la ritiene meritevole di conseguire il Dottorato di Ricerca in Scienze Chimiche.
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The research project of this thesis has Baeting f ocu
Profensa n d-amanonitriles by using modern techniques of organic synthesis, favouring sustainable and
green methodologies, especially biocatalytic strategies.

Profens are a very important and widespread category of pain killer and in particular weéoded and
optimized a two steps procedure to obtaif){Profens from racemic-aryl propanals. The first step was a
bioreduction of the aldehydes t&(2-Aryl Propanols with a DKR process mediated by Horse Liver Alcohol
Dehydrogenase (HLADH); the second e was a “ gr &emfens prombizd by blaC/@ndt o  (
TEMP@NaClOas catalyst. To improve the whole tvabep process, in a collaboration with the research

group of Francesca Paradisi at the University College of Dublin we immobilized a chétlifdOH, with

good yields and better enantioselectivity. We also proposed an interesting enzymatic approach for the
oxidation of §-2-Aryl Propanols by using Laccase ffbrametes Versicolor

B-lactam ring is a very important heterocycle, known to bergaresting pharmacophore. We synthesized

new N-methylthio monobactams which showed an interesting antibacterial activity against resistant strains

of Staphilococcus Aurewsllected from patients of cystic fibrosis. We then conjugated polyphenolic groups

to the new monobactams obtaining molecules with antioxidant and antibacterial withabiadity. A new

hybrid retinoidp-lactam was developed which inducelifferentiation on neuroblastoma cells. The ring
opening of monobactams by hydrolytic enzymes wasénst i gated to access desy
aminoacids such as betaminoglutamic acid monoesters.

For what concerns the third class of molecules reported,atmminonitriles, a new Strecker protocol was
developed. Reactions worked very well in water using acetone cyanohydrin as cyanide source with
different aldehydes and ketones and primary or secondary amines; to provide an asymmetric version of our
protocol we wused chiral ami ne-amnbntdemm chi ral pool o

Abstract (italiano)

Il progetto di ricerca di questa tesi & stato focalizzato sulla sintesi di tre classi di mofelaitami, Profeni

e a-amminonitrili, utilizzando moderne tecniche di sintesi organica, metodologie ecosostenibili e strategie
biocatalitiche.

| profeni sono una categoria di antiinfiammatori molto diffusa e in particolare abbiamo sviluppato e
ottimizzato una procedura in due step per ottenel®-Profeni da Zarilpropanali raceme. Il primo step
consiste in una bioriduzione delle aldeidi per dare itreldS-2-Aril Propanoli tramite un processo DKR
medi ato dall ' enzima Horse Liver Al cSpePnofehi, &€prentogsd r o g e
da NaCl@e TEMPO come catalizzatore. Con lo scopo di migliorare il processo, in collaborazidhe con
gruppo di ricerca di Francesca Paradisi al |l > Uni\
HLADH, ottenendo buone rese e una migliore enantioselettivita. Abbiamo inoltre proposto un interessante
approcci o enzi mat i c o09-2fAd rProphanolo Wilzdanda mna dancasi ddeengtési (
Versicolor

L ' a n[eldtthmico & un eterociclo molto importante, noto per essere un interessante farmacoforo.
Abbiamo sintetizzato nuoVN-metiltio betal at t a mi |, che hanno mostrato un
interessante contro ceppi resistenti di Staphilococcus Aupeakevati da pazienti affetti da fibrosis cistica.
Abbiamo poi coniugato gruppi polifenolici a questi nufdattami ottenendo molecule antiossidanti e
antibatteriche, cioé con attivita duale. Abbiamo poi sintetizzato un nuovo ibrido retidmtedattame che

ha indotto differenziazione si cellule di neuroblastoma. Abbiamo poi sfruttato la reazione di aperture

del |l "anell o monobattamico tramite Peamminoatidichirair ol i t
desi mmetrizzati c 0 m@-amihoglummic.oe st ere del | " acido

Per quando riguarda gi-amminonitrili, & stato sviluppato un protocollo di Strecker. Le reazioni sono state
mol to efficienti utilizzando come fonte di cianur

e chetoni, ammie primarie e secondariePer mettere a punto una versione asimmetrica del protocollo,
abbiamo usato ammine chirali con lo scopo di ottenere naeaimminonitrili chirali.



Introduzione

La sintesi organica: storia e recenti sviluppi

La chimica sintéta per sua stessa definizione (sintesi = processo di mettere insieme) € la scienza di
costruire molecole a partire da atomi e/o molecole. Pu0 essere suddivisa in chimica organica sintetica e
chimica inorganica sintetica, in funzione della natura delldecae target. La sintesi infine pud essere

definita a sua volta “totale” quando ci S i pone |
partire da sempl i ci el ementi . Nel cor s o diaegtd i ann
di molecole bioattive e/o naturali (ma non solo), portando ad un impatto considerevole in campo medico e
farmacol ogi co. La sintesi organica quindi € ora
molecole complesse per i piu svariatit i | i z zi . All "interno della mia
sintesi organica volte all’otteni mento di mol ecol
sintesi “Target Oriented”, ¢tiocé cvohtanaldkeai gasbe

Una breve storia della sintesi organica fino ai giorni nostri

La sintesi organica ha wuna lunga storia rintracc
guanto tale poiché praticata senza un metodo sciécdif Come scienza la sintesi organica € quindi

relativamente giovane e si puo definirne un inizi
W6 hfneerl 1825. Da |1 in poi vennero progétdluassie al t |

diFishel * a t & la phinind® tawte altre.

Z4
OH HO N
O o) H Q MeO
H NJ\NH H CJ\OH © OH OH OO
2 2 3 HO

Urea Acido Acetico Glucosio a-terpinolo Chinina
L'’i mportanza di guesta disciplina fu ampiamente
numer oS i Nobel da p artavia sotbidope la secoinda guerfa smondidleeptese piede .
fortemente la sintesi di molecole piu complesse, in particolare molecole naturali. Si svilupparono cosi vere
e proprie teorie e metodologie per |mercgiCareypresé or g

il premio Nobel nel 1990.

Negli ultimi anni perd la tendenza del mondo della sintesi organica e della chimica in generale si sta
fortemente indirizzando a reinventarsi tramite la green chemistry, cioé con la ricerca di uno sviluppo
sogenibile in termini ambientali. Questo significa cominciare a sostituire metodologie inquinanti ed ad alto
impatto ambientale con processi nuovi piu ecosostenibili. Il professore Anastas nel 1991 ha enunciato le
basi del |l a “chi mi oibile\elencahdo seguéna 12 primifpmi ca sost e

1. E meglio prevenire la produzione di rifiuti che trattare o ripulire i rifiuti dopo la loro formazione.
2.1 metodi di sintesi devono essere progettat.i p
utilizzat nel processo nel prodotto finale.

Y Waélher, F.Ann. Phys Cher1828, 12, 253

2Kolbe, H.Ann. Phys Che1845, 54, 145

® Fisher, EBer. Dtsch. Chem. Gd890, 23, 799

*Perkin, W.H.J. Chem.&, 1904, 654

®Woodward R. B., Doering W. E.Am. Chem. Sot944, 66, 894.

® Anastas, P. T.; Warner, JGZeen Chemistry: Theory and Practioeford University Press: New York, 1998, p.30
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3. Per quanto possibile, le metodologie di sintesi dovrebbero essere ideate per usare o generare
sostanze che abbiano poca 0o nessuna tossicita

4. | prodotti chimici devono essere progettatipe pr eser vare | ' efficacia de
tossicita.
5, L’uso di sostanze ausiliarie (come solventi, a

necessario se possibile e innocuo, se necessario.
6. | fabbisogni di energia dovrebbero essere taiper il loro impatto ambientale ed economico che
deve essere ridotto al minimo. | metodi di sintesi devono essere condotti a temperatura e
pressione ambiente.
7. Una materia prima rinnovabile dovrebbe essere preferita ad una non rinnovabile, se cio sia
tecnicamente ed economicamente praticabile
Bisognerebbe ridurre i prodotti secondattbvrebbe laddove possibile
Bisognerebbe usare catalizzatori (piu selettivi possibile)che siano recuperabili e riutilizzabili
10. | prodotti chimici devono essere progettati in modo che al termine della loro funzione
persistano nell’ ambiente e diano prodotti di d
11. Le metodologie analitiche devono essere ulteriormente sviluppati per consentire in tempo reale,
per impedire la formazione di sostanze nocive.
12.1'l processo di sazioné dewno esserd stelti minode datméimidzare it rischio
di incidenti sia verso |’ ambiente sia verso |’

© ®©

Tutti questi principi racchiudono in sé il senso della chimica verde (green chemistry): lo sviluppo di processi
che utilizzano la minorugntita di materiale e di energia possibile e producono quindi minor inquinamento,
il tutto nel rispetto della sicurezza degli operatori.

A |livello generale, | " applicazione dei principi (
parted e i chi mici e della stessa umanita, fondata s
risorsa limitata che necessita di tutela e protezione. In questo senso la green chemistry si traduce quindi in
una discipli na danbitotdalldchimicat r asver sal e nel |’
Nell " ambito della sintesi organica assume poi sig
1) l'imitare |7 utilizzo del sol vente: sviluppare
solventi a minor impatto ambientale, quallia e sempi o | " acqua;

2) sviluppo di catalizzatori sempre piu efficienti; sfruttare catalizzatori semplici che possono essere
recuperabili, oppure metodologie biocatalitiche.
3) l'imitare il numero di step si mtetert dfaré in modordi t ar e
i ncorporare all’interno del prodotto finale il ma
4) privilegiare se possibile reazioni che avvengono a temperatura ambiente, ma se non si puo sfruttare fonti

di energia alternative;

Nedi ultimi anni sono quindi state messe a punto parecchie metodologie innovative che si ricollegano

proprio ad una visione nuova della sintesi organi
a poco a poco rivol utesiooanca dando hcteasp @ motecoke dotate dilndtesoles i n
complessita per gl i utilizzi piu svariati, ma ne

aspetti sono stati riconosciuti come cruciali per lo sviluppo di processi piu adergmtnaipi della green
chemistry: la scelta del mezzo di reazione, cioé il solvente e la scelta di processi catalitici in opposizione a
processi stechiometrici :

Per quanto riguarda il probl ema del | ' uandhéd serzala del
solubilizzazione in solvente organico e a volte addirittura due solidi sono in grado di reagire, con elevati
valori di resa e selettivita. Ovviamente un processo senza solvente abbatte i costi, se & possibile trasferirlo a
livello industriak.

Un’ alternativa al solvente organico che via via
reazione in acqua. L’acqua non ha mai attirato
composti lipofili. Tuttavia la possibilitdi usare miscele di acqua e solvente organico spesso riesce a
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superare il problema dell insolubilita. Inoltre,

reazione puodo comunhgue proceder e e rtiolre perogrogiola’ e q u |
di fficile solubilita dei reagent.i i n acqua, I p
inverse, per effetto idrofobo. Questo ha il risultato di accelerare la reazione ed €& quindi un notevole e

importante vantaggio cinetico.

L' utilizzo dell " acqua, e/ o | ottimizzazione di u
vantaggi:

-l "acqua € economica, molto piu di qualsiasi altrc
-l "acqua €& sicur a, np&néwssisagnme daccindgenicd; ammabi |l e, no
-l "acqua consente di svolgere |l e reazioni senza bi
-l "acqua consente un miglior controllo della tempe
-l macqua i n al caionibrgaciehs per effeticcidrafobot a | e r e a

Strettamente connesso ai principi della Green Chemistry € la ricerca di metodologie catalitiche sempre
migliori. 1l massimo risultato in termini di ecosostenibilitd si pud raggiungere utilizzando catalizzatori in

gradi di funzionare in acqua e/o soluzioni saline: € il caso degli enzimi, biocatalizzatori fondamentali e
ubiquitari. La biocatalisi, che sta via via sostituendo catalizzatori chimici e innovando la chimica organica, &
comungue conosciuttempodal | " uomo da mol to

La biocatalisi

La biocatalidiappl i cata affonda infatt:i l e sue radici ne
nella produzione di cibo e delle bevande, seppur con inconsapevolezza. Un approccio alla biocatalisi piu
scientifico cominc 6 per 6 sol o nell ™ 800; Kirchoff, nel 181
convertire | amido in zucc Hesseovaron®ahe gl estratiidei geame dit e F
orzo riuscivano a i dr ol i z zrinerealtrilziccheni QLesti astoatti vehrierot t e n
chi amat. “diastasi” e non erano alto che miscele

di questi estratti e da quegli anni le destrine cominciarono ad essere prodotte molto facilmente e
comunemente’ Ma & solo dal 1894 in poi che le prime teorie sulla catalisi di questi estratti, sulla catalisi
enzimatica, cominciarono ad essere interpretate e spiegate dal Emil Fisher. Lo scienziato era convinto che
gli enzimi fossero proteine (la lorocera natura fu delucidata con sicurezza solo dopo 20 anni) e che
funzi onassero con -seaer mMmetccraan.smdn “pasaoveul teriore

Buchner, il quale affermd che la catalisi enzimatica non richiede necessariamente lazpeesee | ' az i 0|
cellule vive??

Al giorno d’'oggi con | a parola biocatalisi S i i nt
o cellule intere; S i va quindi dall "utilizzo di

fermentazioni per l a produzione di prodotti “bul
bi ocatalisi c'é anche |l a biotecnologia e | 'ingegn

di costruire enzimi e/o microorganisrad hoc per svolgere funzioni specifiche.

La biocatalisi:

| vantaggi

Il primo vantaggio e aspetto positivo della biocatalisi &€ sicuramente strettamente connesso alla natura
stessa degli enzimi: sono catalizzatori regioselettivi, chemoselettivi e stdettdd particolarmente
efficienti. Questo significa che molecole polifunzionali possono essere trasformate in modo molto selettivo

e spesso evitando | "utilizzo di gruppi protettor
sintesi organicaTutto questo si traduce in un minor numero di passaggi per una sintesi, con guadagni
economici e in termini di tempo. A questi aspetti si aggiunge anche la possibilita di poter effettuare la
sintesi in soluzioni a ¢ g uicaventi erganicd @ quéesto preposito ntbitordi n u |

"Bornscheuer U.T., Buchholz Eng. Life. S¢005, 5,4, 309.

A, Payen, J. F. PersAnnales de Chemie et de Physique, 2m. 3@33, 53, 73

°A.Payen| I YROdzOK RSt ¢SOKYyAaO0KSY / KSYASS ,StagatdBraRS AT SND I NI QaOKS +SNI | 3406
£ BuchnerBer. Dt. Chem. Get898, 31, 209; E. Bucier, Ber. Dt. Chem. GeE898, 31, 209;° E. BuchnerBer. Dt. Chem. Get898, 31, 209.
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stato studiato in merito alla catalisi enzimatica in solventi organici. La chiralita sulle molecole pud essere

introdotta senza | ausilio di cat al i Zam ehirab ramitec hi r a
risoluzioni cinetiche, cinetico dinamiche, desimmetrizzazioni e altri processi.

L’utilizzo di si st emi bi ocatalici qgui ndi consent e
chemistry” enunci ati da Anast as

Gli svantggi

Gl'i svantaggi connessi alla biocatalisi sono da r

intera. Gli enzimi possono essere molto costosi, perché devono essere prodotti, estratti e purificati dalle
cellule batteriche progenitriciSpesso hanno bisogno di essere progettath@xo ma i tempi spesso sono

molto lunghi e di pari passo costosi. Possono essere riutilizzati facilmente solo se supportati, ma ad oggi
non esiste ancora una tecnica/teoria di immobilizzazione generale edergiina deve essere trattato

come un caso a parte. L’i mmobilizzazione in alcun
enzimi molto complessi come le deidrogenasi; spesso si deve quindi ricorrere alla modifica della struttura
dellaprotdé na per adattarla all’immobilizzazione. Se i
presente che molti di loro funzionano con cofattori quali NADH, FADH; bisogna considerare il loro costo ed
eventualmente superare il problema costruendo ustema di riciclo del cofattore. Gli enzimi inoltre
possono in alcuni casi non essere stabili, aspetto che ne impedisce una conservazione a lungo termine e ne
diminuisce la disponibilita.

Se | "utilizzo dell’” enzi ma spesse 8Os © Cof imvece eos & eellute intere;t t

i microorganismi infatti sono in genere molto resistenti, pit economici e possono essere coltivi in modo da
non esaurirli mai. Un ulteriore vantaggio € correlato al fatto che essendo cellule, non hannoobidiogn
cofattori per funzionare.

La biocatalisi e I'industria
Negli anni sono stati messi a punto moltissimi processi enzimatici in tutti a campi della chimica, sia in quello

dei pol i mer. che del |’ indust r-almenare sfameaceutcd, ma sop
Un i mportante esempio in campo alimentare e | i dr
produzione di sciroppi di glucosio o oligosaccaridi di largo impiego nel settore alimentare (non piu di un

terzo é invece usato nélli ndustria tessile e della carta). Pe

chimicamente, con acidi inorganici e alte temperature. Con tale metodo le rese non sono elevate e si
ottengono diversi sali e sottoprodotti indesiderati (soprattutto lo psiopgucchero non metabolizzabile)..

Al tri enzi mi come | e pectinasi chiarificano i suc
guesti enzimi idrolizzano il lattosio, disaccaride che provoca spesso intolleranza, a galattosios@ gluc
aumentando quindi la digeribilita del latte.

Nell  ambito dei detersi vi sono utilizzate diverse
natura
L’industria farmaceutica €& wun al tr o alabigcatalidi. ®ltrd e s e

alla produzione per via fermentativa di prodotti farmacologicamente attivi (ad es: antibiotici come
penicilline e cefalosporine, antitumorali e macrolidi), altre tipologie di processi biocatalitici possono trovare

appl i c a industmaehinmicefdrrhaceutica,
soprattutto per la sintesi di farmaci molto complessi
Come esempi o si pud esaminare |l a sintesi del " I ndi

e o

CE)ONHC(CHH)H o , —":

" Straathof,A. J.J.; Sven Panke, S. and Schmigyusent Opinion in Biotechnolog@o2, 13, 548-556
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Tramite | a biocatalisi s i o bicwlico ckiraley ttikzzandp diversi enzimie@ p ar
approcci*?

p 0
dehydrogenase =
o2 (e (e
(\ Z
isomerization
(1S.2R)- NAD NADH

C@ dloxygenase cis- |ndand|0| Indened|o| 1-keto-2-hydroxyindan
monooxygenase

transaminalioi/ R-NH,
. oH - F

) N $
indene | é, OH B R-COOH
- | O---"OH

A
(1R,2R)-9
trans-indandiol (1S,2R)}-12
cis-1-amino indanol
L’ammi nol o viene infatti sintetizzato a partire d

catalizzati da enzimi.

Grazie all’”ingegneri a g e nadoiganiamo snimodo che produca emgima mma

speci fici con | o scopo di i ndurre ured DuRent“T@te&kmi n at @
Lyle BioProducts che ha i ngegn er Colipergtodurreul3 propangiplaa pdriire da
glicerolo.

Viene effettuata una disidratazione per opera di una glicerolo deidratasi e dopo equilibrazione chetoenolica

si procede ad una riduzionewo | * enzi ma ADH. L”i mportanza del "’ 1
liquido antigelo, solvente, precursore di polimeri e componente essenziale di numerosi prodotti industriali.
Questo processo biocatalizzato offre una alternativa alla via chim@ed mo pi 0 “costosa”
termini di ecosostenibilita.

Se l i ngegneri a genetica of fre guest e possi bildi
permettere | "accesso alla sintesi di Bnel mi Ahder f
proteina in grado di promuovere la reazione di Diels Alder, del tutto sconosciuta in natura. Baker e il suo
gruppo nel 2010 hanno prodotto un enzima in grado di catalizzare questa reazione, modellandolo a priori
tramite un algoritmo computzionale e poi sintetizzandolo con un microorganismo.

/ —
XN L(O 2
/NYO _N “ NH /N\
(o) p—
2 ‘
|
CO;” | CO,H

La reazione promossa da questo enzima artificiale é risultata enantio e diastereoelettiva,.

La sintesi organica per la costruzione di molecole biologicamente attive
La progettazione di molecoleidiogicamente attive & un aspetto che affronta tematiche trasversali che
vanno dalla biologia molecolare, alla microbiologia, alla chimica organica e alla sintesi delle molecole.

2M. Chartrain, B. Jackey, C. Taylor, V. Sandfor, K. Gbewonystel, L. Dimichele, C. Hirsch, B. Heimbuch, C. Maxwell, D. Pascoe, B. Buckland, R.
Greasham/J. FermentBioeng. 86(1998) 556558. 19. B. Buckland, D. Robinson, M. Chartraietab. Eng(2000) 4248. 20. M. Chartrain, P.
Salmon, D. Robinson, B. BucidaCurr.Opin. Biotechnolll (2000) 209214.21. N. Zhang, B. Stewart, J. Moore, R. Greasham, D. Robinson, B.
Buckland, C. Ledjetab. Eng. 22000) 339348.22. A. Amanullah, C. Hewitt, A. Nienow, C. Lee, M. Chartrain, B. Buckland, S. Drew, J. Woodley,
Biotechnol. Bioen@0(2002) 239249.
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L’identificazione del target beobbgi (bead) cnbobnpeéo

cammino che porta all’”otteni mento del “farmaco” .
fondamentali:

1) Identificazione e scelta del target farmacologico;

2) Studio del sito attivo/recettoriale tramite metotlioogi e di rette o indirette e

scaffold molecolare che meglio di adatta;
3) Sintesi della molecola.

Identificazione e scelta del target biologico

In primo luogo & necessario identificare il target biologico, generalmente umanai una proteina, e

costruire una molecola che sappia interagire con essi in modo da bloccarne, inibirne o piu generalmente
modi ficarne | " attivita. L’esercizio di questa att
farmaco.L ' i nidne traauga molecola ed un enzima fu ipotizzata per la prima voltdedenann Emil
Fischemel 1894 secondo il quale l'enzima e il substrato possiedono una forma esattamente
complemenar e che permette “Tuanl’e nicratsé m@Z i opreer f \ehiateve de-
& S NNJelsagterivéa che una molecola e/o classi di molecole affini avesserplacai t & uni ca di
| > enzi ma, cioe di interagire in maniera molto s
funzione.L' i nt er pretazione dell ' interazione tra |’ enz
cominciato ad osservare cHe’ enzi ma non si comportava in mani et
substrati e il suo stesso sito attivo veniva modificato dal legame con le molecole. Si arrivo a definir quindi
un nuovo model goantdet t d mb daenhcbhoe d eol | i' mdet tea'me mta
giustamente non venne piu considerato come una struttura rigida ma bensi dotato di un certo grado di
flessibilita, caratteristica che gli consentiva di modellarsi in base alla presenza del substrato o meno. Il
substrato quindi si lega | sito attivo e induce sull’>enzima un
stesso enzima.

Lo studio del sito attivo

I sito attivo di una proteina ¢é& |l a parte che | ¢
attivita. Da un punto dvista teorico viene suddiviso in sito di legame (dove avviene il legame con il
substrato) e sito catalitico (dove avviene in effetti esercitata la funzione catalitica). Alcuni enzimi
possiedono anche siti detti allosterici, che interagiscono con moledette effettori allosterici: queste

molecole possono essere oppure no anche i substrati dello stesso enzima ma in generale modificano

| attivita dell” enzima inducendo cambi ament. del |
identificati per poter capire la struttura delle molecola in grado di poter interagire; una metodologia diretta
€ sicuramente | utilizzo dei raggi X della protei

Se pero non e possibile risalire alla struttura del recettarecerre a delle tecniche computazionali, tra cui
spicca la tecnica QSAR (relazione quantitativa strutatigita). Questa metodologia stabiliscena

relazione tra |l a struttura molecolare e | Viad t i vi t
confronti dell a proteina target. Predice |l a atti:)
similitudini e differenze strutturali, fornendo informazioni sui requisiti strutturali del sito attivo/recettoriale.
Identificatiirequ i si t i struttural. dell a molecola o dell a
pud passare all ' approccio sintetico.

La sintesi di molecole biologicamente attive, identificato un modello farmacoforico, si pud orientare verso
differenti approcci: 1) Target Oriented synthesis (TOS); 2) costruzione di library combinatoriali; 3) Diversity
Oriented Synthesis (DOS).

La sintesi “target oriented” €& una metodol ogia c¢h
sostituenti e spessoon un cammino di sintesi molto specifico. Questa metodologia é stata una delle prime

ad essere utilizzatdma in generale viene scelta quando il target molecolare ha una attivita biologica forte

e comprovata oppure ha una notevole complessita.. Quegto tili approccio pero limita molto le

®Fischer E., 1894, Ber. Dt. Chem. Ges. 27: 2985-2993.
* Koshland D. E., Proc. Natl. Acad. Sci,. 1958, 44 (2): 98-104
BE.J. Corey and-Kl. ChengThe Logic of Chemical Synthé¥isley, New York, 1989)
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possibilita di variare | o “scaffold” molecol are,
scelta (che spesso si avvale di una strategia retrosintetica).

La sintesi combinatoriale, divenuta moltamosa soprattutto grazie alla sintesi peptidica su fase solida di
Merrifield degli anni 70° permette di ottenere una serie di n scaffold molecolari in un solo processo di
sintesi, ottenendo quindi una grande diversita di substrati ottenuti. Dal puintisth sintetico e operativo

| "approcci o combinatoriale permette di ampl i are
sostituent. in modo casuale e ottenendo cosi’' diwv
partire da unaunica molecola riconosciuta come composto capostipite (lead compound), si puo ottenere,
un numero elevato di nuove molecole generate da combinazioni di sostituenti diversi.

La chimica combinatoriale si & particolarmente diffusa e ha dato luogo a teanicha | i l o “split
molte altre.

Il vasto numero di molecole ottenibili grazie alla chimica combinatoriale permette di estendere quello che

S i definisce | o “spazi o cvirtuateia o dirhensiohi,alove lp dmensmon ¢ hi T
sono “descrittori” di c -isictze t(ad esrforrsuta bratd, mvola di connedsione a | i
molecolare, polarita (logP), volume molare, numeri di legami liberi di ruotare etc.). Lo spazio chimico da
un’idea del |l a ablevSestima chail ndneetoldiemoletolé mossibili €°1@uelle che
possono essere attive dal punto di vista biologico, sorS. Ihalla letteratura perd, nel corso degli anni,
sono state sintetizzate solo 1folecole differenti. Se paragoniamolospaz c hi mi co di una
oriented” e di una combinatorial e, S i nota subit
variabilita e quindi ad una maggior percentuale d
descriptor 2

100 50 0 -50-100£100-50 0 s0 100 o 2 s:tf:z‘:fi) e

100 . 100 100 : 100

50 50 30 50

0 0 0 . 0
-50 "

-50 S0 -50

100 -100 100 : -100
descriptor 3.1 -100 descriptor 357 150
=50 5 50  descriptor 1 50" 5 sp  descriptor 1
) " o 0
50 0" 50 L

100 100 100 fon”

Target oriented synthesis Sintesi combinatoriale

Il vantaggio dia sintesi combinatoriale & notevole se si considera che spesso una molecola target puo si
essere in grado di esercitare la sua attivita biologica, ma allo stesso tempo potrebbe essere tossica, o
portare a problemi di altra natura (problemi di assorbimgnéscrezione, interazione contemporanea con

altre proteine..). La possibilita di avere altrelrstrutture analoghe ma leggermente diverse, come puo
garantire la costruzione di library combinatoriali, porta alla scoperta di molecole aventi con molta
probabilita la stessa attivita biologica (anche se eventualmente leggermente diminuita) ma non risultare
tossiche.

Nel 2004 il professor Schreibéha proposto un approccio di sintesi che porta ad un ulteriore ampliamento
del | o spazi o chi meaoabpd | ayntdhievseirss”i.t y Quoerst a met ocC
combinatoriale e si propone di elaborare strategie per sintetizzare molecole molto diverse a partire da
molecole simili. Questo esempio mostra come da una molecola molto funzionalizzata, trare@zi8ni
differenti, si ottengono 7 prodotti molto diversi tra di loro a partire dalla stessa molecola di part&nza.

'R, B. Merifield (1963), Journal of the American Chemical Socg&y14): 2149
Y Martin D. Burke and Stuart L. Schreib&ngew.Chem. Int. E¢2004, 43, 4658
18 N.Kumagai, G. Muncipinto, S.Schreiber, Angewandte Chemie International Editj@006 45, 22 , 3635.
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Ph 9
|L /E 9, 87% =/F'h 3,81% /Ph 4, 89%

COOEt AN
EOOC™ N Erooc”” SN
Ph A\ Ph 7\
Ph \ H A
OH OH AN OH

h
/
/[Ph Il |L (Ph
Hy” T CooR L /[ _ 4 mooc . Ay

H

S / \

C OOEt

EtOOC
M A 2

8, 88% 7, 85% 6, 85%
Nell o spazio chimico, questa strategia si traduce
compounds, con un numero dariabilin molto superiore a quello che puo offrire la chimica combinatoriale.
Se poi consideriamo che | " aumento dell o spazio
all " aument o del successo di un d edrsityronentadasytrahesis,e a d ,
detta anche sintesi divergente, probabilmente potra offrire grandi vantaggi.

descriptor 2
100 50 0 -50-1004100.50 o S0 100

100

foee
-

s0

" -100
descriptor 3 % -
100 -100gescriptor 1

-50 .50 2

100 100

Diversity oriented synthesis

La sintesi divergente apre le porte al concetto di analisi Forward, il contrario della analisi retrosintetica. Se
in una analisi retrosintetica ci shiede come una molecola complessa pud essere sintetizzata a partire da
elementi semplici, in una analisi Forward ci si chiede come una collezione di molecole semplici e simili
possono essere trasformati in una library di prodotti complessi.

Le classi di molecole sintetizzate durante il mio dottorato
Durante il mio periodo di dottorato ho utilizzato metodologie di sintesi organica e tecniche biocatalitiche
con lo scopo di ottenere molecole biologicamente attive.

| B-lattami

La prima classe di moleeol d i cui mi S 0 n 0 -lattaang mgleaoclte motecsoprpttueolpéra d e i
l oro attivita bi ol og-latamicccironatera éapresentdin stratture bicicliche gualn e | |
le penicilline e le cefalosporine, ma anche da solo corsént@niano le nocardicine.

Abbiamo sintetizzato una library di nuovi antibiotici monobattarhlg¢i i ol at i , per coenferi
|l attamico un’attivita biologica di natura antibat
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COOR OTBS OH

Rl/,, _— Ry = H/Lﬂ: /‘r’t

N, R = Et, Bn
@) SMe
R, R OTBS OH
- R;= H
N ~ A
o ‘SMe R = OAc, SAc, SO,Ph

Questi nuovi antibiotici ano risultati attivi su ceppi batterici resistenti &. Aureuse anche su ceppi

prelevati da pazienti affetti da fibrosi cistica.

Per aumentare | efficacia di guest.i antibiotici,
coniugatiapolfenl i , per conferire anche potere antiossi dze
lattami che hanno mostrato una certa attivita antibiotica e una discreta attivita antiossidante.

0
0 5 :©/\)-L D)L
HO /‘" /’J )
0., NSMe SME NSME
8] 0 8]
Abbi amo poi sintetizzato [ zlamento eelulare, processovper cuiena | ' a |

cellula matura e raggiunge una certa speciazione. Questo e stato possibile coniugando un monobattame 4
alchilidene ad un derivato retinoico, cioé appartenente ad una classe di molecole note per interagire nei
procesi di differenziamento.

| profeni

I profeni sono molecole largamente utilizzate in ambito farmacologico in quanto antiinflammatori non
steroidei molto efficaci. Sono molecole chirali e gli studi di letteratura hannoslimo at o che |’
bi ol ogica viene svol t aSLadiffysione di gueganclasse di raoletole e mauat i o
commercializzazione e produzione su larga scala, ha portato alla ricerca e alla validazione di numerosi
processi di sintesDurante il mio periodo di tesi abbiamo sviluppato una metodologia chenrmatica

per la sintesi di Profeni enantiomericamente puri partendo da aldeidi arilpropioniche.

B NaClO,, TEMPO(cat) -

H :
R ) HLADH - S OH NaClO(cat) o~ OH
NADH(cat), EtOH R >
o PBS, Organic Solvents PBS, MeCN O
La metodologia prevede una bioriduzione cataliazatdal | ' enzi ma Hor se Liver

(HLADH) <con |S-Prtdfeenaneintion dél dvata resa ed eccess
di un meccanismo di risoluzione cinetidmamica. Ho poi studiato la ossidazior@&}Rrofenoli ad $)

Profeni utilizzando NaCjJ@ome ossidante stechiometrico, e NaClO e TEMPO come ossidanti catalitici. Un
ulteriore miglioramento della procedura € stato ottenuto con la biocatalisi. In particolare grazie ad uno
stage che ho fatt dublmo (pregetm Marco Pold ,weiversita tiaBblogrih) e stato
supportato | "enzima HLADH su resina epossidica, ¢c¢
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in generale una miglior stabilita in differenti solventi organici associati ad unaoreigihantioselettiva. In
seguito abbiamo poi studiato e realizzato una procedura di ossidazione dei profen8Paofeni
utilizzando |’ enzi maamétesVaersicelar estratto dal fungo

Gli a-amminonitrili

L’ultima cl asse da amodwxaotlce ainmgmianliolnant d esdolni. o’ est
d e g darmminanitrili risiede nella capacita di poterli convertire in amminoacidi tramite semplice idrolisi
della funzione nitrile ad acido carbossilico. Una delle piu famose procedura persli n t-anmino d i o
nitrili & il protocollo di Strecker, che consiste nel trattamento con HCN o cianuri alcalini di immine
preformate partendo da composti carbonilici e cloruro di ammonio. Nel corso della mia tesi ho studiato un
nuovo protocollo di sirgsi di Strecker, che sfrutta la reazione tra aldeidi, ammine e acetone cianidrina in
acqua.

O H 2 3
R™ R H 3 3 ort Pee
R R

Il protocollo si & dimostrato molto efficace, portando ad alte rese sia utilizzando aldeidi e chetoni come
composti carbonili@ ammine primarie e secondarie come ammine.
I n seguito abbi amo e s-anengno nitiili ohiradi,utlizkdndo aranhide ahiradii nt e s i

appartenent. al “chiral pool” studiando | a diaste
particolare sulla{Prolina,ottenendo na v tamrmainonitrili chirali molto funzionalizzati.
RY, RY,
R .
D T
"M o R PN
2 R™ “CN R™ TCN

R = Ph, Pr, iPr, tBu
R'=H, OH
R? = CH,OH, COOMe, C(Ph),OH
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1
B-LATTAMI

1.1 Struttura chimica dei B-lattami

Il -llttami, chiamat: anche 2 azetidinoni, somo amm
carbonio in B rispetto al gruppo carbossilato por
L
O
La struttura ciclica a 4 t et atiavere amolirditlegame inferiarrab o n i
109,5 ° conferendohla mol ecol a un certo grado di tensi one ¢
mol to suscettibildi alla reazione di apertura dell
Un altro aspetto che favorisce |’ ap eridnaidelaoppietd | ' an
del |l azoto ammidico in quanto |l a struttura?che n

porterebbe ad una tensione troppo elevata

e

=N
)
0 () 8 RN
Tutto ci 0 porta i Bl att ami ad av eradudbdilalla elassicar at t
reattivita delle ammidi. Si pud quindi schemati zz

- reattivita del gruppo carbossilico paragonabile a quella di un chetone, mancando la delocalizzaione tipica
dei derivati degli acidiarbossilici;

-basicita dell’ azoto piu simile a®deudl lazodio)umraear
ammide;
-t ensione angolare della struttura ciclica che por

d el | urada partd di nucleofili.
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1.2 L’anello B-lattamico nelle molecole biologicamente attive: Antibiotici

L'’ andlaltd apni co appare ubiquitario all’interno di r
ruolo principale & sicuramente quellofdiar parte di una i mportante- cl as
lattamici.

2.2.1 B-lattami come antibiotici

Gli antibiotici sono molecole in grado di mostrare attivita farmacologica verso microorganismi quali batteri,
funghi o protozoi. Il terntie antibiotico fu coniato nel 1942 dallo scienziato Selman WakSheancludeva

tutte quelle molecole prodotte da microorganismi in grado di contrastare la vita e la sopravvivenza di altre
specie microbiche, considerando quindi solamente molecole di erigitturale. Queste molecole vengono
definite metaboliti secondari, in quanto non fondamentali per la crescita e lo sviluppo del microorganismo.
La definizione di antibiotico nel corso degli anni & stata ampliata e generalizzata per includere anche
molecoledi sintesi che derivavano dalla modificazione di sostanze di origine naturale e dalla progettazione
ex novadi nuovi composti.

Gl i antibiotici non definiscono un’unica cl asse
struttura chimica caatterizzante. Ogni classe di antibiotici esercita la sua attivita con modalita unica; tra le
diverset assi di ant Hdikamg itsulfamidjci, chinolor, anacroldai, tetradiline, polimixine. La
modalita d' azione e molto diversa e sono | egate
ciclo vitale delle cellule batterieh | sulfamidici interferiscono con il metabolismo energetico dei batteri, i
chinoloni interferiscono con la sintesi degli acidi nucleici, i macrolidi e le tetracicline con la sintesi proteica e
le polimixine con la membrana plasmatica.

Gl i a n tlattémicosbrio aria clgsse di molecole naturali e di sintesi caratterizzate dalla presenza di
una struttura ciclica di natura azetidinonica. Essi sono suddivisi in alcune principali categorie strutturali: le

penicilline, le cefalosporine, i carbapenemirednobattami.
OH

H H H
R__N S R__N s . N R
hid J/, hig x R ©
o] N— 0 N~ N—/ NSO4
© “COOH © X © COOH ©
COOH
Penicillina Cefalosporina Carbapeneme Monobattame
Le penicilline e | e cefal ospor imetadedliantilsiatidi pgodattiee¢p pr e s
usat. nel mondo. La | oro scope?O,tchiaidentifisbddpeniciﬂiriaG,l928

prodotta dalla muffaPenicillium notatum H

La molecola mostro subito uirG’rampositivinRTN S a cont
ed essa di v e nlateamido ‘capostipitedi una graode fafdiglia « o j;n‘:)/

far maci sintetizzatd.i e utilizzati 0 : 10Stri
fu di mostrare attivita antibatterica specifica accompagnata da urerssc /~OH

tossicita verso le cellule umane eucariote.

L'attivita anti ba tlattemmici & assodatagalla loroaintdrazibne @dnilec proteifie
responsabili della reticolazione della parete cellulare batterica Essa € composta da una componente
fibrillare polisaccaridica di strati sovrapposti di peptidoglicano, un polimero costituito da unita alternate di
NAG N-acetilglucosammina) e NAMI{acetilmuramico) collegate tra lorcaduna piccola catena peptidica

La reticolazione tra le diverse catenelimeriche avviene tramite dei ponti di pentapeptide costituito da

sola glicina; a livello biosintetico questa reticolazione avviene per opera di un enzima serino dipendente, il
gual e promuove | a formazione del sslink geatagécinipoadipunai d i ¢ ©
catenaelaBal ani na del |l '™ altra catena. Qutagetbersagiodeliema &
Penicilline.

1 Davey PG2000. Concise Oxford Textbook of Medicir@xford: Oxford UniversitiPress. ppl475
? Abraham, E. PLe Sienze1981, 24
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La presenza dell’ anell o azetidinonico -lattanidge peni
responsabile, come detto in precedenza, della peculiare reattivita di queste molecole. Nei confronti di un

nucleofilo I "anello si apre secondo | o schema qui
( +NR j\—é;
o> oY
©)
Nu
L’ attacco Hattame partd alld mmazohe dBun legame covalente di natura irreversibile,
essendo | a forma aperta dell’”ammide altamente piu
1. L'’ effetto farmacologico esplicato dall ' anell o
residuo idrossil maoctdel aataecanal de¢éak beameio ¢ al
enzima che si forma perde irreversibilmente la sua capacita di catalizzare la sintesi del legame
peptidico con | "effetto i mmediato di noente ri usc

grado di reticolazione e portando alla morte il batterio per lisi della parete cellGlde.studio
delle relazioni strutturaattivita delle penicilline ha portato al riconoscimento di specifiche
caratteristiche strutturali che le penicilline dowteero Gruppo carbossilato, per l'interazione con
una funzione cationica
della transpeptidasi

2. Gruppi metilici della penicillina simili al metile terminale delfalB (del peptidoglicano)

3. Catena aciamminica in @Gnaloga della Ala interna (del peptidoglicano)

Si osservo poi i diversi gruppi acilici (R), condensati al gruppo amminico in posizione 6, influenzavano lo
spettro antimicrobico e le proprieta farmacocinetiche delle molecola.
Lo schema mostra alcunigduenti della funzione amminica laterale delle principali penicilline naturali.

R Nome
A g Penicillina K
o Penicillina F

RN
Penicillina X
HO
DS .
Penicillina G
o= o
©/ Penicillina V

La scoperta dlattgnid ha aappresentatm ini enorme Passo in avanti verso la cura di
mol tissime infezioni che in molti casi erano | et
sviluppo del fenomeno delleesistenza battericache ha spinto e spinge tuttora la ricerca farmacologica

verso lo studio e la sintesi di nuovi farmaci in grado di contrastare ceppi batterici sempre piu aggressivi.

La resistenza batterica®

La resistenza batterica viene comunemente definita come la a@pgposseduta da alcune specie di
sopravvivere e di moltiplicarsi in presenza di quantita di antibiotico in grado di inibire o uccidere
microorganismi appartenenti alla stessa specie.

Z Mascaretti, A. O.; Boschetti, C. E.; Danelon, G. O.; Mata, E. G.; RoverG@reht, Medicinal Chemistnp95s, 1441
2 (a)Archer G. et alScience291,1915 2001; (b) Zhang H. Z. et,&8cience291,1962,2001; (c) Lessard |. et @&NAS96,1102811032,1999; (d) M. C.
Henry,Science / Technolodyarch 6,2000; (e)J. R. KnowleAcc. Chem. Re1995, 18, 97
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Il fenomeno della resistenza di alcuni ceppi batterici € comunque fiotdai primi tempi in cui si mosse la
ricerca in tale ambito; tuttavia si parlava ancoraresistenza naturaled era per esempio posseduta dai
batteri Gramnegativi (che erano in grado di inattivare la penicillina). Ma a fianco di questa resistenza si
comincio a sviluppare il fenomeno della resistenza acquisita. Non si riusciva cioe ad arrestare la crescita di
batteri con antibiotici che precedentemente erano in grado di farlo. Grande interesse € da sempre stato
rivolto ai ceppi diStaphylococcus Aureusatterio Grampositivo responsabile di serie patologie della cute,
del | " apparato scheletrico, wurinario, respiratorio
| primi ceppi diStaphylococcus Aureuwssistenti alla penicillina risalgono al 1942. Per contrastaslsiitui

la penicillina con la meticillina, fino alla comparsa di fenomeni di resistenza anche nei confronti di questo
farmaco; i MRSA sono i ceppi battedciStaphylococcus Aureus resistaita meticillina legati soprattutto

alle infezioni contraibilin ambito ospedaliero.

Dagl i anni 80 si ¢ wancomicina @ la teicdplanmauffagadla verifida Hiiepisada r e |
di resistenza anche nei confronti della vancomicina e in generale nei confronti di altri farmaci mostra che la
ricerca scientifica si deve muovere verso la sintesi e la scoperta di nuovi farmaci in grado di contrastare
ceppi batterici sempre piu forti e pericolosi.

La causa della resistenza batterica si ritrova nella capacita dei ceppi batterici di sapersi viatata aght
antibiotici utilizzati in larga scala; i meccanismi con cui riescono a portare avanti questa caratteristica sono
fondamentalmente due:

1) mutazione spontanee o rafforzative con selezione naturale del batterio;

2) scambio e acquisizione di gera treppi e specie.

Nel primo caso si tratta quindi di selezione naturale, ovvero solo le specie batteriche che riescono a

resistere alla “pressione ambientale” sopravvivon
al |l ' acqui s iedsticoen generdté dallaamutaziobe di un gene appartenente al batterio; il
fenomeno della mutazione spontanea & un evento che si genera circa oguiivi§ioni cellulari, e si
trasmette alle cellule figlie. Si parla di trasmissione della resistenzaiomddv er t i cal e ” . L' us

controllato di antibiotici, oltre che causare la morte dei batteri, spinge quelli resistenti a moltiplicarsi e a
dividersi, aumentando cosi la probabilita di mutazioni che possono portaraeaistenza acquisitaLa
probabilita di ottenere una mutazione spontanea utile, cioé che rende il batterio resistente ad agenti che lo
contrastano, & comunque remota e cioé 17i0Tuttavia succede anche che specie non resistenti possano
scambiare e ricevere materiale genetico datbgtche sopravvivono e quindi mutare direttamente,
acquisendo resistenza. Si parl a questa volta di t
che corrisponde al secondo punto.

I meccanismi con cui viene manifestata la resistenza hattesono molteplici:

1) Modificazione della struttura delle transpeptidasi utilizzate per costruire la parete cellulare;

2) modificazione della membrana esterna (soprattutto per i Graegativi), che provoca la perdita o la

trasformazione dellastrutturd e | | e pori ne, con | "effetto di di mi nt
antibiotica;

3) aumento della capacita dei batteri di espellere le molecole di antibiotico, con una sovraregolazione dei
meccani s mi che regol ano appunto | " effl usso;

4 acquis zi one del | a c ap alattantas, prdteine pn rgradd diridrokzzakk edlotement@ i

S U b s tlattamici.

La pr odu z ilattamasi rabprésént il fieccanismo piu efficace attraverso cui i batteri riescono a
manifestare il fenomeno ella resistenza: queste proteine sono prodotte sia da batteri Gnagativi che
Grampositivi; per i primi esse sono costitutive, mentre per i secondi la biosintesi avviene quando il
microorganismo viene a contatto con il farmaco. Esistono molte categoridat@masf®, ma la maggior
parte di gueste puod es s elattamasi sednchedeoR (inetalloachzim. Perlaa s s |
prima c¢classe sono comunque disponibild@ i ni bitori
tazobactane il sulbactam.

%G, p. Ellis, D. K. LuscomBeygress In Medicinal Chemistt994, 31, 297
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Queste molecole vengono sommi ni st r dattagnica che fungeda r e a
antibiotico,i n modo da clatarasi aadreaunaemadgmre @fficacia antibatterica del farmaco.

Tra i farmaci in commercio si ricorda Augmefigamoxicillina e acido clavulanico), Timefiiiticarcillina e

acido clavulanico), UnasYtampicillina e sulbaam) e ZosyR(piperacillina e tazobactam).

Le cause che portano all’”aumento del fenomeno del
ricondotte all’ abuso di antibiotici da parente, del |
soprattutto nei paesi piu industrializzati. Gli antibiotici non vengono utilizzati solo in ambito clinico, ma

anche per | " agricoltura, per | 'acquacoltura e per

cido che ne deriva si ossergau i n d i nell uomo come negl: ani mal i €
associato ad un utilizzo globale e in larga scala di questi farmaci, che ha portato i ceppi batterici ad evolvere
nel tempo molto velocemente e a sviluppare meccanismi di resisten

D'altra parte purtroppo | ’'"insorgenza di patol ogi
fenonemeno di dipendenza obbligatoria dagli antibiotici, da cui non si puo quindi prescindere.

Per contrastare quindi il fenomeno della resistenzadrata sono possibili quindi due vie:

1) utilizzo di antibiotici strettamente sotto controllo medico, in modo che essi vengano prescritti solo se
davvero necessario e con eziologia batterica;

2) sviluppo di nuovi farmaci in grado di contrastare ceppi bafitemultiresistenti, che mostrino
eventual mente un’attivita con un nuovo meccani smo

Resistenza batterica e fibrosi cistica

Il fenomeno della resistenza batterica assume toni molto seri su pazienti affetti da patologie croniche che in
virtu ddla loro condizione sono costretti ad assumere antibiotici spesso in maniera continuativa e
prolungat a. E* il caso di pazient. affetti da car
Fibrosi Cistica (FC). La fibrosi cistica € una nealg¢inetica autosomica recessiva causata dalla mutazione

del geneCFTCRCystic Fibrosis Transmembrane Conductance Reg)Jta‘tercodifica un@roteina situata
sullamembrana cellularélelle cellule epiteliali, la cui funzione & quella di trasportardoito attraverso

le membrane cellulara livello dellanembrana apialedelle celluleepitelialidellevie aeree delpancreas
delliintestino, delleghiandole sudoriparedelle ghiandole siadari e deivasi deferenti L’ anomal o tr
del cloro porta le ghiandole interessate alla secrezione di un muco denso e viscoso le cui conseguenze sono

I ' i ns or gzoni padmordii, ingufficfe@za pancreatica e numerose altre sintomatologie, associate ad
uno stato infiammatorio e anche all’”incremento de
del sistema respiratorio in particolare, la natura dettuto polmonare di questi pazienti € il terreno adatto

per la crescita di specie batteriche difficilmente debellabili. Studi clinici recenti mostoaseiluppo di

ceppi resistenti di MRSA proprio in questi pazienti che hanno la capacita di svilupgfine, loi sintetizzre

la tossina PVLP@anton-Valentine leukocidin) e causare complessivamente un danneggiamento della
funzionalita polmonare e quindi minare seriamente la sopravvivenza del paziente.

| monobattami
La ricerca e lo studio di questa partieal e c | a s s e -lattamiche & rivwoltataundigeduale nei
monobatt ami nNuovi potenzial. antibiotici, con | "o

a mostrare resistenza multi farmaco. Anche i monobattami, come le strutture ibigc(penicilline e
cefalosporine), possono infatti avere la stessa reattivita nei confronti delle peptidasi batteriche. Ma la
struttura monociclica puo aprire |l a strada ad u
struttura monobattamica utilizato inambib f ar macol ogi co €& | ' Aztreonam.
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[’ i n datamiei slisauravmenodchca @ ésviluppatoossold verso laffine

Questo perché
nni 70 e | 7inizio degl:i anni 80, periodc

degl i a
fonti naturali.
Si scoprirono d nocardicing’ ottenute da culture digluconobactere acetobacter, e altri derivati
monobattamicl naturali a strutturaN-sulfonica.

| primi derivati sintetici ottenuti da strutture monobattamiche possedevano vari tipi di sostituenti anionici
s ul | ’daazaddmo

R'OCHN R R'OCHN R R'OCHN R
o] 0SO3 0 OPO5* 0 POg%
N-Solfato N-Fosfato N-Fosfonato

Queste molecole mostrarono un’atti vi tnegatwi mhanago s
inconsistente o nulla attivita contro i Grapositivi come loStaphylococcus aursu | motivi ipotizzati
furono:

| mpropria posizione della carica anionica netta ¢
rispetto alle altre molecole attive.
Dislocaziorm del | a carica all "interno del I "anell o per

azetidinonica ad essere piu elettronricca e perdere la caratteristica reattivita verso nucleofili.
Nel 1985 furono sintetizzati altri derivati monobattanfitie ossamaine e le tiamazine.

R'OCHN R R'OCHN R
0 OCH,COOH 0] SCH,COOH
Ossamazine Tiamazine

Le prime mostravano una forte attivita antimicrobica, a discapito dei derivati solforati. Di queste due
molecole sono stati fatti studib initio*® per determinare i parametri strutturali e riuscige giustificare la

differente attivita biologica.
:015 :ms
018 ?~ cl4 016 ’— ci4
c1 J J J

o8 J S10
‘ 010 o q
c3

c3 N9 , NG
PG P

Determinante era la maggior lunghezza del legam8& Nspetto al legame 49; questa caratteristica
consentiva alla tiamazina di formare piu facilmente un legame a idrogeno intramolecolare mustérfoit
protone carbossilico e | 'ossigeno carbonilico, i n
L'i mpegno del g r-latiampeocin ua fagameal d idragend grdvocg3perd una minore attivita
biologica e pud quindi spiegare la manea di attivita di questa classe di biomolecole.

N-tiometil B-lattami

2 a) Imada A., Kitano K., Kintaka K., Muri M., AsaNature1981, 289, 590h) Sykes R. B., Cimarusti C. M., Bonner D. P., Bush K., Floyd D. M.,
Georgopapadakou N. H., Koster W. H., Trejo W. H., WelldNat$e1981, 291, 489¢) Kamiya T., Hashimoto M., Nakaguchi O., Oku T.,
Tetrahedron Lett 1979, 35, 323

*Woulfe S. R., Miller M. Jetrahedron Lett1984, 25, 3293
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GliN-t i o mdattaml sonP oggetto di studio gia alcuni anni per la loro attivita biologica su ceppi batterici
resistenti quali MRSA e spe@acillus’.

Rl/,' R
/; N\
0] SMe
La s i ntlattasnmi cordun lefame 1$ ma privi di un legame ad idrogeno intramolecolare che
i mpegnasse il gruppo carbonile risal e ddtdmiNf i ne

tiometilici in cui pero il gruppo funzioratSMe era inserito unicamente come gruppo protettore. Questo
gruppo funzionale era noto ed era generalmente utilizzato per proteggere le ammidi; mostrava stabilita a
vari pH (da 1 a 10), resistendo cioe a soluzioni di NaON 2.6bSQ 10%. La rimozioneeniva effettuata

con 2piridin-tiolo e EENinCHCL®®. L’ i nteresse verso questa classe
della attivita biologica mostrata soprattutto contro ceppiStaphylococcus

Il gruppo di ricerca del Professor Turos si e sofdp sulla sintesi e sulle proprieta antibatteriche di questi
derivati monobattamiciN-tiometilati’’, (oltre che di derivati biciclici). Si individuarono soprattutto le
proprieta chimiche che il gruppeNSMe conf @ raitv &a ma i B) r essibsteatoenegi z a  d
confronti di molti nucleofili utilizzati in sintesi organica {QW, alcoli) e biomolecole (come il glutatione o
penicillanasi, proteina responsabile della degradazione della penicillina); B) carattere altamente lipofilo, che
provoca unascarsa solubilita nel mezzo acquoso, ambiente in cui perd la maggior parte dei farmaci risulta
essere solubile; C) stabilita durante i processi di purificazione cromatografici.

Sono recentemente stati effettuati studab initioc®®c o mp a r a t N-tiormetilatetidm2-oln’e  Ne .
metossiazetidil-one per determinare analogie e differenze
derivato. Le differenze riscontrate piu evidenti sono; 1) le lunghezze di lege®ne 8CH sono ovviamente

maggiori degli aaloghi NO e GCH ( dsno= 0. 3 @chsiodlss . 390 A) ; stystralchean g o |
il gruppo tiometilico tende ad essere ortogonale rispetto alla struttura ciclica, con un valore di 101.8 °
(NOCH= 110.8°) ; l a conf ammal ©i dh & dd al It a amliatkmoered adeol i
legame SCHHH che e di 90 -dérivato). L08. 7° per | " osso

Struttura e spettro di azione degli N-tiometil B-lattami

La resistenza ai nucleofili Queste molecole si stanno classificando come @fttdd in grado di inibire
selettivamente la crescita dMRSAe Bacillus antrachi® hanno recentemente dimostrato di possedere
proprieta anticancerose e di non essere letali per cellule umane sane come i fibrdblastiesistenza ai
nucleofili e il caattere lipofilo portano a supporre che i meccanismi aan questi substrati mostrano
attivita biologica siandattambol t o diversi da quellli
Rimane ancora sconosciuto sia il target che il modo di azione di queste molecole, anche se i diversi studi
effettuati hanno permesso di fare ipotesi suigsibili meccanismi che intervengono.

Per mostrare |’ importanza del gruppo SMe nell evi
confrontat o Nt'i atmditaitiittagnediatun vo (i | pr i mdattachieil | a s
identici (stessa struttura e stereochimica dei sostituenti in C3 e in 4) con gruppi funzionali alternativi
sull ”atomo di azot o.

*Kessler, Iselirdelv. Chem. Actz966, 49, 1330

z a) E. Turos, M. Konaklieva, R. X. F. Ren, H. Shi, J. Gonzalez, S. Dick&yetEaHdadrpn2000, 56, 55715578;b)R. KMishra, K. D. Revell, C. M.
Coates, E. Turos, S. Dickey, D. V. Bimgrg. & Med. Chem. Let2006, 16, 20812083

%8 Cz. Dobrowolski, J. Sadlej, A.P. Mazuielrnal of Molecular Structu@ EOCHEM2004, 684, 181186
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Tutti i derivati ottenuti sono risultati inattivi, eccetto una debole attivita riscontrata pesubstratoS
Benzilico.

Tutti gli studi effettuati su queste molecole nel corso degli anni hanno suggerito quali siano le
caratteristiche strutturali ottimali di questi derivati

1) L’attivita di guest. c omp cestitim G € iniGneddalladonod e nt e
stereochi mi ca; guesta caratter i st datami nenN-tiométiatp di v e
per [ gual.i invece i gruppi funzional i | egat.i al

possondungere da siti di riconoscimento molecolare;
2) mostrano attivita nonostante non possiedano

struttura biciclica, per strutt udadgamincaher normalmeote at t a
possedono ad esempio gruppi carbossilici;
3) si osservano variazioni di attivita se si c amt

con sostituenti arilici, ma € migliore con piccoli sostituenti alchilici fino a 4 atomi di carborsoltatr
migliori controStaphylococcus aursiwsi hanno con sostituenti poco ramificati (isopropéutile) mentre
guelli molto ramificati come il t-butile patano ad una drammatica caduta di attivita. Lo stato di
ossidazione dello zolfo &€ importante: i gruppsulfenici (NSR) -sulfinici (NS=OR) sono migliori rispetto ai
gruppiN-sulfonilici (NS&R) eN-sulfonici (NS©).

Si puod i pot i z 7 argeu dattdnd sia [Sostahztalmente tdipenddnte solo dal sostituente
sull ™ atomo di azot o, suggerendo che esso abbia ur
ver so i sostituent.i all " anel | o axnentcoingdalga direttantente s u g g
un target biologico ben preciso, ma che possa in qualche modo influenzare la permeabilita della membrana
batterica e | uptake cellul ar e, ol tre che interfe
uno studio slla attivita biologica diN-tiometil 2-ossazolidinoni su ceppi di MR%Aaragonandolo
al | ' at tN-tviiotnadattdiile dufiferimento con struttura simile.
RI
RI n "
N, )N,

@) SMe @) SMe

Esso ha mostrato che |l e molecole sono attiwve nei

lattame e guesto porta a supporre che cido sia dovuto atiptto alla presenza del gruppo NSMe e non
unicamente alla struttura ciclica.

Il potere antibiotico degliN-t i o melattandi & qtato testato non solo su batteri Graositivi come
Staphylococcus aureuma anche su specie Gramagative; nonostante alcune fluttuazioni i dati raccolti

erano consistenti e mostravano come microorganismi appartenenti a specie simili manifestassero gli stessi
livelli di suscettibiidh a di ver-batsamstiratlL’ 8zione di concentra
su culture di MSSAMgthicillinsuceptible Staphylococcus aureue MR®& mostra che le popolazione

29a) E. Turos, M. KonaklievR, X. F. Ren, H. Shi, J. Gonzalez, S. Dickey, Detrahedron2000, 56, 55715578; b)R. K. Mishra, K. D. Revell, C. M.
Coates, E. Turos, S. Dickey, D. V. Bimgrg.& Med. Chem. Lett2006, 16, 20812083
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batteriche non diminuiscono, ma rimangono invece costanti. Il potere antibiotico appare esclusivamente
batteriostatico e non battericida.

Attivita antibiotica degli N-tiometil B-lattami

L'attivita dlatamicaputaessere poteritlinente mgdsa in relazione con la reattivita come
elettrofilo della stessa molecola. Se si effettua questo paragone e si studia la struttura di un ipdtetico

t i o melattame, sifosserva che questo particolare substrato & suscettitiilattacco da parte di un
nucleofilo (che puo far parte di una proteina o essere di natura strettamente chimica) su tre posizioni
differenti. Gli attacchi nucleofili possibili portano a queste tre differenti reazioni:

R S
Nu ﬁ/ \CH3
Rl

o)
(1) Acilazione

Rl R" RI Ru
) + NuSCH
j/:N\ _CHj3 j;l\l( 3

O S o)
(2) Tioalchilazione
& (2)) (3)\
NP
R' R"

+ NuCHg

N-O
o S
(3) Alchilazione
La reazione di acilazione
La reazione di acilazione avviene tramite la formazione di un legame covalente tra il residuo di una serina
(Nu =-OH) del sito attivo di una PBP (peniciblindingprotein) con formazione di un estere a catena

aperta.ll processoé gener al mente coadiuvato dal |-lattangerclees en z a
facilitano | ’'interazione con | a proteina che 1o
|l "elettrofilia e | a reatt i wpetingentadoaroltiNg a robmodattand si mmi d

sono dimostrati attivi pur non possedendo questo tipo di caratteristiche, e questo puo far supporre che
gueste molecole non abbiamo una reattivita associ

La reazione idalchilazione

Studi sperimentali in vitro per verificare una eventuale reazione di alchilazione di queste molecole hanno
rivelato che questa reazione pare non essere favorita. Non si spiegherebbe altrimenti la maggiore attivita
biologica di specie con ugruppo alchilico sullo zolfo piu grandi di quello metilico (R =-Btj), che sono

el ettrofildi peggi ori essendo stericamente pi 0 1in
| " i nef filcaatctiaamedenelfd " i ni bire | a replicazione del
livello degli atomi di azotoalle basi. Alcuni profarmaci come la leinamiéfreala mitomicind' acquistano

potere alchilante verso acidi nucleici dopo una reazione di attivazione mediata da un gruppo tiolico
presente nella matrice biologica (per esempio quello del glutatione o desialuwo di cisteina). Sono state

condotte quindi prove di denatur aziNdgne mgattamea IBc hi |
agentii attivanti t i ol i-meicaptdetqrolo)t anche ;nngeesto ahsotnonost & e i t
osservata alcuna reazi one, e | "acido nucl eico ha

% Hara M., Takahashi I., Yoshida Msato K., Kawamoto I., Morimoto M., Nakano HAdtibiot, 1989, 42, 333
% Hata, Hoshi, Kanamori, Matsumae, Sano, Shima, SuguMatijot. 1956, 9, 141
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La reazione di tioalchilazione

La tioalclilazione sembra essere la reazione chimica piu probabile di questi substrati. Essi si comportano
quindi come agenti che trasferiscono gruppi tiometilici, mostrando le stesse proprieta dei reagenti di
tioalchilazione uilizzati per sintetizzarli. Come gi@rafiato in precedenza il legame $lé molto stabile, ma

il gruppo funzionale risulta sensibile a nucleofi
N-t i o mdattamk cofiStaphylococcus aureeson mi cr o ¢atteane mastrado ladf@rhazighe

del derivato col gruppo NH I'HNMVWR(nance il segnale diaghasticb & z z a
circa 2.4@2.50 ppm) dopo estrazione con aatt di etile. Per determinare quale fosse il nucleofilo che

aveva reagito con il gruppo SMe, s -lattaime ds rifedimheato e f f e
con i 20 aminoaci di nor mal mente c¢ont e caudaZionenckel | e
ha portato alla detiometilazione & stata quella con la cisteina, che ha il gra§pbcome nucleofilo;

| i pot esi e che la tioalchilazione avvenga sul

I i ni bi zi on ebatledd. $Suacessive preve di ineubadiane con altri metaboliti recanti funzioni
tioliche nucl eof i Hattame eagiveoancieocentil glaidtiecne.c he 11

HOOC)\A[( fk N~ >COOH

Glutatione ( GSH)
Questo risultato poteva suggerire che batteri con etevixelli di glutatione citoplasmatico sapevano
resi sNere€afpkthme disattivandol o e prevenendo |’ att
primi tra tutti le proteine.

Per determinare invece il target &taphylococcus aureusstao effettuato un esperimento in cui ui-
a | c h #lattame aplle@ato ad una resina veniva messo in incubazione per 24 ore con un lisato dello stesso
batterio.

~ N
, 8

% \'i\f 24h con il lisato O\M
S/N S/SCoA

O

Dopo la purificazione della resina il risultato ha mogirkt formazione di un legame covalente con CoA;
guesto risultato porta ad ipotizzare che batteri con elevate concentrazioni di questo cofattore siano anche

le piu sensibili agiN-a | ¢ h Hdttami. bh qUgste specie batteriche le concentrazioni di Ca#o soolto

elevate. Esso & parte del tampone ossidoriduttivo citoplasmatico tfkssieme a NAD(P)H e FADId

sua funzione é& quella di assorbire | e specie reat

%2 jelCardayre, DavieBjol. Chem 1998, 273, 5752
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H) 0 Cys-5-5-CoA

Cys—&S—CoA
Le concentrazioni dei cofaitr i e | equilibrio sono regol ati da
all’attivit &Nada o h ilditamddochefessi fdrmigolum legame a ponte disolfuro con il CoA

oppure con amminoacidi presenti nei siti attivi delle proteine, molto probabilmente delle cisteine.

—SH & —SSR

CoASH o COASSR o]
L'’ipotesi € S U p p opetiealatterichtk danl quektiante than pasdiedonol etevats livelli di
glutatione, mol ecolNualicnh ilgttaraedoblofdarne gli efiety antibattericion |’
Un interessante paragone € i | NealchiltopB-atameocontquede | a n
del | "*3mdliecdmlaa contenuta nell” aglio di cui @& sono
che antivirali, antifungali, antiparassitarie e anticancerose.
0O
\/\S/S\/\
Allicina

Questa molecolaame gliN-a | ¢ Hattaimi nfdstra potere antibiotico soprattutto su batteri che non hanno
elevate concentrazioni di glutatione. Reagisce direttamente con residui tiolici di varie proteine, tra le quali
alcol deidrogenasi, tioredoxina reduttasi, e RNA petiasi tramite la formazione di legami covalenti

1.2.1. Sintesi di nuovi N-tiometil monobattami come antibiotici contro ceppi resistenti presenti su

pazienti affetti da FC**

Il gruppo di Ricerca presso cui ho svolto la tesi di Dottorato ha gia in cortribuitaniera significativa alla

sintesi di monobattami, in particolare con la scoperta del nucleoldc hi | i den B | att ami
ceppi batterici resistenti.

In questi azetidinoni, per i quali & stata messa a punto una sintesi molto accurata, & presente un doppio
legame in posipine 4 coniugato ad una funzionalita esterea. Questo porta il carbonio carbonilico ad essere
molto elettrofilo a e favorire <cosi | attacco n
batterica, seguendo il “ mttamiel | o inibitorio” tipic

3 a) Cavallito, Bailey, Am. Chem. Sot944, 66 1944; b) Ankri, MirelmamMicrobes Infect1999, 2, 125; c) BloclgcientAm, 1985, 252, 94
¥p, Galletti, C. Cocuzza, R. Mu s Antib@tics and QystiEibdPosis: Synthesis and@uatimicrobéaMewaludtian, D. G
of a series oN-thiomethyla z e t i d,iIClem Med<Chem011, 6, 19191927
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1 doppi o |l egame in posizione 4 consente infatt.

|l attamico tramite | a delocalizzazione della caric
Ulteriori funzional i zzaoidaurii orheanmo  rgiagampigoi deas ol |1
| >inserimento di parti cakchil@eni®Lfantzi wint a | aaichiiddea tzti @m
Bl at t ami € stata valutata dal gr uppo dBicoceainicvida c a d
tramite studi di MIC. | ceppi batterici utilizzati comprendono specie Quasitive e Grarmegative. Tra i
Grampositivi gli Streptococcus Pyogenes sensi bi | i O resistenti all " er|
resistenti alla penitlina, Staphylococcus Auresensibile e resistente alla meticillina. Tra i Gna@gativi Ci
sono ceppi ad el evata r-attamasiemonza e ceppi produtto
Tabella 1
MIC
Composto S. Pyog| S. Pneum| MRSA MSSA S. Epiderm| H. Infl
C""Jr_fcoosn
NH 32 128 16 8 8 1
© (A)

Cl..__/>CooH
N 16 128 | 128 | 32 64 64
° (B)
o
MeO o
MeO /' 7 ~CO0Bn | 128 >128 128 8 4 >128
OMe  _/—NH

©)
(e}
MeO o
HO /' " —7 "COO0BN 128 128 32 16 2 64
OMe 3 NH

(D)

Gli incoraggiati risultati ottenuti dai test di attivita biologica (Tabella 1) hanno portato allo studio di
ulteriori modifiche alle strutture <alchilideniche, in particolare alla sintesi diakthilidenp-lattami
caratterizzati dagruppo tiometile {SMe). Sono poitsa t i sintetizzati al tri B | ¢
gruppo elettron attrattore e sempr®dl-Ti omet i | ati . Tutti guest.i B |l atta
e testati ed é stata paragonata la loro attivita agli analoghi non tiometilati

% G. cainelli, D. Giacomini, P. Galletti, A. Quintava#irahedron Letterg2003, 44, 62696272
% E. Broccolo, G. Cainelli, G. Caltabiano, C. E. A. Cocuzza, C. G. Fortunétj,D.Gaileomini, G. Musumarra, R. Musumeci, A. QuintavhlMed.

Chem, 2006, 49, 28042811
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OTBS COOR COOR OTBS

/'/m, = = ~ ~COOR COOEt /' e | COOEt
NR? NR? NH NR? N

o o o o] o “SMe
1:R=Et R'=H 5:R=Et, R'=H 8 R = Et 10: RY=H 12
2:R=Et, R'=SMe 6:R=Et, R'=SMe 9:R=Bn 11: R! = SMe
3:R=Bn, R'=H 7:R=Bn, R'=H
4:R=Bn, R'=SMe

(@] (e}
MeO
O COOBn
HO ,,,

OMe \
SMe

OR?
.. _ohc SOzPh
\
(6]
16: R'=H, R?=TBS 20:R'=H, R2=TBS 24:RY=H R%?=TBS 28:R'=H 30: R'=H 32:R'=H
17: R'=SMe,R?=TBS 21: R'=SMe, R2=TBS  25:R'=SMe R?=TBS 29:R'=SMe 31:R'=SMe  33:R'=SMe
18:R'=H, R?=H 22:R'=H, R?=H 26:R'=H R®=H
19: R'=SMe, R?=H 23: R'=SMe, R?=H 27:R'=SMe R?=H
I 4 alchiliden B | attami sono quindi stati sintet

dai due substrati commerciab (3R 4R)-4-acetossi3-[(1R-1-(tert-butildimetilsililossi)etillazetidisR-one)

COOR
r”“CDDR
NH NH
1&.25 135?
R'=H, CH{OTBSIC H; 5
R =EtEBn l COOR
R
/,J-—u
0 EMe
2,46

e 28 (4-acetossiazetidir-one) con etil o benzil diazoacetato, ottenendo quindi i compbssi, 5, 7, 8, and

9.

| diastereoisomerkEe Zdi ciascun 4alchilidene sono stati facilmente separati con flash cromatografia. Si &
poi proceduto con la tiometilazione, che é stata possibils ol o s Hdoh LDA ® oom &ilHMDSA e
successive addizione di 8imetil metantiosulfonato per ottenere i composi 4, and6. Ogni tentativo di

N-t i omet i | aE(anche toh alte basigualoNatdutOK e temperature piu elevate) é fatlit
OR"
R "
RN OR
N‘H‘\O

O > 8.5 ppm < 8.0 ppm
La difficolta nel d e r Z &vla présenzaadi un fotte leganoetad idrogeroltra i s o
| " ossigeno dell estere e | "idrogeno NH del B I

raggi X.
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Successivamente, il derivabbtiometilato 4 & stato ulteriormente derivatizzato con esteri fenolici, previa
deprotezione del gruppo tertbutil dimetil silile presente sulla catena idrossi etilica ce®BIH13) seguita

dal trattamento del relative cluro acido arilico in presenza di SnCI5 %)

Per

ver

f

car e
doppio legame C=C €& stato sostituito da un legame saturo. La isibtegata effettuata tramite
idrogenazione catalitica die 5 e successivBl-tiometilazione.

ottenemes. | [ |

effetto del

(e}
OTBS COOBn OH COOBn Aryl )k
P , = b Iy,
N

_a . 2 .
N <
e} N\SMe o “SMe o) SMe

Table 1. Antimicrobial activity of the new monocyclic fi-lactams relative to reference antibiotics."”

S. epidermidis (10) E. coli (10)
MIC

MRSA (13)

MSSA (13)

E. faecalis (10)

S. pneumoniae (10)

S. pyogenes (10)

Compd

MIC,,

MIC,

MIC,, MIC

MIC

MIC,,

MIC,

MIC,, MIC MIC MIC,, MIC MIC,, MIC, MIC

MIC

MIC,, MIC

MIC,,

MIC

range

range

range

range

range

range

range

128

128

128
128

32 128 128 128 128
128
32-128

8-128

128

128
128

128 128
32->128 64
32--128

128

128
32

128

64

128
16

128 128
128 4-64

128

128
128

64

128 128 128 128 128

128
32

64
64

128 128

128
128

128 2-128 32

128
32
64
64
64

128

8-64

128

64

128

32-64

128
32

128

128

64
32-64

128

128 128
32

16-32

128

128
32-64
4-8

33

32
128 128

128
128

32
8

128 128 128 128

128

128 128 128

128
64

128

128
128

128

128
128

128
28
28

128
64-128
64-128

128

64

128

128

128

128
128
64-128
64-128
32-64
16-128
64-128
<0.06-128
<0.06-128

128

128

1
1

17
19
22
23
29
30
31

128
128
128

128
64

128
128
128

128 64-128

128

128

128 32

28

128 1
32

128

128

128
16
32

128

8-16
16-32

32-128

16-128

64

128

64

128 64-128

128
32
32
16

64

128
32-64
16-64
16-32

64-128

64

128
128
128

8

32

128
32

128
16-128

64-128

64

128
128

32
64

64

32
128

32

64

16
32
0.25

64

0.5

16

128 128

128
4-8
16-32
<0.06
<0.06

64

32
<0.06
<0.06

16
<0.06
<0.06

AMX"

2
0.5

<0.06
<0.06

0.25-8

<0.06-1

0.5-4

2-64

128

128

1-64

0.25

<0.06

<0.06-0.25

(o p o

amoxicillin.

"' [c] AMX

'; the number of clinical isolates for each species is indicated in parentheses. [b] Antibacterial activities of compounds 1 and 3 were previously reported.

(a] All values are reported in mgL

ceftriaxone.

[d] CTX

4 13 14,15

R OA R R
;ﬁ ¢ jﬁ—ﬁcooa b COOEt
NH  ref. 13 3 NH N\SMe

(6]
16,28 10:R=H 11,12

R' = H, CH(OTBS)CH,

Abbiamo poi sintetizzato una seconda serie di azetidihgni
tiometilati in cui in 4 era presente un gruppo elettron
attrattore: sono stati ottenuti derivati dl 4-acetato, 4
tioacetato e 4benzensulfinato. B-Thiocetossi e | $QPh
sono stati facilmente ottenuti dai -dcetossi azetidinoni
commerciali tramitereazioni di sostituzione nucleofita.

R R' R
a j/:y/
H N.
o) SMe
21,25, 31,33

R'

ref.14

H

R’ OAc
20,24,30,32
NH

(0] a
16,28 ~ R OAc

R' = H, CH(OTBS)CH;
R = SAc, SO,Ph

o

o SMe
17,29

OTBS OH

/lh_ R b /l,h‘ R

_— R = OAc, SAc, SO,Ph
N N
le} SMe o] SMe
17,21,25 19,23,27

| tioacetossi sono stati ottenuti utilizzando il tioacetatli
potassio, mentre i6QP h con i | benzensul
interessante notare come siano state necessarie procedure di
sostituzione nucleofila differenti per il substra1é e per il28.

Sono state poi effettuate ulteriori elaborazioni quali lis-
tiometilazione (composti 17, 29, 21, 25, 31, e 33) e la
rimozione del TBQ9, 23, and27) con le procedure gia note

Analisi Saggi di attivita antibatterica

Su tutti i composti sintetizzati sono state effettuate le saggi
di attivita su ceppi batteci resistenti Granpositivi e Gram
negativi:Streptococcus pyogengestreptococcus pneumoniae

a:

gr upp a1e4d2 iaduiccomelili d e n i
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Enterococcus faecalisStaphylococcus aureusStaphylococcus epidermigisHaemophilus influenzae
Escherichia cglKlebsiella pneumonia®roteus mirabilise Serratia marcescens

Nella tabella sono descritte le attivita biologiche dei composti che hanno mostrato la migliore attivita
antimicrobica espressa in un range di minima concentrazione inibente

(MICs, in mgt) assieme alla minima concentrazione initeeta crescita del 50 e 90% del microorganismo
(MIG, and MIG,, rispettivamente). In particolare sono stati inseriti solo | risultato che mostravamo valori di
MIC compresi tra 31 e 1 mg/L almeno su di una specie batterica. Non sono quindi mostratiatiati ake
molecole che non hanno mostrato alcun segno di attivita.

Dai risultati si osserva una attivita biologica promettente contro alcuni ceppi batterici -Boaitivi per
alcuni NH e NSMe monobattani.

Perquanto riguarda i 4 alchilidengli N-tiometili 2 e 4 hanno mostrato attivita contro ceppi di S.Aureuss
(MSSA) et (MRSA). In particolare per il composto 4 la migliore attivita € contro S. pyogenes (MIG-8ange: 4
mg/L). | risultati per i corrispondenti NHadchilideni testatin precedenzéhannomo st r at o | " i nat
composb 1 e una certa attivita del compost® su ceppi Granpositivi; (MIC range: 182 mg/L contro.
pneumoniae). | 4 alchilideni polifenolici non sono mostrato in quanto sono risultati del tutto inattivi. Per
guanto riguarda laostituzione in C3,4 alchilideni7 e 9 hanno mostrato solo una attivita modesta contro E.
Coli mentre il compost®, Ntiometilato, € del tutto inattivo. Anche | compostd,11 e 12, gli analoghi
saturi dei 4 alchilideni, sono risultati inattivi. Treskxie dei 4 acetossi derivati, il compodtb ha mostrato
attivita contro MSSA, MBIA non sostitBito haenstrate unardiminuzeone L' a
della attivita contro MSSA, MRSA, faecalise E. coli | derivati 4benzensulfonici harm mostrato una
attivita molto bassa con una certa attivita solo per i comp2527 e 33 (MIC range of 64128 mg/L contro
MSSA, MRSA, S. pyogenes, and E. col).

| derivati 4tioacetato 22, 23, 30, and 31, hanno mostrato una interessante attivita sopratmittontro
specie Granpositive

Successivamente, le migliori molecole in termini di attivita antibatterica sono state testate ulteriormente su
ceppi batterici MSSA e MRSA isolati da pazienti pediatrici affetti da fibrosi cistica.

I composti30 e 31 hanno mosrato la stessa attivita mentre per i compodtie 17 si € osservato un
interessante incremento della attivita contr8. AureusIn particolare il compostd7 ha mostrato un

i ncremento nella attivita anche c oente misuratataminienad i di
conentrazione battericida (MBC) e il rapporto MBC/MIC maggioré jger i composti4, 17, 30 e 31
sembrano caratterizzare | "attivita biologica di
MRSA.

I buoni risultati ottenut hanno ci hanno spinti a costuire un modello preliminare di SAR per comprendere e
caratterizzare i fattori strutturali deterinn ant i per | "attivita Jachdidemigi ca.
sembra importante la combinazione tra il gruppectidimetile e il benzil estere, con la conseguente
maggiore attivita biologica contro ceppi batterici GrFmo s i t i vi . L'’assenza di un

conferire una attivita specifica contro S. pyogenes e aumentarla invece contro E.Coli, anche se in modo
modesb, per i composti7 € 9. La presenza di un gruppo polifenolico al C3 causa una diminuzione della
attivita antibatterica. Quindi sfortunatamente, combinando un estere fenolico con un griNgmmetile si

ha | "inattivazi one d®liduardataiserie dedd atefossi| icampasted9e29 Per 0
chiaramente vedono una attivita migliorata sicuramente per via del griyspometile.

Paragonando i -@Ac, 4SAc, and 6QPh, i 4Sac hanno mostrato la migliore efficienza; in particolare per

guesti derivati, la presenza del gruppst i omet i Il e non ne migliora | " att.i
in precedenza, Turos e i colleghi hanno tentato di comprendere il meccanismo di azione dei derivati
tiometilici

L'i potesi e chkeicd yengpotitawmeti to dal B | attam
target sembra possa essere il Coenzima A (come ap
ti ometi | B I attami sembr ano c araavisibne sembra guindiiche c o me
| "attivita biologica non necessiti di particol ar |
gui ndi semplicemente come “carrier di gruppi tic
batteriostatico. Osservando in particolare quindi che i monobatta#nil7, e 31 mostrano una attivita
batteriostatica, si puo asserire che il meccanismo di azione sia quello di agenti tiometilanti come afferma
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Tur os. I n o g n 30, nondgiametilato, hfd mostadot uhaacomsiderevole attivita contro ceppi
Grampositivi e Grarmegativa. Questo aspetto associato alla attivita comunque mostrata da monobattami
non tiometil at:i mostra che in effetti i gruppo
bioogi c a, anche s e puo avere un ruol o nel |l " aumen
penetrabilitd nella membrana. In ultima analisi, le attivitd antibatteriche simili mostrate contro MRSA e
MSS suggeriscono che la PB17 (penicillin binding projeior? rappresenta un target specifico per questi
monobattami.

1.2.2 N-tiometil monobattami ad attivita duale®’

La fibrosi cistica, come é stato descritto in precedenza, causa al sistema polmonare uno stato di infiammazione
cronica e costante anche in asgandi una infezione batterica. In queste condizioni sia i neutrofili che le cellule
epiteliald]i rilasciano nello spazio extracellul ar
all > azoto (RNS) <con | ' obiageénti patogeni’iNei paaient affettc darfirosie d
cistica questo meccanismo di difesa si dimostra essere assolutamente inefficace e progressivamente porta all
disfunzione cellulare e a una accelerazione della mal&t@uindi, la presenza dello stresssigativo causato
dall’”incremento delle specie reattive all’ ossige
durante ajono stadio di infezione polmonare cronica, porta alla luce nuovi target che contrastino queste
molecole:.

Lo stress ossidativo: i ROS e i RNS

L’acroni mo ROS e RNS significa specie reattiva ¢
radicalica. | radicale libero € qualsiasi specie chimica contenente uno o piu elettroni spaiati: questo
conferisce loro una particolareeattivita e pota la molecola ad acquistare elettroni ricercando stabilita
attaccando altre molecole.

| radicali liberi si possono originare attraverso due processi:

1) rottura omolitica di un legame

2) trasferimento di un singolo elettrone da una speciain‘altra

La rottura omolitica di un legame pud avvenire per assorbimento di energia sotto forma di radiazione
elettromagnetica o di calore.

Il trasferimento monoelettronico, invece, porta alla formazione di un radicale catione e di un radicale
anione,specie caratterizzate dalla presenza sia di un elettrone spaiato che di una carica elettrica.

I cCorpo umano €& <continuamente soggetto all’atta
responsabili del procesdaopd’iicravw e c mteil d md mtsmo,r genra
tra cui si annoverano le malattie cardiovascolari, ritenute la principale causa di morte nei paesi occidentali.
Alcuni studi hanno indicato i radicali liberi come concausa di danni a livello epaticale,rdella cataratta,

di disturbi polmonari, neurologici, sessuali, nonché di alcune forme neogiasti

Ol tre ai danni cardiovascol ar i, S i € i potizzato
patologie neurodegenerative quali il marldi Parkinson e la malattia di Alzheimer.

Fattori ambi ent al i e nutrizional i, come | e radiaz
N.O;, NQ, fumo di sigaretta, ecc.), una dieta povera di frutta e verdura, di acidi grassi pwiiinea
vitamine antiossidanti, possono incrementare | ' a
ossidativo.

La produzione di speci e radicaliche non e sol o
(irraggiamento, inquinanti aergagenti chimici), ma anche al metabolismo umano, che essendo aerobio, &
concentrato necessariamente sull '’ ossigeno.

YR, Cervellati, P. Galletti, E. Gr eM®mn o dy-talBaas asfamibacteridr agen®:dFacingi c ¢ i M. P

antioxidant activity ofN-thiomethyla z e t i d,iEarepnJewsn’ of Medicinal chemis2913, 60, 340

38a) G. Folkerts, J. Kloek, R.B. Muijsers, F.P. Nijkamp, Eur. J. PhatB®geob1,25126 2; b) M. C. Martinez, R. Andri a
Redo Signal. 112009, 669-702

%M. Rottner, S. TuaChalot, H.A. Mostefai, R. Andriantsitohaina, J.M. Freyssinet, M.C. Martinez, PLo2@e é24880, DOI:
10.1371/journal.pone.0024880

““P.@. Jense, J. Lykkesfeldt, T. Bjarnsholt, H.P. HougenbM. BaCiofu, Basic ClPharmacol.2012, Doi: 10.1111/j.1742843.2011.00822.x
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Le specie reattive all’> ossigeno (ROS) e all’azo
del |l "organi smo wumamo,r i dame omeé suletl dat @sslieyéno ad
respiratoria mitocondriale.

Lo squilibrio tra la produzione di ROS e RNS e la capacita antiossidante cellulare in favore delle specie

radicaliche, causa | o st r egeszad sumnérabafatolegie, risulaeti da o n t r
danni provocati dall’ ossidazione dell e proteine,

I radi cal i Il i ber i che rivestono maggiore i mportan
(ROS) eipossono dividere in:

-radicali molto reattivi ¢ o me | '* e glislcossili RO cke atth€cano molecole di qualsiasi tipo,

-radicali moderatamentereattyi qual i | " anp*oné¢’ $upepedipscsi REO HOO

che reagiscon solo con poche molecole biologiche (ad esempio i lipidi poliinsaturi), ma sono capaci di
originare perossidi ed idroperossidi, precursori sia del radicale ossidrile che degli alcossili estremamente
reattivi.

I ROS coinvolti nello stress ossidativo sam@iievalenza specie radicaliche, ma possono essere anche

specie non radicaliche ad azione ossidante, come il perossido di idrogépe HIl ' aci do i pocl o
Tuttavia, oltre ai ROS anche altri radsmoali posso
Gl i antiossidant.i esogeni ed endogeni sono- i ndi :

riduttivo fra radicali liberi ed antiossidanti.
Gli antiossidanti enzimatici endogeni come la superossido dismutasi, la catalasi e la glutatomsidasi, e

qguel | i non enzimati ci esogeni ed endoge ndarotene me i |
“detossificano” i ROS e i RNS minimizzando i dann
Gli enzimi sono antiossidanti endogeni poiché mrddt i dall " organi smo umano, |
carotene sono antiossidanti esogeni i n quanto |’
assunt.i con |l a dieta. Per quanto r i gua mtdeategpfiai ant

di sostanze di origine naturale contenuti nelle piante, di cui sono principalmente metaboliti secondari (sono
detti anche biofenoli) e suddivisibili in due grandi classi: flavonoidi e acidi fenolici. In particolare il mio
gruppo di ricercain passato si € occupato di sintetizzarea4 chi | i den B | att ami c
polifenoliche, osservando che | attivita anf'i ossi

Visti gli ottimi risultati in termini di attivita biologa in vitro degIN-tiometil 2 azetidinoni contro isolati clinici
Grampositivi e Grarmegativi e in particolare su ceppi di MRSA e MSSA isolati da pazienti affetti da fibrosi
cistica, l' e migliori strutture [ nroastate appdrienhmentet e s |
derivatizzate sulla catena idrossi etilica con un
un substrato che potesse fungere da antiossidante.

oTes COOBn oTBS
y P OAc

) SAc SAc
NSMe J;N‘/SIVIe ;LI/H /I;L/SMe
0 o] o] 0]

Le nuove molecole sono poi stati effettuati test di attivita bgita su ceppi batterici presenti su pazienti
affetti da fibrosi cistica e test di attivita biologica per verificare la potenziale capacita in vivo di intercettare
speci ROS e RNS.

Le nuove molecole sintetizzate dovrebbero avere la caratteristica dieesszrntibiotiche che antiossidanti,
acquisendo quindi un’ attivita dual e.

“G. CainellC. Angelonj R Cervellatj P. Galletti D. GiacominiS. HreliaR.Sinisa, Chemistry & Biodiversitys (2008) 811
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oTBS COOBN OTBS OH OTBS

P .o ) onc onc ] SAc
. M H,, .. T
o SMe 0 SMe o SMe O 'SMe g
4 17 19 29 20
OH
/V SAc SAc SAc OTBS
o o 0 SMe
22 30
OAc MeO
ﬁN\ /I;N\ oo ) )
(0] SMe o SO,Me
35 36
37 38
0 o

HOD)J\O HO:©/\)‘\O
o /V OAc o /V OAc

Le 15 molecole qui sopra rappresentate sono state tutte sintetizzate e testate. Le mdgtpla9, 29, 20, 22,
30,31, e34sono state preppat e secondo procedur e dNmelilsofodsided-at ur

acetossiazetidin2-one36¢é st at o preparato a partire dal B Il att
poi Ms C1 . I n mani e3s5a amhaltwowg oditlenft danecomanmiialencho | °
LIHMDSA e p&@metilmetansulfonato (Scheme 1).
1)LiIHMDSA
2) MeSO,SMe
o THF, -78° C O SMe
35
OAGC 1)LiIHMDSA OAc
/,;( 2) MsCl
N
NH o ; .
S THF,-78°C O SO,Me
36

| composti37-40 sono stati preparati dal susbtrato commercide. 1l compostol6 € stato inizialmenteN-
tiometilato utilizzando una nuova procedura messa a punto da noi usanbibifitece di LIHMDSA o LDA per
limitare la formazione di sottoprd ot t i . 117 é sfato poadepraetiredal gruppo TBS danti® e
trattato successivamente con il relativo acido benzdieprotetto 44, 46, €47 in presenza di DCC o EDC come
reagenti di coupling e quantita catalitiche di DMAP in dichloromethatenenhdo infine i compos87, 41 e 42.
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Per quanto riguarda gli acidi benzoici,
con un gruppo feno
(etossimetossiB,5-dimetossi benzoicola e
preparati dal met il
gruppo fenolico con clorométetil etere e s

e risultato fondamentale proteggerli in quanto il processo di coupling

l'ico | ibero porta alla foldmazi
@33d-bis(etossimetossi)fenil) acriliceé sono stati
estere dell acido siringi

uccessiva idrolisi alcalina del gruppo esterdd dind 45. Infine |

co

composti37 e 42 sono stati trattati con acido trifluoroacetico per eliminare la protezione fenolica e ottenere

quindi | prodotti38 e 40. La stessa procedura applicad | ' aci do 3, 4 diirdossi bet
| " ottenBamert sstchita scelta una strategia di protez
lattame 41.
0 [}
e | = OME 5 Nau, THF “EC\E#‘“\HFHHU""E MacH 5K NQUI ]’
HO™ R R e
(512" 2o dire THF/MeCH, 40°C ;r*
Q2% 43 63% 44
[}
n}
HO,  om .
:ﬁ = = ’/1 O h H THE e j\,] *v‘ IMe paH M “‘H—,fn‘a,fn‘ rm fﬁ:‘*-;f"l‘\nl.
i - "
He > _f"""\-\. THF/MaOH, 40°C "hlf'hl:" ;'-f
R 5% 46
a0t
o 1. TEOMECI, irickazck:
'|GH -"'F'Hu\.‘:? ""FI\"‘|"‘||— T :hSI"'I -___H:{ -___
l] __fl‘ e
HO 2. K00, MaOHTHE
Ta%

Attivita antiossidante
L'attivita antiossidante degl. azetidinoni sinte
tengono conto @ | di fferenti meccani s mi poterfziali con cui

“2K. Schlesier, M. Harwat, V. Bshm, RsdBi,Free RadidRes 3
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1 primo approccio sfrutta | "azione inibitoria di
oscillante di Briggskauscher (BR) a pH 2.2. In Una reazionenichi si dice oscillante quando le
concentrazioni dei reagent. e dei prodotti osci l
reazione di BriggRauscher puo essere cosi schematizzata:

105"+ 2HO, + CH(COOH)+ H — ICH(COOH¥ 2Q + 350
La reazione procede tramite intermedi ionici e radicali, e tra le specie radicali quelli presenti in maggior
concentrazione sono i radicali idroperossii HOO Sost anzi al mente quando degl
addizionati ad una miscela attivaBR si assiste ad uno spegnimento istantaneo della reazione, un tempo
di i ni bi zione che dipende I inearmente dalla conc
delle oscillaziorif?
I secondo approcci o ut idsidante @dtatw il metado TEAJ. Wi edodoesi basa a t
sulla decolorazione del radicale catione Hle r d e  d &pkrl opetaB di @intiossidantl! che viene
preformato con KSQs in tampone fosfato a pH 7.4 (il pH del sangue, per mimare le condizioni fistedgbi
effettuano poi misure spettroscopiche in triplicato a 734 nm a quattro concentrazioni di antiossidante in
DMSO. Con la stessa metodologia si preparano allo stesso modo soluzioni diluite di Trolox, che viene utilizzat

come standard.La differenzad assor banza tra il bi anco (sol o- DMS
E6sample = AEG6) . I n queste condi zioni speri ment al
|l egge di Lambert Beer. L’ at tni(smp)iméstd)amm = pgeraenzai della im¢ae ¢

dritta, ed é riportata come millimoli di equivalenti di Trolox.

Il test DPPH si basa sulla decolorazione del radicale stabiifénil-1-picrilidrazil (DPPH per opera di
antiossidanti®’ll radicale DPPHecobr at o0 i nt e ns asne 516 @m). dd suardecsisrazione & una
funzione della concentrazione e del tempo e anche in questo caso si usa Trolox come standard. La relativ
attivita antiossidante e quindi ottenuta tramite il paragone tra la retta tigha alla percentuale di inibizione
plottate rispettivamente in relazione alla concentrazione di Trolox. Si riportano poi | dati come mMoli di
equilvaneti di Trolox.

L"ultimo metodo wutilizzato e il F R A Rita antiorgdanteecame r i t
la capacita di ridurre lo ione Eé'* La procedura si basa sulla riduzione del complesso incolore Ti4(@
piridil)-s triazinFe*, (TPTZFE" a quello blu 2,4,6ris(2piridil)-s triazinFe* per oper di antiossidanti.
Vengonot est ae quattro o cinque concentrazioni di vers
plottata contro la concentrazione relativa allo standard (FgS$®enendo infine un valore misurato in mM
equivalenti di Fe(ll).

La maggi or pamirtestati nahdia moBtratb @na dignificativa attivita antiossidante con i metodi TEAC
(Tabella 2), DPPH or FRAP. In piu i comdodty, e 31 sono stati anche testati con il reagente di Feolin

Ciocalteu (FC, chi amat o anicvheel einlt eme tpoedro vdeerlilf’iaccairc
schel eNtriooretlill” B | att ame, ma ¢ o0 n 22rei3Gnon dodituiti sonve g a-
risultati essere negativi ai test di attivita antiossidante. SoliNdlii o me t i |37-49, conadteri &nolici

sulla catena idrossi etilica, sono risultati attivi.

“3R. Cervellati, K. Honer, S.D. Furrow, F. Mazzanti, F. S. Costa, Helv. Chim26eta 833155

44 a) R. Re, N. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang -EvéiseFree Radiiol. Med. 261999, 1231-1237; b) A.Prakhash, F. Rigelhof, E.
Miller, Antioxidant Activity, www.medlabs.com/Downloads/Antiox_acti_.pdf

5 M.S Blois, Nature 181958, 11991200, W. BrandWilliams, M.E. Cuvelier, C. Berdatpensm. Wisechnol/Food Sci. Techn@B, 1995, 25-30

“®|.F.F. Benzie, J.J. Strain, Anal. Biock2®,1996, 70-76
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Tabella 2

Attivita antimicrobica

Comp BR TEAC DPPH FRAP su MRSA da CE
(UM eq. (mmol eq. (mmol eq. (mmol
Resorcinol) ~ TROLOX) TROLOX) eq.Fe) MIC  MiGo  MiGy
range (mg/L)  (mg/L)
(mg/L)
19 na’ na na na 32->128 64 >128
29 na na na na 32-64 32 64
22 na na na na 16-128 64 128
30 na na na na 1664 32 64
31 na na na na 16-32 16 32
37 0.7¢ na neglegibile na nd’ nd nd
38 1.8+0.3 0.037+0.001 0.0091+0.002 0.19+0.02 16128 64 128
39 0.38+0.02 1.23+0.02 1.96 +0.13 1.91+0.07 32->128 128 >128
40 1.95+0.06 0.98+0.03 1.23+0.03 1.98+0.04 16128 64 64
FOT® 1->128 128 >128
CTX® 1->128 8 >128

?Le colture diS. aureussmerican ATCC 293, and ATCC 43300 sono state usate come controllo.
® na = nessuna attivita; nd = non determinato.
‘risultato di una sola misura in una miscela a concentrazioneiM.7

| valori di TEAC per | compo38ed40s ono in | inea con quell: di B | a
precedent, attestandosi tra gli 0.40 e i 2.0 mM di Trolox. | metodi DPPH e FRAP sono sonstanzialmente in
accodro con o valori ottenuti dal TEAC, considerando comunque la differt@intéca di entrambi | metodi.

I nfatti per confronto, [ v al or io-Todoferdloe¥it@mina E)rsond ' a c i
1.05 e 0.97 rispettivamentéyalori di DPPH sono 1.1 e 0.5, mentre il valore FRAP per le due vitamine e 2.0.
Come #eso il compost®B7 non mostra attivita antiossidante con questi tre metodi (controllo negativo) in
guanto non contiene gruppi OH liberi, essendo protetto come etere. || composto 13 si dimostra essere un
composto con una attivita antiossidante molto bassa tramite studi SAR si puo tentare di interpretare il
risultato.

I val ori BR per tutti [ compost.i sono soprendent
ri portati in precedenza, attest andlbsodpettd & che qiestD 2 1 €
risultati inusuali possano essere dovuti ad una ossidazione dello solfo del g¥ttjpoetle per opera dello
iodato acido che compete con | a’ E®ewianeotesti subbtrati“ s c a
non Ntiometilati la reazione non puo avvenire.

Relazione struttura-attivita

In generale il potere antiossidante si rivela per quelle molecole in cui sono presenti uno o piu gruppi OH liberi
sulla catena fenolic. Wright ha riportato un modello teorico per calcolare éntalpie di dissociazione di
legame (BDE) per quelle molecole appartenenti alla classe dei fenoli per correlarlo poi con la loro attivita di

“scavengers” radicalici. GLIi stessi aut or i di cono
OH (e quindi la BDE) di una molecola polifenolica bisogna prendere in considerazione in maniera additiva
seguent.i el ement i : | el ettronica i | e gami a idrog

0 A BDE .- BDEI) BUO essere semplicemente calcolato dai dati riportati per ciascun polifenolo. Si e
osservato che il numero di gruppi OH non & cosi importante e che risulta strategica la loro posizione rispetto
agl i al tri sostituent. a didantee Dandath rgprtati i tabellaaltalbbbiama t a
cal col at o i val ori Ae |ABalcEH dpoe r3 ,|4Badairi ddor oossibsni d nbyeanczaol
scavenging radicalica daB e 14.

" C.A. Ric€vans, N.J. Miller, G. Paganga, Free Radic Biol. Meh9B) 933956
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TEAC =1.232002
DPFPH=18620.13

Come si vede dalla figura il modello costruité® B si adegua moltdene ai dati sperimentali, giustificando
anche la bassa attivita antiossidante3@irispetto a39.

Voltammetria

Per intepretare il ruol o nel | ' at tlatami oo statinfattistadidi i d a
voltammetria ciclicak ’ i nfatti ben noto che | tioeteri,Opossoa
con altri agenti ossidanff | primi risultati dei test antiossidanti perd sembrano mostrare che il gruppo N
tiometile non sembra essere disposto ad ossidarsi.oSgquindi stati effettuati studi di voltammetria ciclica
partendo dai compost30e31, scel t i come model |l o. Nella prima m
al carbonio C4 mentre nella -batbathacal | Latemopdi e
di questi composti modello di venire ossidate per valutareota httivita antiossidante tramite la misura del
potenziale standard corrispondente. Per avere una migliore interpretazione dei dati abbiamo anche effettuato
la voltammetria ciclica del deriva®4, che aveva mostrato una attivita antibiotica nulla ma eha risultata
antiossidante in maniera modesta nei test BR e TEAC (condizioni acidi e neutre rispettivamente) che puc
essere spiegata, visto il profilo del voltammogramma, cone la formazione di un radical catione intermedio
RS 7

“M.B. Smith, J. March, March's Advance®0Dchglami780 Chemi stry, Wiley | nt



20 +

Current (nA)

. : : - - -
0,0 0.2 04 06 08 1,0 12
Potential (V)

Anche le specig0 e 31 hanno mostrato in MeCN un profilo voltammografico simile nella regione del
potenziale positivo con un grande picco anodico a circa 0.9 V attribuibile alla ossidazione reversibile della
specie originale.. Nel profilo CV sono stati osservati fenamend i ads or bte-arternd rog " Weha&k
maggi or parte dei casi portano all’>accumul o di
comportamento irreversibile. Nel caso dell el ettr
molto piu riproducibile anche se n questo caso erano presenti fenomeni di adsorbimento responsabili per il
pattern asi mmetrico del vol tammogramma e | " appar e
alla catodica (reverse scan). Questo aspettise@ltato particolarmente evidente per il compos3d. In tal caso

infatti, la crescita di una intensa spalla anodica situata a potenziali meno positivi rispetto al picco principale
suggerisce un adsorbimento relativamente forte del prodotto di ossidazawodica sulla superficie di ofd.

Visti | gruppi funzionali della molecola in questione, cid puo succedere molto facilmente. Oltre allo zolfo, sia i
gruppi fenilici che i gruppi carbossilici possor
|l "identificazione della natura esatta del process
loro effetti sulla morfologia della curva di CV, valutando | potenziali standard delle molecole: 0.82, 0.86 e 0.88
V per i compost30, 31 e 34, rispettivamente.

Sulla base di questi risultati, e assumendo di poter direttamente confrontare i potenziali determinati nelle
condizioni della voltammetria ciclica (solventi apolari, aprotici) con quelli misurati in solvente acquoso tutti |
compostiin effetti non dovrebbere realmente mostrare una apprezzabile attivita antiossidante con i test TEAC,
DPPH o FRAP. | potenziali redox delle coppie "ABB$S (TEAC), DPEMPPH, (TPTEE(TPTZYFe**
(FRAP) sono infatti 0.68%/0.28 V>*and 0.77 \*?rispettivamente e poi ABTS DPPH (TPTZF€" possono

essere ridotti termodinamicamente da composti con potenziale di riduzione piu basso. Questo é applicabile a
tutti gli N-t i o mdattami quifsintetizzati ad eccezione dei comp@8i 39 e 40. Quest composti infatti
contangono gruppi fenolici sulla catena laterale e molti composti di natura fenolica hanno potenziali di
ossidazione pill bassi anche reagendo ABDEPHe (TPTZFe".

In conclusione, la bassa attivita antiossidante del compostsskrwata nel precedente lavoro non pud essere

attribuita, sulla base dei potenzi al./i s tsapnhdearred’ rt
| >atomo di zolfo (donatore) e i ' ABTS/(®HAFe" accattari) i p
perché | a forza guida sarebbe | argamente sfavore
complesso tra il B | attame e i reagent.i usat. per

interazione tra | due* part ner s che sarebbe in grado di ren

*°A.J. Bard, L.R. Faulkner, Electrochemical methods: fundamentals and applicktiatsey, 2001, p. 598

K. Schlesier, M. Harwat, V. Bohm, R.Bitsch, Free Rad. REG0OBE 77-187

Mi l ardovic, D. | vekoyv ElectoanslysissR20068¢184718%3, B. S. Grabari d

2K.M. Schaich, Cracking the code on antioxidant testorging your ORAC from your FRAP, Nutraingredients Antioxidant Conference, Brussels,
June 30, 2010, slides 21
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trasferimento di elettroni, i-apmaneéravivdenszi et be
reagenti di Grignard e il benzofenorte.

In linea con questa igesi quindi il compostd4, mostrando il piu forte adsorbimento tra tutti sulla superficie

di oro, per via della stessa energia libera di adsorbimento, la sua ossidazione-sfheee) diventa
significativamente piu facile di quella con spceie liberelnzone (outersphere).

Attivita antibatterica

E’ stata infine valutata |’ attivita antibatterica
pazienti affetti da fibrosi cistica.

| test mostrano che | compos8-40 risultano tra Ipiu attivi con range di MIC da 16 a 128 mg/L; in particulare
il B 40 ha nostrateeuna Mig e una MIG uguali a 64 mg/L.

In questa ultima tabella sono infine riassunti i dati di attivita antiossidante e antibatterica delle molecole
testate. Malgrad | compostil9, 22, 29, 30, e 31 mostrino attivitd contro ceppi db. aureusesistente [10], la
sola presenza dell > atomo di zol f o, come gia disc
potere antiossi dant e.entesuixdmpasids)39, 40 pat viaadei gruppi fenohcy ie cuie  p
| buoni risultati in termini di attivita biologica possono essere un buon punto di partenza per la progettazione
di altre molecole.

1.2.3 Studi di biodegradazione dei beta lattami 17 e 29°*

La precedente discussione sulla resistenza batterica ha mostratoeogne a si a si cur ament |
massicci o e non controll ato di antibiotici, f el
all > agricoltura. | riisncghuii nianmetnetromicnaiu sdait is adlaultle uusnt
dai loro metaboliti sulla superficie terrestre e nel mare sta quindi ricevendo un interesse sempre
crescentess

Studi recenti stanno cominciano ad iedvantibieticiznonar e ¢
biodegradabili porta alla loro persistenza in organismi marini e terreni, dove possono continuare ad
esercitare i loro effetti anche per lunghi perid88i stanno osservando fattori di resistenza non solo in casi
clinici e veterinatira anche i n “compart.i ambientald (e il c
osserva la preseneza di microorganismi resist&ntioltre anche in alcune acque potabili sono state trovati

a volte ceppi batterici resistentr.

Tutti questi aspettidovrebbero spingere allo sviluppo ragionato di nuovi antibiotici e/o loro formulazioni,
assieme alla consapevolezza di l'imitare i/l piu po
di queste molecolé®Pur troppo a t umolécaegegformuke sdno state lincradatte nelle

ultime decad..

Nei precedent. i paragr afi € stata descrittaNI| a si
tiometilati: in particolare il compost@9, il (2R)-1-(metiltio)-4-ossoazetidir-il acetatoe e il17, (2R3R)-3-
((1R)-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyil-(methylthio)}4-oxoazetidin2-yl acetate hanno mostrato

attivita promettenti su ceppi resitenti di MRSA e MSSA. Inoltre il compbstd stato testato su ceppi

batterici da pazienti fietti da fibrosi cistica. Si & quindi deciso di valutare una valutazione sulla persistenza

di questi due nuovi potenziali antibiotici contro ceppi batterici resistenti su acque e terreni a diversi pH, con

| " obiettivo di i nqua dmirdi biaelegliadabilih.olrogmonind di bioeleytadazionen t €
di questi due monobattami & stato poi paragonato a quello della amoxicillina triidrato, un antibiotico a
largo spettro a base di penicillina usato in maniera massiccia in ambito umano e veterimatioida anni ' 70

53 a) T. Holm, J. Am. Chem. 3d&,1993, 916-918; b)T. Holm, Acta Chem. Scand. Ser. B1998, 685689; (c) T. Lwh D. Ohlrich, P. Borling, Acta
Chem. Scand. 53999, 932-937

* D. Giacomini,, S. Blasioli, C. Fellet, A. Garelli, M. Pori, |. Btagtlei,r si st ence an di-ladtamgantienidraldl agents indhke soih e w
wat er ssybsitted Chemosphere2013

**\Witte, W.,Science1998, 279, 996997

% Bergheim, M., Helland, T., Kallenborn R., Kummere€hemosphere2010, 81, 14771485

" séveno, N.A., Kallifidas, D., Smalla, K., \&as[E).D., Collard, J.M., Karagouni, A.D., Welling®n, MedMicrobiol, 2002,13, 1527

*®pandey, S., Musarrat, J.,EnvironBiol, 1993, 14, 267274

* Brastii, I., Gatti, G., Paul, G., Gas€.E., Cossi, M., Marchedsngmuir2010,26(12): 95248532
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La prima anali si di bi odegradazione €& stat
mantenuti in soluzione tampone a pH differ
conversione nel tempo (Grafici sottostanti e €da 3).
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Idrolisi di 29 e 17 in soluzione acquosa a differenti pH di diversi tamponi (20 mM citrato a pH 3 e 5; 20 mM fosfato &)p&l téreperatura

ambient e. L'idrolisi del | a

Amoxicillina(Amox) &

ri sportata

per

Come cBi aspettava, la degradazione idrolitica a tutti i pH segue una cinetica di ordine pseudo primo come
dimostrano i coefficienti di correlazione sempre0.9263. La velocita di degradazione2diin acqua in

funzione del
basico e poco
risulta pit lenta a pH 5 e 7 ;tdi 25.7 e 33.6 giorni).
Ad eccezione della cineticae r vat a a

pH

s e mb r>& > 8, che @ppare catalikzhta sopradtutte ie ambiénte> 7
i nf |l uen z1¥é moltadvaloceaupkl B ¢ D(rispettivachente) mentré d r o

p K9 &3in gereralé pitr velbce sspettodd. La

differenza tra le due strutture & unicamente legata alla presenza del grupB$©Ghe portal7 ad essere
piu idrofobo almeno di 4 volte come stimato dal valore di CloglGkogl, di 3.8789 e 0.9845,

rispettivamente).

In acqua per gli stessi pH segue questo ordine: 5> 7 > 9 > 3 con | relatfidé.1, 19.7, 14.4, and 6.2 d. |

risultati sottolineano

39

che si a | e condi zi

DHIi

ac

confr



cammi no di

degradazi one

acido

degradazione sia piu veloce a pH basico. (g-g=t1.2 d pH 9 e a 30%ghe acidi (f, = 4.7 d at pH 3 and

30°C, Chada et al., 2003), per &
apertura

al |’

del | a

natur a
d & dap @ssetvati dadnei sohaomolio aliveesi a©atisa delle diverse condizioni

del |’

anel

l o B

adottate (buffers and temperature adopted, the use of sodium azide togmesthe solutions sterility),
anche se il tren generale si idrolisi € comunque in accordo con le idrolisi alcaline e acide riportate da altre
studi.Inoltre la GlaxoSmithKline (SDS numero 2211118006, versione 13) ha dimostrato come la
amoxicillina tridrato sia chimicamente instabile in acqua a pH neutro, g¢g@tpH neutro nel range dei 50

113 giorni, in buon accordo con il nostro valore di 46.1 giorni.
mo s tamaxicillioao siaunmoiipupal persstande @ a tutti i pH a

Questo

studi o

eccezione di 3, dove la sua stabilitg,(t 6.2 d) & addirittura un ordine di grandezza inferior@®(ty, =
49.5 d). Tuttavia nelle acque e nei terreni risulta inusuale la presenza di un pH cosi acido ma altresi risulta
comune un pH 5 dov@9d sidgdr ada

mol t o

piu
r 17 a tutti itpl a&d eceexzione debpH pauttio. st abi | e

|l "amoxicillina &
Tabella 3

pH Kobs (d‘l) t12 (d) R?

29
3 0.0140 (0.024) 49.5 (0.1) 0.984 (0.008)
5 0.0506 0.000) 13.7 (0.06) 0.9820 (0.003)
7 0.0845 (0.031) 8.8 (1.2) 0.9820 (0.012)
9 0.7982 (0.000) 0.87 (0.01) 0.9986 (0.001)

17
3 0.4567 (0.0143) 1.6 (0.5) 0.9720 (0.0267)
5 0.0270 (0.0017) 25.7 (1.5) 0.9819 (0.0239)
7 0.0207 (0.0016) 33.6 (2.5) 0.9580 (00321)
9 0.2950 (0.0076) 2.4 (0.1) 0.9518 (0.0323)

Amoxicillin

3 0.1106 (0.0094) 6.2 (0.5) 0.9757 (0.0091)
5 0.0151 (0.0018) 46.1 (5.4) 0.9700 (0.0222)
7 0.0353 (0.0023) 19.7 (1.3) 0.9403 (0.0332)
9 0.0481 (0.0028) 14.4 (0.9) 0.9263 (0.0650)

Parameti cinetici (k,s = costante di degradazione di ordine 1; £ tempo di dimezzamento) pee e171 ’

9.

idrolisi

vel ocement e

n

del

solwyuzioni

| prodotti di idrolisi di29 e 17 non sono stati isolati ma ipotizzati sulla base degli spettri di madsetre
non essendo definito il loro coefficiente di estinzione molare non & possibile risalire ad un valore di
concentrazione delle soluzioni. Nonostante tutto la cinetica di degradazione é stata monitorata dalle aree
d el | ardd® UaformaPiane delgsuognodotto diridrolisiva pH 3 € stato molto
lento e non ha portato alla formazione di sottoprodotti in quantita ragionevale. i dr ol i s

dei picchi

generato invece 4 sottoprodotti chiamat9-1, 29-2, 29-3, e 29-4,

g u e s presantetancheose in

di

a

e®elinaysneraleosi adcetla the B mo x i

| at

piccola scala anche a pH 5 e 7. La struttura proposta in base agli spettri di massa ottenuti & la seguente:
acido 3acetossi3-((metiltio)ammino)propanoico pe29-1, acido 3idrossi3-(( metiltio)ammino)propanoico
per 29-2, acido 3acdssi3-ammino propanoico per9-3, e acido aammino-3-idrossipropanoico pee9-4.

In accordo con il pattern di biodegradazione proposto, il primo step idroliti@dionsi st e
p9d)t degquome poi due potenziali cammini. Il poiprevede la perdita di metiltiolat29-3)
"aci degd4ackti secandarpgrevede

del B
e del |

metiltiolato (29-4). Entrambi i pattern portano ad un unico substrato.

Sfortunat ametnen!| ppopdtal asiqudintita
del | a 17f1posseraain ia pH3e chalcensistepnella pedditatdel gruppo TBS,

| "eccezione

®Hou, J.P., Poole, I1, Pharm. S¢i1971, 60, 4, 503632
®1Chada, R., Kashid, N., Jain, D,\dSPharm. Pharmacpl2003, 55, 14951503
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particolarmente sensibile a pH acfdiA c aus a d e |vitd del? ie cordiziani atcadire tndnisi pud
escludere | a formazione di prodotti di degradazic
anche in questo caso ipotizzare che entri in azio
Fino ad ora nessuno derodotti di idrolisi/degradazione derivanti d2 o 17 é stato testato dal punto di

vista della tossicita nei terreni e/o nelle acque.

e
CH3S CH3COO

O SMe
29 29-1 29-3 29-4

MW = 175 MW = 193 MW = 147 /< MW = 105
CH3CO(>\
CH3S
HN_

O oOH SMe
29-2
MW = 151
oTBS OH
.o yo I o
;N _ /I/:N
o’ sme PH=3 ¢ SMe
17 17-1
MW = 333 MW =219

Biodegradazione in terreno
In seguito alle analisi idrolitiche 2 e 17, sono segiti degli studi di comportamento in terreno.

Tabella 4
Texture Water content
Soil B c(ac;? , (%) TOC’ (% soil DW)
N Wilting Field

1 : (g kg)
H,O Cad ) Sand Silt Clay point capagity
s1 8.16 787 546 37 32 31 7.66 2.3(0.2) 28.0(20)

(5.9) (0.69)
s2 502 418 nd. 40 44 16 218 15(0.2) 36.6(3.4)
(1.06)

Riassunto delle proprieta fisiechimiche dei suoli analizzati
*TOC: total organic carbon
*DW: Dry weight

In tabella 4 sono riassunte le caratteristiche chimiche e fisiche deiriestezionati per questo studi&l e

un terreno calcareo sabbioso e argilloso caratterizzato come ci si aspetta da pH alcalino per via del
contenuto di 54.6 g kfjdi carbonato. S2 unterreno argilloso, caratterizzato da un pH acido, tipico dei
terreni boscosi. Il contenuto di Cagi@ S2 non é stato misurato poiché a pH piu basso di 7, si considera di
quantita minima. Il quantitativo totale di carbonio organico (TOC) & molto alto (21.8)gpkeg S2, ma

molto pit basso (7.66 g Kpin S1. Anche se nsono normalmente presenti antibiotici nei terreni boscosi,

S2 é comunque stato scelto per le sue importanti caratteristiche di avere un basso pH e un alto contenuto

di carbonio organico.

Zwut s, P.G. M., Greene, T.W. Greene’ s Poo070Mlerintersdenee Hebolen, Nev Jersey p@geyl@th i ¢ Sy
206.
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Il comportamento d29 e 17 é stato studiato nei due terreni in @udifferenti status di acqua (tabella 5):
“wilting point” (minima quantita di umi dita che
(costante idrogeologica di ciascun terreno che ne definisce il contenuto di umidita). Il wilting point é
de<rittivo dei terreni ai piu alti valori di potenziale redox causate da una ossigenazione massimale e aridita
severa per |l e piante (contenuto di acqua del 2. 39
field capacity duandétad dcqua oheapogsana riteheee | tgrreia @ guindi disponibili per

le (contenuto di acqua del 28.0% e del 36.6% DW per S1 eS2 rispettivamente).

La degradazione degli antibiotici in entrambe le situazioni di contenuto di acqua é stata seguitaeméi ter
dopo | a riduzione della attivita microbiologica
processo di degradazione; € quindi riportata la persistenza degli antibiotici nei terreni S1 e S2, entrambi
non trattati o autoclavati, al Witing point e al field capacity € riportato. Le cinetiche di degradazione nei
terreni sono state interpretate, se possibile, usando una legge del primo or@diee k,s and t,,, Table 2).

Per quelle cinetiche che non hanno seguito il primo ordine, kerdenazione del #, & stata fatta con
interpolazione visuale dei dati sperimentali.

Wilting point

Le cinetiche di degradazione 28 nei terreni non trattati S1 e S2 mantenuti al wilting point hanno seguito

una cinetica del primo ordine con up,tdi 35.0 e 70.7, rispettivamente, come mostrato dai coefficienti di
correlazione accettabili (R 0.8616). Nei terreni autoclavati, la persistenzagliera piu alta di quelli non

trattati, aspetto imputato alla forte riduzione del contributo microbico cheopcausare la completa
degradazione, con;t leggermente piu alti per S1 che per S2 (151.0 e 125.0 d, rispettivamente).
Diversamente dalla veloce degradazion@@lin condizioni alcaline, {t 0.87 d at pH 9, Table 1), il terreno
calcareo autoclavato SilpH 8.16 € stato in grado di degradagemeno rapidamente di quello che é stato
osservato nei terreni boscosi acidi autoclavati S2 a pH 5.02. Molto probabilmente, il terreno acido contiene
componenti specifici in grado di catalizzare la degradazioro.dh\ questo riguardo, € interessante notare

che il terreno S2 é caratterizzato da un maggior contenuto di argilla e carbonio organico totale (TOC),
almeno doppio se paragonato a S1: forse questi conponenti sono hanno favorito di piu la degradazione di
29 rispetto alla catalisi alcalina effettuata dal terreno S1.

La degradazione di7 nei terreni non trattati al wilting point non ha seguito la cinetica di primo ordine e il
suoty, e stato dedotto dalla sua curva di degradazione. La degradazione e stitaveloce {1, = 1.7 e

2.5 d per S1 e S2, rispettivamente), con una persistenza leggermente piu bassa in S1 che in S2, come gia
osservato per9. Come previsto, la degradazioneidiin terreni autoclavati & stata molto piu lenta e ha
seguito una cinetia del primo ordine (%Q 0.9236) con urty, di 32.2 d nel terreno S1 e 21.7 d in S2; si
conferma quindi la piu alta attivita di degradaz
terreno basico S2. In generale, in entrambi i terreni #ing point, 17 e risultato piu degradabile @o.

Per quanto riguarda la degradazione della amoxicillina, non e stata osservata alcuna diminuzione della sua
concentrazione nelle tre settimane di mo neictool raa gpg i
lattamica piu persistente tra quelle testate al wilting point.

Field Capacity

La persistenza @9 alla field capacity € risultata molto bassa in entrambi | terreni non trattagi£ 0.80 e

1.51 d per S1 e S2, rispettivamente) e autoclavati Sme nt r e, n e 129 é stato piwperdsistentat o S
(ty2 of 38.99 d). Cid dimostra un importante contributo al processo degradativo solo per il terreno acido S2,
dovuto alla componente microbiologica a questa water capacity. Al contratio, la bassatenza d29 nei

terreni autoclavati calcarei S1 pud essere associata alla catalisi basica dello stesso terreno. In paragone al
wilting point, | terreni alla field capacity sono risultati piu attivi nel degra@@rindicando che il contenuto
acquoso @l terreno sembra influenzare notevolmente la degradazione di questo beta lajtaime
contributo biotico alla degradazione complessiva appare invece meno importante ad eccezione del terreno
acido.

La degradazione di7 alla field capacity & stata moltoeloce in entrambi | suoli calcarei S1 (trattati e
autoclavati, conty, = 0.13 e 0.79 d, rispettivamente) e suoli boscosi S2 (trattati e autoclaeetit, =

1.77 e 3.44 d, rispettivamente). Paragonando questi risultati con quelli ottenuti al wiltimg, @ chiaro

che il contributo abiotico alla degradazione complessiva sia piu rilevante a terreni con contenuto di acqua
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maggiore. Alla field capacity, il contributo biotico e abiotico alla degradazione complessiva € risultato
simile.

La persistenza diel amoxicillina nei terreni non trattati e autoclavati alla field capacity € risultata molto
bassa corty; nel range 0.43.74 d. Sfortunatamente, in letteratura non sono presenti dati relativi alla
persistenza e/o degradazione della amoxicillina neieteir

| due prodotto di degradazione 28 nel suolo calcareo S1 al wilting point sono stati osservati e identificati

come29-Ae29Ci n base ai tempi di ritenzione all’®HPLC,
trovato in nei suoli alcalini, Bema 2). La formazione di questi prodotti pud essere sicuramente associata al

pH alcalino del suol o S1, essendo | oro presenti
subita la formazione di9-B e 29-C nel primo giorno, mentre al secondjiorno si € osservata la presenza di
29-Cal |l " UV. Sono inoltre stati tr ov a%E(Am,P4Be9M)E29-6t Opr O
(Amax 287 nm) non identificabili nemmeno tramite il loro pattern di massa nei terreni non trattati S1 al
punt o di wilting; S i i potizza una degradazione di

alcun prodotto corrispondente &9; anche in questo caso si ipotizzano degradazioni di origine
microbiologica.

Nel suolo acido S2, non sono stati t@tivprodotti di degradazione UMsibili legati a29 ne al punto di

wilting né al field capacity. Nonostante tutto, osservando il trend di degradazione del prafhtéochiaro

come sia molto importante il meccanismo biotico di degradazione, mentre I@aoenti abiotiche sono di

una certa i mportanza solo al “field capacity”. S
due sottoprodotti:29-7 (Amax 277 NM) €29-8 (Amax 283 NM), la cui struttura non é stata identificata. La loro
assenzanei suoli non trattati puo essere indicativa di: i) alta degradabilita in presenza di microorganismi
e/o 2) cammini di degradazione alternativi di natura abiotica.

Per quanto riguarda la degradazionel@inei suoli calcarei, nonostante la sua scarsaipsza, {1, 0.13

1.77 d), non sono stati trovati sottoprodotti vis
abiotiche e biotiche molto veloci. Nel suolo boscoso acldel e stato trovato da subito assieme a due

nuovi sottoprodotti 17-5 (Amax 275 nm)e 17-6 (Amax 215 Nm). Tutti e 3 | prodotti sono stati trovati anche nei

suoli autoclavati e quindi la loro formazione pud essere tranquillamente associata a processi del terreno dal
punto di vista abioticoAs the presence of all threeyproducts was observed also in the autoclaved soil,

their formation can be safely ascribed to abiotic processes active in this soil.

Tabella 5
29
Wilting point Field capacity
Soil sample ke (0) T () R? Kesa (2) Ly (d) R*
Untreated 51 0.0201 (0.0035) 35.0(6.2) 0.9779 0.8653 (0.0067) 0.80(0.01) 0.9841
Autoclaved 51 0.0046 (0.0003) 151.0(9.3) 0.9487 - 20.52 (0.22)*
Untreated 52 0.0100 (0.0015) 70.7 (14.0) 05772 0.4582 (0.00B7) 151 {0.03) 0.9152
Autoclaved 52 0.0055 (0.0021) 125.0 (4.8) 0.8616 0.0178 (0.0016) 38.99 (3.55) 0.9%08
17
17+ - 5.4610 (0.4053) 0.13 (0.09) 0.9352
Untreated 51
0.0215 (0.0021) 32.2 (5.0 0.2236 0.872 (0.0082) 0.79(0.01)  0.9428
Autoclaved 51
25+ - 0.3927 (0.0062) 177 (0.03) 0.9682
Untreated 52
0.03195 (0.0022) 21715 0.9547 0.2050 (0.014) 3.40(0.24) 0.9820
Autoclaved 52
Amoxicillin
n.a. n.a. n.a. 1.6046 (0.1485) 0.43(0.04) 00951
Untreated §1
n.a. n.a. n.a. 0.4101 (0.0953) 174 (0.40)  0.9924
Autoclaved 51
n.a. na. n.a. 1.2184 (0.0045) 0.57 (0.00)  0.9906
Untreated 52
n.a. n.a. n.a. 1.4229 (0.0262) 0.49 (0.01)  0.9923
Autoclaved 52
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calcareous soil

S1 (pH 8.16)
P11 + P1-2 + P1-3 + P15 + P1-6

(abiotic tranformations) (biotic transformations)
P1

acidic soil
S2 (pH 5.02)

P17 + P1-8 + no UV visible byproducts
(abiotic tranformations) (biotic transformations)

calcareous soil

S1 (pH 8.16
no UV visible byproducts/rapid degradation

(biotic transformations)
P2
acidic soil
S2(pH5.02)  p21 + P25 + P26
(abiotic and biotic transformations)

Patway di degradazione nei suoli



1.3 L’anello B lattamico nelle molecole biologicamente attive: Inibitore enzimatico

e altre attivita

L"anell o B lattamico soprattutto di specie monoci
anni, se opportunamente derivatizzato si € dimmostt o essere un farmacoforo i
biologica verso target diversi e assumere proprieta e funzionalita completamente nuove.

-CL. -NHC=0L_N - ( l -
=CHR ¢ : V| =cHCOOR

4

>l/ ‘\\\ N m

) O
C \\/ N -H.-aryl.-R
I n particolare sono stati sintetizzatd.i di seBno s i B
proteasi( | * el ast asi | eucocitica umana ( HL E-ghimotiipsSirmet i g e |

y-amminoacidi transferasigui si sommano, altre strutture da utilizzare per la terapia della tubercolosi, del
cancro e anche come antiiafnmatori.

Sono uscite diverse review che riassumono le innumerevoli attivita biologiche di queste molecole ed e
spesso difficile elencarle in maniera razionale. Una recente réView
riassume | "attivita biologicauradi gu
associata alla struttura <c¢chimica;
lattamiche piu significative. Tra le strutture piu famose ci sono di sicuro i

OMe

Cl

N derivati alogenati, tra cui i 3 e i 4 cloro monobattami.-¢l&o vengono
2 -\7‘:“/\\. facilmente ottenuti tramite eazione di Stauding&re costruiscono una
"2 H numerosa famiglia di derivati antibatterici, antifungali e antifilarici. Molto
o] attivi come antibatterici sono risultati gN-idrazino derivatf®in cui risulta
i mportante per | * att i v ietiroh attradore.pl 4 elsre manabattanifvengano g r u p

normalmente ottenuti tramite degradazione della penicilline,

Ph
Cbz § .OPh Cbz § 0 Cbz ]\W&{ . SO:Ph
H H
o j;‘\'y 0 NH O 0 ]:\\TH
0 0 o}

con | " apertura dell  anello biciclico e sostituzioa
classe derivante da peniailé e/o cefalosporine & quella dei 3 ammino deriVAQuesti derivati sono

risultati quasi tutti essere degli antiproteasidie prime due molecole qui rappresentate inibiscono la
Catepsina K, una cisteifoooteiasi, trovata essere sovraespressa soprattutt n e g | i osteocl a:
mol ecola risulta invece @retgagr, e | ianiphkiptariin@ae di 3ume’ a

rappresentano strutture in cui sul C3 o sul C4 é presente un doppio legame. La classe dei 4 alchilideni é stata

% p_ Galletti* and D. GiacomirGurrent Medicinal Chemistr3011, 18,42654283

64 StaudingerH. Zur Kenntniss der Ketene. Diphenylketarstus Liebigs Ann. Che907, 356, 53123

 Mishra, S. K.; Mishra, P.u@a, C.P.; Kannojia, P.; Garud, N.; Tomatd.\Pharm. Re010, 3(4), 906905

®Ceri, H.; indler-Kulyk, M.; Kovaevi , M.; Peri, M.; ivkovi, ABioorg. Med. Chen2010, 18,3053-3058

67a) Setti, E.L.; Davis, D.; Chung, T.; Mc CarteBido®. Med. Chem. Lett2003, 13, 2051-2053; b) Setti, E.L.; Davis, D.; Janc, J.W.; Jeffery, D.A;;
Cheung, H.; Yu, W. 3Bioorg. MedChem. Lett 2005, 15, 1529-1534; c) Zhou, N.E.; Guo, D.; Thomas, G.; Reddy, A.V.N.; Kaleta, J.; Purisima, E.;
Menard, R.; Micetich, R.G.; SinghBoprg. Med. Chem. Let2003, 13,139-141.



studiata molto dal mio gruppo di ricerca, osservando una moltitudine di attivita biologichetaQtlasse di
molecole viene facilmente sintetizzata tramite un protocollo messo a punto dal gruppo di ricerca in cui ho
svolto la mia tesi di dottorato, come ho gio affermato in precedenza.

o)
oTBs COOEt HO
M 1
HO /' . 2 C0,Et
) OH NH
o

MRSA A931 MIC: 8 MetalloMatrix
MSSA A625 MIC: 4 Protease2 Proteas®
IC5070 UM Ig(:) 50 uM

OH O
HO OTBS CO,Et
o) /[
/' " OBn
“—T17 TCO,Et
NH

OBn
o
Antioxidant Activity OBN
Rac: 0.23M TEAC: 1.76 nM _
15% ROS inhibition at i Human Leucocite EStase
on mioblast H9c2 cells IC,,0.-5uM
Oltre all ' at t iativitdt antiosaigante thée abbianmoagia eesclittb in precedenza queste

molecole sono risultate attive come inibitori enzimatici. Sono risultatii inibitori di metallo proteasi di matrice,
proteine cherisultano coinvolte in numerosi processi di rimodellan@tissutale associati alla crescita ed
all o sviluppo e in varie patologie; in particol a
provocando un rallentamento oppure un blocco della riparazione dei tessuti lesionati. Ma i 4 alchilideni, se
N-acilati, sono risultati attivi sulla Elastasi Leucocitaria Umana (HLE), un insieme di serino proteasi espresse
da leucociti polimorfici, in particolare neutrofili, che a livello intracellulare agiscono uccidendo i patogeni e a
livello extracellulare stomportano invece da mediatori della coagulazione e riparazione delle ferite.

OH OH
OCH; OCH;
N OCH;3; N OCH;
o} (o]
OCH; OCH;
30 OCH; 81 OCH;
Un’ altra classe mol to i mpNArltCéAritneonoBattesni® Tra irpia fareosivie q u
sono questi derivati, r i <icella caescita dipcelluleé di candroaal seaona e

concentrazione nanomolare. La prima molecola é in grado di bloccare queste cellule nella fase G2/M e
inibire la polimerizzazione della tubulina con grande efficacia, simile a quella della Combretastatina

8 Carr, M.; Greene, L.M.; Knox, A.J.S.; Lloyd, D.G.; Zisterer, D.M.; MeegabiMll Med. Chen2010, 45, 57525766



B lattami come inibitori di HDAC®®

L’unicita farmacoforica dell” anell o B |l attamico
enzimatico diHistone Deacetylases (HDAES}Ii enzimi HDACs (istoni deacetilasi), insieme con i rispettivi
antagonisttHA T s (i stone acetiltransferasi), ri coprono
acetilato/deacetilato degli istoni, unita proteiche presenti nella cromatina delle cellule eucariote. Gli istoni
sono responsabili della regolazione di importainte n 0 me n i come | ' espressione
della cromatina; lo stato acetilato di tali residui provoca un rilassamento della cromatina, aumentando

| "accessibilita dei fatt or i"mentre, la deacetitazidnealermima&unv er s
impaccamento della cromatina ed una conseguente repressioascrizional€? Sono stati scoperti 18

diversi istondeacet i | asi nell’ uomo, raggruppabildi i n gt
attraverso un meccanismo zindipendente: la | classe (HDAGZ2, -3 and-8), la Il classe (HDAGCS, -6, -7,

9,-10) e la IV classe (HDAC11); la lll classe, invece, adoperadwieDcofattore. La | e la IV classe di HDACs

sono espressi ubiquitariamente in particolar modo nel nucleo e son@lati a processi di trascrizione o-co
repressione della proliferazione e sopravvivenza delle céeffule.

Ad oggi sono state riconosciute agli inibitori HDAC importanti proprieta come agenti capaci di modificare la
trascrizione genetica, di inibirelapp | i f er azi one e di i ndurre direttam
anti-angiogenici, molti inibitori HDAC, infatti, sono in grado di diminuire o bloccare la formazione di geni
angiogenici, antinvasivi ed immunomodulatori sia ¥itro che invivo.”* Da diverse ricerche & emerso che gli
inibitori di HDAC sembrano influire su diversi tipi di tumori sia solidi che ematici, fra cui il neuroblastoma,
melanoma, leucemie, cancro della mammella, della prostata, dei polmoni, delle ovaie e del colos, Inoltr
sono in grado di interferire con la differenziazione di cellule endoteliali progentrici.

La determinazione delle interazioni tra gli i ni bi
modello farmacoforico di un inibitore HDAC pdendo come riferimento la TSiipitore di HDACs 1, 3, 4, 6

e 10 corvaori dilc50 attorno a0 nM) G i i ni bitori HDAC sono tipicam
che interagisce con i resi dui a mmdian a nadindingg micu pt e s
(ZBG) fondamental e per l a coordinazione dell ™ atol
spaziatore di opportuna lunghezza capace di posizionare lo ZBG in un canale idrofobico ed il cap nella giusta
posizione.

Linker

Cap group Metal-binding-group

0 0
_OH

XN N
H

MezN
Tricostatina A (TSA)

Il mio gruppo di ricerca si & occupato recentemente della sintesi di derivati monobattamici mimanti la

struttura del SAHA (o Vorinostat) dei gual i S i e
L'’ obvettera quelllol odiB slfatuttaanairceo Icoamee ZBG, vVviste | ¢
in particolare si € osservato che | a selettivita
dall a natura del sostituente sull”azoto B | attami

¢ vatrici, Progettazione e sintesi di nuovi intermedi azetidindfAiES| DI DOTTORAZ@DY.
s, Oha and L. JungZ. Naturforsch., B: J. Chefiti. 2007, 62b, 14591464
"'shahbagzian, M. D. and Grunstein, Ahnu. Rev. Biocher2007, 76, 75100
& a)Ruthenburg, A. J., Li, H., Patel, D. J. And Allis, C. D. Ratyrdol. Cell Bi®2008, 8,983-994,b) V.G. Allfrey, R. Faulkner, ANBrsky Pra.
Natl. Acad. Sci.US2964, 51, 786794.
3|, Gregoretti, ¥M. Lee and H. V. Goodsah,Mol. Biol.2004, 338, 17
74 a) J. Arts, P. Angibaud, A. Marien, W. Floren, B. Jan®®eKig, J. Van Dun, L. Janssen, T. Geerts, R. W. Tuman, D. h, loAmbies, M. Jung,
M. Janico and K. Van Emel@r. J. Cancer007, 97, 1344; b)Haggarty, S. J., Koeller, K. M., Wong, J. C., Grozinger, C. M., and SchreibeocS. L.
Natl. Acad. Sci. U003, 100, 43894394
Qian, D. Zet al. Clin. CancereR.2006, 12, 634642.
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HDAC8 >1000 M HDACS8 >64 TM
HDAC6 30.9 TM HDAC6 >1000 M
| risultati ot enut i sull "interazione selettiva <con gues

monobattamiche in grado di avere effetto sul processo di differenziamento cellulare, aspetto strettamente
connesso alla stessa attivita delle HDAC.

Il differenziamentoindica la maturazione di una cellula o di un tessuto da una forma primitiva o
indifferenziata a una forma matura o differenziata, con funzioni specializzate; € un processo che le cellule di
un organismo pluricellulare complesso subiscono per ripartirsimipith. Le molecole note per avere un

effetto diretto e importante sul differenziamento cellulare sono i retinoidplecole che regolano processi
chiave <correlati alla vita modul ando | " espressic
differenziazione e apoptosi cellulare mediante meccanismi ancora oggi in gran parte scoribstaugjuesti

derivati sono anche cofattori fondamentali del meccanismo della visione, oltre che coinvolti nella

N N
\n/\/\/\n/ OH
(1 !
Vorinostat (SAHA)

regolazione e ripazione delle cellule epiteliali del derma.

Dal punto di vista strutturale i retinoidi sono tutte quelle molecole riconducibili alla vitamina A (acido
retinoico, retinale e retinolo) e al suo scheletro. Sono tutte molecole altamente lipofile e idrofdlze da
struttura polienica coniugata caratterizzate da
chimico e farmaceutico sono note 3 generazioni di retinoidi.

MCOOH N AN _CHO NN
| H

Acido Retinoico Retinale Retinolo

La prima e la seconda generazione sono molecalkonabili a legare i recettori nucleari retinoici, mentre la
terza generazione risulta essere pil specifica verso alcune classi di recettori. La seconda e la terza
generazione € rappresentata da retinoidi di sintesi sviluppati soprattutto in relazionebéemi della pelle,

da semplici irritazioni al cancr o, all i nvecchiam
I retinoide piu importante e sicuramente | acid
dall " eterodimerizzazione dei R AaRigli§@ & dattori didrascriziohe i d |

ligandodipendenti, e dai RXR (Retinoid X Receptdrs).

Inoltre, i retinoidi in generale sono noti per attivare/inibire la cascata MARKogen-activated protein

kinases) meccani smo coi nvol taoce delle proliferazioneecsllular. Indleel dicani ¢ r e
derivati retinoici sintetici sono anche in gradi di esercitarte effetti di differenziazione piuttosto che fenomeni

7 a)Farooqui A.A., Antony P., Hong W.Y., Horrocks L.A., Freysz L. Brain Res Brain Res &;\1,780095;b) Tsai F.M., Shyu R.Y., Lin S.C., Wu
C.C., Jiang S.Y., BMC Cell Biol, 20a%;16) Ueki S., Mahemuti G., OyamatlaKato H., Kihara J., Tanabe M., Ito W., Chiba T., Takeda M.,
KayabeH., Chihara J.J Immunol 20081,76897698.

"Mangelsdorf D.J., Evans R.M., Cell, 189841850



di apoptosi, bloccando lo sviluppo di tumori in linee cellulari canceftBeoprio per qusto alcuni retinoici
sono usati anche gia adesso come potenziali chemioterapici nel trattamento di numerosi classi di cancro
(neuroblastoma, cancro al seno, ai polmoni, rabdomiosarcoma e molti‘ltri).

2.3.1 Sintesi e attivita di un nuovo ibrido B lattame-retinoide

Vista | i mportanza dei deri vati retinoici nei me c
capacita dell’”anello B lattamico di i nteragire
fenomeno, é stata progettata eens sa a punto una si nt-lettame valutandu n i b
successivamente la gli effetti di differenziazione su linee cellulari tumorali di neuroblastoi8aySEY . E’

primo luogo importante ricordare che il solo acido retinoico, su questeleatieurali, porta alla formazione
di collegamenti di natura pseudoassonica tra le varie ceffule.

H |
= N X X
NH O
o

Lo scheletro di questa molecola € quello dei 4 alchilideni che come si € visto in precedenza hanno mostrato
interessanti #ivita biologica sia come antibiotic che come inibitori enzimatici. La strategia utdipzatla
sintesi, come si osserva nel seguente schema retr
carbossilico del 4 alchilidene B | attame e | > ammi

H |
= 'NM;Q 77 COOH  HyN Ay N |
NH O : NH +
0 0

amidation
U 0

NN
Tl |

Sintesi del B |l attame
| 4 alchilidenR azetidinoni vengono sintetizzati tramite protocollo noto e sviluppato nel nostro laboratorio a
partire dai 4acetossi azetidinoni commerciali e diazoesteri in presenza di un acido di Lewis.

78a)Meister B., Fink F.M., Hittmair A., Marth C., Widschwendter M., AnticdResy 199818, 1777%1786; b)Maurer B. J., Metelitsa L.S., Seeger R.C.,
Cabott M.C., Reynolds C.P., J Natl Cancer Inst, 99991381146

79a)Sabichi A.L., Modiano M.R., Lee J.J., Peng Y.M., Xu M.J., Villar H., Clin CanceraRd9@@85; b)Garaventa A., Luksch R., Lo Piccolo M.S.,
Cavadini E., Montaldo P.G., Pizzitola M.R., Clin Cancer Re® 200322039, c)Lotan R., J Natl Cancer Inst, 1988,1655-1657; d) Hansen L.A.,
Sigman C.C., Andreola F., Ross S.A., Kelloff GLu¢®E.M., Carcinogenes2€00,7, 12711279

87T sakuma, K. Uzawa, T. Onda, M. Shiiba, H. Yokoe, T. Shibahara, H. Tanzawa, Aberrant expression of histone deacatydgearons cell
carcinoma, Int. J. Oncol. 29 (2006) 4174
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Il 4-alchilideneviene ottenuto con una resa del 43% in un rapporto diastereomeltdi 41/59 utilizzando

benzildiazoacetato e TiCt ome aci do di Lewi s. Per l a sintesi
conformazionez, il qual e si separa facil mente tramite f1
Palladio su Carbone in una miscela 1:1-fté-t a n ol o o tattaene 4 aictilmené dcidofcarbossilico

(48) . E’ i nteressante notare come questa procedur a
legame.

Sintesi del retinoide

L’ammina retinoica viene ottenut a f aubstrdtonrceetoniao i n
commercialmente disponibile. Il primo steprrisponde alla addizione di Litioacetonitrile in THF& e alla
sintesi deldd.’” aSic oelf fteetrtzuiaa rpi ooi l a disidrat atolieone d«

solfonicoin quantita catalitica, ottenendo una miscela cis/trans del nitrile insaturo.

OH
_LICH,CN _ | X _TSOH (10%)
THF, -78°C CN Toluene A
49

50E/50Z

LiAIH,
THF, -78°C — 0°C

H |
z N\/Y\:Q N N N
NH O | NH,
o 52E

EDCI, DMAP 51E/51Z
DCM, 0°C — 1t

+

H
A N~
/~COOH
NH O \
o NH
X o
48
527

La reazione di disidratazione é risultato essere il passaggio piu delicato, strettamente legato alla quantita di
acido paratoluensolfonico ilizzato. Quantita maggiori di acido possono portare alla formazione di isomeri

e/ o a decomposi zi one delHEZdelndriedoos i ckin ep gprotiemnrz &otlta n
con LiAllz | " ammi na r e tHZ nosiiotteauta iviene ulidzatac nell saccessivo processo di
coupling senza la separazione dei due diastereoisomeri.

I processo di c4s8ep Il i’ ra@awiem avolio facilfienté ia DGMautiliezando EDCI

come attivatore e DMAP in quantita stechiometrica comeebds miscel& Zd e i due 5Bvieneat t ami
poi facilmente separata tramite flash cromatografia e le configurazioni assegnati tramite analisi NOE1D.
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Test di proliferazione
| test biologici sono stati effettuati sulla molecd82E e sul seguenteN-tiome t i | B MPLL7a fgi a me
precedentemente sintetizzata dal mio gruppo di ricerca e testata), inibitore selettivo in vitro di HDACS,
istone deacetilasi strettamente correlata al neuroblastorhan par ti col are | ' espress
member) & stat correlate scarsamente con il neuroblastoffheya in linee cellulari di neuroblastoma gli
i ni bitori sel ettiwvi di HDAC8 inducoffo |l a differen.
8_
v =0=CTRL

—0—MP171($)

n°cellsiwell (x16°)

0 24 48 72 96
time of seeding (hrs)

Gli effetti delB-LattameMP171 sulla crescita della linea Ss¥5Y. Laelocita di cresicta cellulare e stata verificata come numero di cellule totali. Le
cellule sono state incubate in presenzaMP171 a concentraziong.5 uM e contate alle ore 24,48,72,96.

Le cellule SIBY5Y sono state esposte per 24, 48, 72 e 96loletai o me t i | B |l attame (ad
inferiore a quella che risulta citotossica) e contate quitodianamente, in modo da costruire un grafico in cui il
numero delle cellule viene messo in relazione al tempo di esposizione. Dopo 24 ore di contatteelidie

si osserva una riduzione nella proliferazione cellulare per ogni tempo osservato, rispetto al controllo. Anche
se la riduzione é stabile, non si hanno grandi effetti sulla proliferazione raddoppiando il tempo di
esposizionedopo 24 ore. (d€=39 hrs; T@ze7:= 38.7 hrs).

Essendo queste cellule derivanti dal neuroblastoma, la line&Y¥&Y tende spesso a differenziare tramite
una reticolazione di natura neural e. L’acido reti
dellacrescdk del |l a cel | ul a, | "allungament o del neurita e
retinoico per 6 giorni induce infatti una differenziazione di natura neurale, come mostrato con tuiilirea

neurites outgrowth. Paragonando questdfeito a quello ottenuto ca  HdttamB 52E non si osserva la
stesso allungamento dei neuriti e lo stesso livello di ramificazione. La marcatura é200Nen mostra

alcun visibile effetto di differenziamento, mentre la tubukiBdl mostra in effetti un cambiamento nella
morfologia che pud indicare un possibile effetto di differenziazione.

8 5, Balasubraanian, J. Ramos, W. Luo, M. Sirisawad, E. Verner, J.J. Bueiggemia008)

8 0ehme 1., Deubzer E., Wegener Bickert D., Linke J.P., Hero B., k&gpneider A., Westermann F., Ulrich S.M., von Deimling A., Fischer M., Witt
O.Clin. Cancer Re009)
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Betalll-tubulin Betalll-tubulin Betalll-tubulin
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Gli effetti delf lattame52Es ul “net wor k” ci t osSYBYeleedlluleisano statedratthte perc6aiorhisainl® uMdldre e RA 10
uMolare e fissate per verificarné li mmu n o f | u or ¢ubulire(AC) a | neuroéilamBriti (1) sono stati utilizzati per investigare un possibile
mi crotubulo e fil amenti di riarrangi anm2EnB, &) inducesear smalldrduce un Ipiccolataifa t t a me n

di fferenziativo, ma ancora minimale se paragonato all > acido retinoic



1.4 L’anello B lattamico come sintone: sintesi di p amminoacidi®

I B lattami, come abbiamo visto, sono mol ecol e i
considerati non solo il punto di arrivo ma anche il punto di partenza per la sintesilécole piu complesse
contenenti azoto. Questo concetto & stato rfbadit
cioe come precursore di altre molecole dotate di un certo interesse.

La nat ulattame tbgdrta §d essere il precursot € a | e-a mhmi n gaci di : I " anel |
puo essere infattdi visto come un B ammi noaci do
simultaneamente protetti.

| -affmmi noaci di sono mol ecol e natur al i-ammmokiti@ some no 8
presenti in strutture peptidiche ma anche in composti naturali tra cui ad esethpioaci do pant o
(vitamina B5), il quale contiene una [ alanina co

H OH
H \/\g/

In termini di struttur a %g@nomd snoradaimbisreapet-aodriacsedi § i ¢ a

in funzione della sostituzione in posizione a e [
NHy NHp NH2 .
3K2(COOH o A2 coon Rz)wz/coo
2
R, Ry
R3-amminoacido R23-amminoacido
I fatto che B amminoaci di s i a&rma ricemoarki evel@ llore attidigdt at e

biologica di inittbri enzimatici ed agenti antibatterfj ma, soprattutto, nel loro impiego come building
blokcs per la sintesi di numerosi derivati naturali e non biologicamente attivi. Alcuni esempi sono la
Lipogrammistina &, tossina ittica sintetizzabile apartrettah B al ani na.

CaHi7 H

MH O
i R‘ M o
O

Un Schmigbad?, r i port a un ap-glstanmmicevéene utiizzato come ahelandeali Mai fini di
determinare il meccanismo di azione, a livello molecolare, dei sali i btifattori di diversi enzimi implicati
nella bichimica degli acidi nucleici.

Vista | '"importanza sintetica dei B amminoaci di,
esplorate per i |l oro otteni mento, con | " obi et
letteratura sono statee s pl or at e molte metodol ogie in cui il B

Sono perd note molte strategie di natura biocatalitica che spesso si avvalgono del fenomeno della
risoluzione cinetica per opera di idrolasi e/o esterasi.

8 0Ojima, I.Adv. Asym. Syntt1995, 1, 95

8 Fulop, F.Chem. Re\001, 101,2181-2204.

% Fujiwara, Akiko; Kan, Toshiyuki; Fukuyama, Tdbyualett2000, 11, 16671669.

8 E. Wiesbrock, S. Nogai, A. Schier, and H. Schmidfhalvetica Chimica Acta002, 85,1151-1157.



Forrd risporta ma reazione di idrolisi stereoselettiva catalizzata dall'enzimaB;Alna esterasi e la sua
selettivita.

R o) HOOC, _R
R1 O CAL-B i""l// E? 1
> R * 8
NH  H,0,70°C +'NH H,NY R,
R R2
2

| recenti studi di Forrdo hanno dimostrato che due fattori sono importanti per il controllo
dell'enantioselettivita:

A latemperatura: la reazione deve essere condotta ad elevate temperature (tra i 60°C ed i 70°C)

A lattivita dell'acqua: quando si lavora in solventi organici assoluti I'acqua presente, od addizionata,
funge da nucleofilo e quindi influenza la reattivita dgstema ed in questo caso un elevato
contenuto di acqua riduce sia I'enantioselettivita sia la conversione, per questo spesso se ne utilizza
1 equivalente.

Un altro cl assi d i -latamasgii Malgrado il lorb impattcanedative sollerapie lcom 3
anti bHattitaimi i , esse sono sSstate usat 4attamid alicicicu c c e s
utilizzando in questo caso microorganismi della spBtiedococcu’.

Ri O HOOC,__R
Ri © R-lattamasi R j:s !
> + R
NH phosphate buffer S/~NH H,NT R,

Rs (0.05M,pH7) Rz

DongHui Lend® hanno ottenub un’ ot ti ma r i s-ariimetite dalliled-ossazetidie2t i c a
carbonitrili e carbossiammidi utilizzando una nitrile idratasRitevdococcus erythropoksl270.

CN . CONH, COOH
/J;( Rhodococcus erytropolis AJ270 );ﬁs) .\ R
S «_Ar tampone fosfato 0.1 M pH 7.5, 30°C 5 N\/Ar G “_-Ar
CN , CONH; .COOH
);( Rhodococcus erytropolis AJ270 s) + (R)
N tampone fosfato 0.1 M pH 7.5, 30°C N ) N
I B amminoaci di possonaop eprotiu reas scehri emioctat edneuit i tlraatnmial
Un altro importante esempio & quello riportato da Bri&ia qu al i tramite | "utiliz

ottenuto taxani enantiomericamente puri.

“(R)

YQ Q HO, (S)
(0]

}7/0 lipasi PS30
o]

|:| (S) + (S)
> N N
S N tampone fosfato, pH 7.2, rt o \z : o Q

o— o—
O/

&7 (a) C. Evans, R. McGauge, S.M. Roberts, A.G. Sutherland R.J. WisglorSocPerkin Transl991, 1:22762277 (b) R.C. Lloyd, M.C. Lloyd
M.E.B. Smith, K.E. Holt, J.E. Swift, P.A. Keene, S.J.C. Taylor, R. Me@rahg€dron2004, 60:717228

®DH Leng, EX Wang, Z Huang and NK WangQrg. Biomol. ChenR010, 8:47364743

' R. Brieva, J.Z. Crich, C.J. 5ifdrg. Chem1993, 58:10681075



Raymond J. Cvetoiftcon | > utilizzo di uSrR3-diethil-g-@ €4&rboshifanossir pr o C
azetidinone con una resa del 60% in tre cicli ed un 93% di eccesso enantiomerico

Ilpase PS-800 0
R (S)

tampone fosfato pH 7 NH
o}

\/

Benzil paraben
C82003
10% acq. CH3;CN

1.4.1. Sintesi di derivati desimmetrizzati dell’acido B glutammico: apertura chemo- e stereo-selettiva di 4-
carbonilmetiliden-2 azetidinoni

Presso il gruppo di ricerca presso cui ho svolto il mio dottorato abbiamo messo a punto la sintesi di derivati
4-carbonil2-azetidinonici a partire dal substratoommerciale 4acetossi Zazetidinone utilizzando la

reazione di Ref ormat sky, con | " obiettivo di ut il
tramite strategie biocatalitiche
La reazione di Reformatskg stata osservata gia nel 1887 & | > acetone e | ' est e
iodoacetico, in presenza di zinco metallico: la reazione di Reformatsky € oggi molto piu generale e contempla
infattdi | "-ian d @t Elacarbioi@litsa unlraoge di elettrofili estremamente vario, ceazioni
di sostituzione elettrofila o addizione nucleofila. La reazione avviene generalmente in due step: nel primo
viene sintetizzato il reattivodi Ref or nrabodabdnije t r at
(gener al pBernotneolodon east ere) e nel secondo viene mess
elettrofilo.
Bt
0 zZn 0 Rir Ry OH O

R T Xzn _R M -R

X\)J\O R \)J\O Rle @)

Un fattore importante per ottenere un buon risultato € relativo alla natura dello zinco metallico: deve essere

per esempio sempre attivatper rimuovere la patina di ossido presente a livello superficiale, utilizzando
general mente una piccol a per coeliztdihranbetanodln alclinMca<T lo , o[
zinco viene preparato in situ per riduzione dei suoi sali metallici.

Y

La reazione di Reformatsky sul-atetossiazetidin2-one € stata ottimizzata e prevede la primaria

formazione del reatti v o -bdrio noor gaacneotzai tnoc oc hpea rptoein dao o
provoca | a sostituzi oradicolarasic Una soluzidneadi THE, sl Sospendet Zmntoo .
metallico e | o si attiva con TMSCIl: successicamen
aspettato |l a formazione dell " organo meihBHFR@., | o s|

®°R.J. Cvetovich, M. Chartrain, F.W. Hartner Jr, C. Roberge, J.S. Amato, amatibwski@. Org. Chem1996, 61:65756580
91a)Reformatsky, S1887)., Berichte der Deutschen Chemischen Gesells2bgff): 1216-1211; b)Reformatsky, S1890). J. Russ. Phys. Chem.
Soc22: 44



o) Zn, TMSCI 9]

8 A or THF szn A oq

R = Me, Et, tbu, Bn, Oct

O
R = Me (54)
O\( Brzn QJ\OR OR R=Et (10)
% R =tbu (55)
NH THF NTRS R=Bn (56)
o (76% overall) o R =Oct (57)

Il meccanismo di reazione ipotizzabile € il seguente :
0

ROJ&\BR solvente O
’ //4/ Zn’i—o —_— o) + )J\ /ZnBr
\H NH o

o
Si i potizza che | o zinco coadiuvi | "uscita dell ' a
cabanione .
Questi nNuovi derivat.i B lattamici sono consi der @

desimmetrizzato. Questa molecola € particolarmente costosa e non facilmente sintetizzabile in forma
desimmetrizzata enantiopura; & nota la sativita biologicd’e potenziale la sua attivita come chelante
asimmetrico di metalli.

HOOCMCOOR

NH,
Le due funzioni carbossiliche dell”acido [ gl utan
del B |l attame.
x/ ~COOR
‘ ———— HooC” ™}~ “COOR
N T
o NH,

La strategia biocatalitica che abbiamo scelto € quella di utilizzare delle lipasi, esterasi e proteasi per
catalizzare | "apertura del B | att ame o] I i drol i
enantioselettivo, tramiteun processo di risoluzione cinetica. Per quanto riguarda la chemoselettivita e la
stereoselettivita:
e chemoselettivitai substrati presentano due gruppi funzionali: un legame estereo sulla catena in 4 al

Bl attame ed il | -&attpmene ammi di co del B

L ’'roligd selettiva di uno dei due legami porta a prodotti diversi: se gli enzimi funzionano come

idrolasi si ottengono i corrispettivi derivati acidi od alcolici, mentre se operano come amidasi si

ot t e ngon camdi@gadidicizhirali. B

2\Watanabe, K.Onozuka, M.Niwa, M; PongchaidechaA, General Pharmacologyolume 22, issue 8491), p. 11651168


http://journals.ohiolink.edu/ejc/search.cgi?q=authorExact:%22Watanabe%2C%20K.%22
http://journals.ohiolink.edu/ejc/search.cgi?q=authorExact:%22Onozuka%2C%20M.%22
http://journals.ohiolink.edu/ejc/search.cgi?q=authorExact:%22Niwa%2C%20M.%22
http://journals.ohiolink.edu/ejc/search.cgi?q=authorExact:%22Pongchaidecha%2C%20A.%22

e stereoselettivita i substrati sono ottenuti come miscela racema in cui il centro stereogenico si trova

sul c a r b o-latiaroe. lie iroldsi caate pgdsono essere quindi in grado di discriminare i due
enanti omer.i i drolizzandone unamnisoluzionexipetca.t o al | ’ al
OH O NH, O
* " H OR
NH O © *
O

chemoselettivita

OR
\\g ENZIMA oR
NH OH
O + * 0
* 0 NH
NH S
o

stereoselettivita

Sono quindi stati effettuati di ver si screening bi
CALA, la CAIB , la PLE e | "a chimotri psi rsdlarecente letecatutat a d
riguardante | a risoluzione cinetica di B I attami

La CAIA e la CAL.B sono delle lipasi (E.C 3.1.1.1) molto versatili estratte dal micororganismo Candida
Antarctica. Sono enzimi coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi graiio quindi di idrolizzare i
trigliceridi. H atmyndor oul naas es tfroultdt”ur ae “iof Bgener al e wun
PLC. Sono enzimi molto stabili ed entrambi sono stati utilizzati in forma immobilizzata. {4 iGAL
particolare rsulta essere in grado di riconoscere preferenzialmente substrati molto ingombranti al contrario

di CALB, molto piu aspecifica.

La PLE (Porcine o Pig Liver Esterase ) classificata come E.C. 3.1.1.1 & un enzima molto versatile ed e stat
impiegata intensigmente negli ultimi decenni come biocatalizzatore sia di reazioni di idrolisi sia di sintesi di
esteri, dato il suo costo poco elevato. E un esterasi safipandente e appartiene alla classe delle esterasi

degli esteri degli acidi carbossiliciedhasnar ut t ura quaternaria trimerica
di circa 60 kbDa di peso molecol are ciascuna, di c
natura ne esistono diversi isoenzimi.

Il suo ruolo biologico & quello di idratare i vari esteri presenti nella dieta del maiale, da qui probabilmente
deriva I'ampia specificita di substrato che caratterizza questo enzima.

Tuttavia sono presenti anche problemi che ne riducono il possibile utilizzo in processi industriali: int@anzitut
viene venduta come crudo di un estratto di fegato di maiale, per cui pud contenere altre attivita enzimatiche

di verse da quella esterasica o degl:. i soenzi mi ch
parassita”.

L a -chamotripsina (E.C. 3.4.21.1) e una proteasi, cioé € un enzima che catalizza la rottura del legame
peptidico in presenza di amminoacidi idrofobici come la tirosina, il triptofano, la fenilalanina e la leucina in
guanto il sito catalitico, molto apolare profondo, € in grado di alloggiare tali amminoacidi e contiene una
triade catalitica.

E un enzima digestivo ed assieme ad altri enzimi completa la digestione delle proteine: viene sintetizzato dal
pancreas in forma inattiva, detta chimotripsinogenn,duanto sarebbe dannoso se si trovasse nella sua
forma attiva. Una volta rilasciato nell'intestino la tripsina scinde uno specifico legaptidico generando

cosi Il a forma atti v achicdripdina laguale agsde 1su sp stéssaddrolizzhmdd dua T
framment.i peptidici di due ammi noaci dichimotgpsimae r and
formata da tre catene patidiche tenute insieme da due ponti disolfuro.In termini applicativi l'utilizzo di
proteasi va a compensare lo scarso numero di esterasi in grado di idrolizzare esteri degli acidi carbossilici e
agendo su di essi sembrano preferire I'enantiomero che agg@amdi piu un tamminoacido, infatti il
requi sito principale affinché un S u-bhimbtripginaoé s i a
rappresentato dalla presenza di un gruppo pol are
appuntoned i ammi noaci di, substrat.i naturali dell ' enzi



Lo screening e stato fatto dissolvendo O sospend
cui € stato successivamente aggiunto |’ emzohemea | as
stata poi controllata tramite prelievi precisi e noti tramite HPLC e HPLC/chirale, verificando la conversione
e/o resa con retta di taratura.

Le prime prove di attivita di questi enzimi nei confronti dei nostri substratronil 2 azetidinonicsono

state condotte sus4, 10 e 57, i B I attami esterificati cioé con
SsubstrBah & Issiomnol 'statd. sempre idrolizzati ad acido
B Iattame di partenza.

Sul substrato benzilico56 hanno mostrato una grande attivita degli enzimi testati su entrambi gli
enantiomeri (Tabella 6).

ﬂcoosm ,E\F;)\COE)Bn 4 COOHHZOO cﬂﬂcoosn HOOC“COOH
NH Buffer PBS / /I/jl\\lH NH " NH, " NH
o Solvente O O 2
56 56 58 60 61
Tabella 6
| e | am | TN S | oo | on | fe
1 CALEA 30 (45) 7.5 \ 100 (1h) - (6)/(8)
2 CALEA 10 (15) 7.5 \ 95 (1h) - (6)/(8)
3 CALB 15 (150) 7.5 \ 97 (24h) 32/68 (6)/(8)
4 CALB 15 (150) 7.5 \
5 CALB 15 (150) 7.5 \
6 PLE 10 (170) 7.5 \ 100 (1h) - (6)/(8)
7 PLE 2 (34) 7.5 \ 101 (1h) - -6
8 a-CHI 2 (84) 7.5 \ 41 (24h) 13/87 -6
9 a-CHI 2 (84) 7.5 \ 41 (24h) 13/87 -6
10 a-CHI 2 (84) 7.5 \ 41 (24h) 13/87 -6
11 a-CHI 2 (84) 7.5 \ 41 (24h) 13/87 -6
12 a-CHI 2 (84) 7.5 \ 41 (24h) 13/87 -6

Sia la CAR che la PLE si mostrano molto attivi nei confronti del substrato, portando gia dopo poche ore il

Ssubstrato ad una conversione compl et a, a n-Brsdta se a
essere inveceipu ri dotta ma comunque poco selettiva in
solvente organico, Me CN, aumenta ulteriormente | a

il risultato (la risol uzhieonmeo sftirmi slcae ndiogploi olr eo rsae)l.
chimotripsina, che in funzione di questo é stata studiata in maggior dettaglio. Le prime prove svolte in
tampone fosfato a pH 7,5 e in tampone fosfato addizionato al 10% di MeCN mostrano che la r@azione
solvente organico € piu enantioselettiva. Abbiamo quindi effettuato altre prove variando il solvente: in un
primo caso abbiamo abbassato il pH a 7, osservando perd un peggioramento della enantioselettivita.
Abbiamo poi fatto 4 prove variando il solvertieganico, osservando in generale un trend molto simile, ma

con i mi gl i ori risultati con | "acetone e con | a D
La configurazione é& stata assegnata in funzione d
di56.*Dal | " anal i si d e56 si osses/aidhd nr Si riescé dore messtino di quasti enzimi ad

arrivare ad una completa risolurice ci net i ca, con il mi gliore valore

particolare si osserva che tutti questi enzimi sembrano mostrare una attivita esterasica, essendo sempre il
prodotto 59 quell o recuper at oa diadgiunge queallsamidasicadChlo s a :

%N. Ikota, H. Shibata, K. Kogteterocycles1980, 1410771080



ACAIB e PLE, poi ché si recupera sempre | "acido B gl
stato recuperato il prodotto 60.

Per verificare con piu accur at e zgceeenihg de(€ABe r eP LiEe rez i
chi motri psi rMagilatosconluh gruppoBobcqperda procedura di acilazione, si veda il paragrafo

successivo).
o\) :
"
N
" r°
O

62
| risultati in termini di conversione e resa ottenuti mostrano anchguesto caso la scarsa enantioselettivita
nei confronti di questo substrato.

1 B | attibdilin@s5 le sldtogisukkati molto interessanti iretmini di eccesso enantiomerico.

CO,tbu ; ~=COOthu COCH
Z%7__Enzima _ ©) + ©) ﬁOOCMCOOtb& HOOCMCOOH
NH NH,

Buffer PBS / NH NH NH
0 Solvente O 0] 2
55 55 58 63 61

Tabella 7

Anche su questo sudfatto, sia CAIA che CAB non hanno mostrato alcuna enantioselettivita, convertendo

il B |l att sbneabteaeema al cuna discriminazione enant
praticamente mostrato attivita, mentre la PLE ha portato ad un ottireatato in termini di resa ed eccesso
enantiomerico, utilizzando unicamente il tampone fosfato come solvelmeparticolare si € osservata
completa risoluzione cinetica della miscela racemica, con un eccesso enantiomerico completo;

| " enanti omapgot oSda leteratlra’anoltte 'nella fase acquosa & stato trovato séR) il

prodotto di apertura del B | aR(maanoreg, stath erificata). Queston f i ¢
risultato mostra come la PLE, una esterasi, abbiaatiaesercitato una attivita amidasic. La stessa reazione

provata in presenza di piu enzima ha portato a ri.
di cosol venti al 10 %, ha drammati camente abbassat
Losts so screening enzi maNatcilat@corsun griuppoeCB2A haangsiratcottirhi aaloti a me
di eccesso enanti omer i c o-B (Comeersiang F 158% Q20,8 & 96/4). e n z i 1|
Curi osament e, | " enzi ma Prdcé&mich senza enantiodisctiminbzeonet ut t a | a

in questo caso, l a configur@zieonle' adtetli v t &
enzima €& sempre stata di natura ammidasi ca.

- 0
2
=

®H. YamashitaChem. and Pharma. Byll988, 36:469480



Si e deciso di testare ginzimi CAIB e PLE anche sub2etossid-azetidinone che si differenzia dai gli esteri

precedenti per la mancanzadiungQHe | | a cat ena | a-atamiaoleger avare uh legamé ' a n
direttoGO con | " anell o e quiopdicotqpor esenta un gruppo aci
I'n tutti quest:i casi S i € osservata | a scompar sa
acqgquoso e stata chiara | a presenza e | otteni men
verificare se in qualche moo | a reazione fosse catalizzata dall

tampone fosfato senza enzimi: ma anche in questo caso, € stata osservata la formazione del legame con |l
gruppo fosfato.

O
OAc O\Ig
/‘;( O,\OH + CH,COOH
5 NH tampone fosfato e
0.1Mph75 @)
P 65
Lanostraipotesie he subentri una semplice sostituzione nuc

verifica della presenza di questo gruppo € stata comunque confermata da analisi NMR al 31P ma soprattutto
dalla molteplicita del protone e del carbonio, che acdapp con nucleo del fosforo (Si veda la parte
sperimentale). Questa molecok i caratterizza in effetti come un
studi per razionalizzare la sua sintesi e le sue proprieta biologiche. In letteratura tra gli antibiotici antibiotici
contenenti il fosfato € molto famosa la fosfomicina, antildoti che mimando la struttura del
fosfoenolpiruvato (PEP) inibistenzima piruvato UDRAG transferag quindi del NAM del peptidogkno
dei batteri®®

o]

O\\PACH
HO™ 3
OH .
E' tuttavia nota anche una peculiare %l asse di mo |
PhCO

Ty

L'’approcci o enzi madarbonik-a aé¢ tl i' diperoniur &' aedesdso a pr

enantiomericamente puri € stato efficace, come abloho appena vi sto, sol o nel C
esterificato come esterée-b ut i | i co. E* stato quindi messo a pu
generale per | "apertura chemoselettiva demmicoanel |

desimmetrizzato chirale desiderato in forma racema.chsbonil 2azetidinoni prescelti sono stati il benzile
(56) e il terbutile 65).

Per rendere piuu chemoselettiva | a reazione di ap
rispettoa quel |l a dalzleti dshenée, sion@ derivatizzati sul |
reazione é& stata | acilazione dell’”azoto B |l attam
estereo.

9 a) Patel SS, Balfour JA, Bryson HNDrygs1997, 53(4): 637656; b) Grif K, Dierich MP, Pfaller K, Miglioli PA, Allerberger F (August Z70@1).
Journal of antimicrobial chemotheragg (2): 209-17
% Afarinkia, K.; Cadogan, J. I. G.; Rees, C. W. J. Chem. SocG@hemn 1992, 285


http://it.wikipedia.org/wiki/Enzima_piruvato_UDP-NAG_transferasi

O\e
o\<
LHMDSA, Cbz-Cl ﬂ
nH © THF, -78°C and RT 5 NW/OVO
0
64
O\/Xi:) O\/Xi:)
(BOC),0, DMAP
NH o © DCM, RT

N o
o) 0
56 2(%62

L' 'acilazione risulta essere il punto chiave in q
tensionato ed elettrofilo e pronoalla successiva
avviene in una miscela diossano/KOH acquasorgperatura ambiente.
COOR;
KOH /\T/\
N . HOOC COOR;
y Diossano, H,0O
O COOR ’ NHCOOR,
Rl:tbu, R2:Bn (64) R]_:tbu, R2=Bn (66)
Rlan! R2=tbu (62) R]_:Bn, RZ:tbu (67)
La reazione procede molto bene per entrambi B | at
per entrambi grazie a procedure note e si ha | ' ot
Hooc” >y cootbu  _ _H2PdIC - jooc™ " cootbu
NHCOOBnN THF/MeOH NH,
66 63
TFA
HOOC™ " ~CcoOBn Hooc/\@cmosn
NHCOOtbu DCM, RT NH; TFA
60

67



1.5 Parte sperimentale
Parte Sperimentale relativa al paragrafo 1.2.1

Parte Strumentale

Commercially available reagents were used as received without additional purification. 1H and 13C NMR
values were recorded omova 400, 300, or Gemini 200 instruments with a 5 mm probe. All chemical shifts

(d) are reported in ppm relative to deuterated solvent signals, and coupling constants (J) are reported in Hz.
FTIR: Thermo Nicolet 380 measured as films between NaCl piétesyavenumbers reported in cm_1. TLC:
Merck 60 F254. Column chromatography: Merck silica gelZWD mesh. GAMS: Agilent Technologies
MSD1100 singlguadrupole mass spectrometer, El voltage: 70 eV, gradient from 50!2808C over 30 min,
column HP5 5% PMe silicon. HPL@®IS: Agilent Technologies HP1100, column Zohdipse XDES

Agilent Technologies, mobile phase: H20/ CH3CN, gradient from 30!80% CH3CN over 8 min, 80% CH3CN
until 25 min, flow rate: 0.4 mLmin_1 coupled with Agilent Technologies MSDli@le-guadrupole mass
spectrometer, fulscan mode from m/z 50 to m/z 2600, scan time 0.1 s in positive ion mode, ESI spray
voltage: 4500 V, N2 gas at 240 kPa, drying gas flow rate: 11.5 mLmin_1, fragmentor voltage: 20 V. Elemental
analysis: Thermo Flash@CHNS/O analyzer.

4-Alkylidenazetidinonesi, 3, 5 and 8 are known and were prepared following the reported procedures.
Azetidinonesl6 and 28 are commercially available. Azetidinonks; 20, 24, 29,30, and 32, and 18, 22, 26
and34 are known.

Benzyl 2-(4-oxoazetidin-2-ylidene)-acetate (E}7 and (Z)9

Compounds? and 9 were obtained with the same procedure a8 ** starting from the commercially
available 4acetoxyazetidinone in 43% yield and irE&Zmixture 41/59. The two isomers were separateg b
flash-chromatography.

(B)-benzyl 2-(4-oxoazetidin-2-ylidene)acetate (7)
white solid: R =0.5 (cyclohexane/EtOAc 5:5); mp:—283°C:'H NMR (300 MHz,
CDG@G): 6=3.80 (d=1.2 Hz, 2H), 5.17 (s, 2H), 5.40)..2 Hz, 1H), 7.22 (bs, 1H), %#.30
o 7.38 ppm (m, 5H)**C NMR (50 MHz, CQ)@=45.9, 65.9, 91.8, 128.0, 128.1, 128.5,
O 135.9, 151.6, 166.3, 166.5 ppm; IR (KB:B193, 1827, 1698, 1639, 1284, 1046'cm
y HPLE@VIS, (ESIR=6.40 minm/z (%): 200 (90), 218 (38M-HT, 240 (100) M+NaJ;
Anal. calcd. for GH;1NG; C 66.35, H 5.10, N 6.45, found: C 66.28, H 5.01, N 6.32.
NH

@)
(4-benzyl 2-(4-oxoazetidin-2-ylidene)acetate (9)
white solid: R=0.8 (cyclohexane/EtOACS; mp:167165°C;'H NMR (300 MHz,
CDG): 6=3.55 (d,}=0.9 Hz, 1H), 3.56 (&0.9 Hz, 1H), 5.19 (s, 2H), 5.24 @&®,.9
o Hz,J0.6 Hz, 1H), 7.30.39 (m, 5H), 8.59 ppm (brs, 1FAC NMR (CDLEO MHz):

7 d=44.9, 66.0, 90.3, 128.1, 128.3, 128.6, 135.9, 150.3, 164.5, 166.8 ppm; IR (KBr):
o =231, 188, 1687, 1642, 1251, 1141 ¢pHPLAMS, (ESI)R=6.87 min, m/z (%):
NH 218 (12) M+HJ, 236 (15) M+H,0+H], 262 (100), 278 (42); Anal. calcd. for

© Ci2HiiNG; C 66.35, H 5.10, N 6.45, found: C 66.31, H 4.99, N 6.34.

General procedure for the N-methylthiolation reaction

To a solution of3-lactam N1 unsubstituted (1 mmol) in THF (10 mL}#8° C under inert atmosphere was
added a freshly prepared LDA 1M solution in THF (or LIHMDSA) 110 pL (1.1 mmol) aSdanttaxl
methanethiosulfonate (236 uL, 2.5 mmol). The solution was allowed tanwat room temperature and
monitored by TLC. After 4 hours the reaction was quenched with aqueorSINED mL) and extracted with
EtOAc (3x10 mL). The organic extracts were dried oveB@lafiltered and concentrated in vacuo. Flash
chromatography of thextracts gave thé&\-thiomethyl B-lactams.

(B-ethyl 2-((9-3-((1R)-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-
ylidene)acetate (2):



Obtained with LDA. Transparent oil (215 mg, 60% yi&d}.8 (cyclohexane/EtOAc
0, O~ 9:1); []°25=+93.3 (c=0.84 in CHEIH NMR(200 MHz, CDi 5=0.09 (s, 3H), 0.11 (s,
3H), 0.90 (s, 9H), 1.18 (86.6 Hz, 3H), 1.30 (7.4 Hz, 3H), 2.48 (s, 3H), 4.20 (q,
JF7.4 Hz, 2H), 4.64 (dd56.6, 4.0 Hz, 1H), 4.22 (m, 1H), 5.62 ppnd«#l,0 Hz, 1H)7C
NMR (50 MHz, CD{16=4.8,-4.6, 14.4, 18.0, 19.8, 21.6, 25.7, 60.1, 65.1, 65.9, 92.6,
157.0, 165.6, 169.3 ppm; HRMS (ESI)R=24.35 m/z (%): 360 (1L00)M+HT, 382
(17) M+Nal; GGMS (El, 70 ev):®3.29,m/z (%): 73 (85), 103 (30), 115 (32) 159
(28), 302 (100), 315 (39); IRr: V=2952, 2926, 2853, 1825, 1713, 1660, 1255, 1162, 1063, 8314wml.
calcd. for GH,gNQ:SSi: C 53.45, H 8.13 N 3.90, S 8.92, found: C 53.54, H 8.16, N 3.83, S 8.78.

(B-benzyl 2-((9-3-((1R)-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-
ylidene)acetate (4):
Obtained with LDA. Transparent oil (181 mg, 43%: vyiel@r0.9
p (cyclohexane/EtOAc 9:1)p]P.s=+69.1 (c=0.73 in CHEI'H NMR (200 MHz,
0 CDG@G): 8=0.07 (s, 3H), 0.08 (s, 3H), 0.89 (s, 9H), 1.1¥6&R? Hz, 3H), 2.4&,
OTBS 3H), 4.21 (dd,=4.0,F1.0 Hz, 1H), 4.62 (dg:6.2,F4.0 Hz, 1H), 5.19 (s, 2H),
5.68 (d,J=1.0 Hz, 1H), 7.3B.39 ppm (m, 5H);"C NMR (50 MHz, CREI5=-5.1,
-4.9, 17.8, 19.7, 21.4, 25.6, 64.9, 65.8, 65.9, 92.1, 128.0, 128.1, 128.5, 135.9,
R 157.7, 165.4, 169.1 ppm; IR (film)=2955, 2929, 2895, 2856, 1825, 1714, 1661,
o SMe 1256, 1157, 1057, 831 cmHPLAVIS (ESIR=12.87 min,m/z (%): 422 f+HT,
440 M+NaJ, 460 M+KT; Anal. calcd. for £Hs;NQ,SSi C 59.82, H 7.41, N 3.32, S 7.61; found: C $9%98,
N 3.24, 7.49.

(B-Ethyl 2-(1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-ylidene)acetate (6):
o_~ Obtained with LIHMDSA. Transparent oil (66 mg, 33% yigd).7 (cyclohexane/EtOAc
o 5:5);"H NMR (200 MHz, CRE6=1.30 (t,=7.2 Hz, 3H), 2.51 (s, 3H), 3.89)d..2 Hz, 2H),
p 4.20 (q,E7.2 Hz, 2H), 5.65 ppm (di1.2,11.4 Hz, 1H)’C NMR (CD$B0 MHz)3=14.3,
21.6, 46.8, 60.2, 92.5, 155.0, 166.0, 168.4 ppm; IR (ne=2958, 2923, 1810, 1702, 1660,
N 1057, 835 cnl; HPLEMS (ESI)R=6.38 min,m/z (%): 156(82) M-OE{], 174 (46), 202
O ‘SMe (100) M+HT; Anal. calcd. for g8,;NG;S: C 47.75, H 5.51, N 6.96, S 15.93, found: C 47.67, H
5.48, N 6.84, S 15.78.

Ethyl 2-(1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl)acetate (11):
Obtained with LIHMDSA. Transparent oil (67 m@p38eld):R=0.3 (CkClL/acetone

O~ 98:2);'H NMR (300 MHz, CRC6=1.30 (t,J=7.2 Hz, 3H), 2.44 (s, 3H), 2.57 (#d5.9,
o 7.8 Hz, 1H), 2.85 (dd=15.0,2.7 Hz, 1H), 2.90 (dd&15.9,5.4 Hz, 1H), 3.27 (dd,

N, JF15.0,k5.4 Hz, 1H), 4.07 (m, 1H), 4.20 ppmX{.2 Hz, 2H)**C NMR (75 MHz,
o SMe CDG): 3=14.1, 22.4, 38.044.3, 51.8, 61.0, 169.8, 170.1 ppm; IR (neddy 2922,
2852, 1763, 1735, 1420, 1319, 1260 grRIPLAMS (ESI)R=3.73 min,m/z (%): 162 (100)M-CHCO+H],
204 (32) M+HT, 226 (35) M+NaJ; GEGMS (El, 70 evR = 16.18 minm/z (%): 61 (27), 72 (3086 (77), 88
(75), 89 (74), 114 (22),116 (23), 141 (100), 161 (MICOCH", 203 (11) M]"; Anal. calcd. for &E,5NG;S: C
47.27, H 6.45, N 6.89, S 15.78, found: C 47.16, H 6.36, N 6.70, S 15.69.

Ethyl ((352R)-3-((1R)-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl)acetate
(12):
OTBS Obtained starting from84 with LDA. Transparent oil (267 mg, 74% vyieR&0.8

6=0.03 (s, 3H), 0.04 (s, 3H), 0.83 (s, 9H), 1.1B6dB Hz, 3H), 1.26 &7.2 Hz, 3H),
. 2.38 (s, 3H), 2.57 (dd715.0,J=6.6 Hz, 1H), 2.77 (d&15.0,=6.0 Hz, 1H), 2.99 (dd,

O SMe JF3.3,3.0 Hz1H), 4.134.20 (m, 1H), 4.15 (§7.2 Hz, 2H), 4.20 ppm (dif 6.3,
JF3.3 Hz, 1H)>C NMR (75 MHz, CRCb=-5.0,-4.6, 14.0, 17.8, 22.6, 22.5, 25.6, 37.9, 53.7, 60.8, 64.3, 64.8,
170.2, 170.8 ppm; IR (neaf}=3019, 2956, 2930, 2857, 1763, 1734, 126516, 838 ci; GGMS (EI, 70
ev): ):R=23.90 min, m/z (%): 73 (90), 75 (100), 103 (35), 143 (35), 304 (100); Anal. calat:fNKESSi: C
53.15, H 8.64, N 3.87, S 8.87; found: C 53.12, H 8.76, N 3.89, S 8.79.

/'/,,J;/\COOEI (cyclohexane/EtOAc 8:2)]Ps=+71.3 (c=1.3 in CHECIH NMR (300 MHz, CRQI
N



(2R 3R)-3-((1R)-1-(Tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl acetate (17):
Obtained with LDA. Transparent oil (100 mg, 30% yi&a0.9 (ChCl/acetone 98:2);
OTBS [0]P5=+7.0 (c=1.4 in CHEM'H NMR (200 MHz, CREB=0.03 (s, 3H), 0.06 (s, 3H), 0.84 (s,
OAc 9H),1.23 (dJ= 6.2 Hz, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.45 (s, 3H), 3.1848d), k1.6 Hz, 1H), 4.22 (dq,
F 6.2,33.0 Hz, 1H), 6.22 ppm #.1.6 Hz, 1H)*C NMR (50 MHz, CQ)c6=5.1,-4.5, 17.9,
N, 21.0, 22.2, 22.8, 25.7, 64.0, 66.3, 80.2, 169.3, 169.8 ppniilnf}: §=2929, 2857, 1793,
o SMe 1752, 1252, 1066, 838 cMHPLEVIS (ESIR=17.69,m/z (%): 274 (L00M-CHCOO], 290
(26) M-CHCOYJ, 356 (9) M+Na]; GGMS (El, 70 evR=17.69,m/z (%): 234 (75), 190 (100), 117 (46), 75
(45); Anal. calcd. for,,;NQ,SS C 50.42, H 8.16, N 4.20, S 9.61, found: C 50.29, H 8.09, N 4.18, S 9.47.

S(2R,39-3-((1R)-1-tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl ethanethioate
(21): sss

OTBS Obtained with LIHMDSA. Transparent oil (230 mg, 66% yR#d).8 (cyclohexane/EtOAc

3 sac 7:3); b]%5=+45.2 (c=1.7 in CHEFH NMR (200 MHz, CRCB=0.05 (s, 3H), 0.07 (s, 3H),

" 0.86 (s, 9H), 1.17 (&6.2 Hz, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 3.29K8d},12.6 Hz, 1H),
N 4.26 (dg,J6.2,13.4 Hz, 1H), 5.62 ppm @2.6 Hz, 1H);"C NMR (75 Mz, CDg): 6=5.1,

O 'SMe -4.6,17.8,22.0, 22.2, 25.6, 30.9, 59.0, 64.4, 65.3, 169.4, 193.5 ppm; IR/&12699, 2986,
2956, 1782, 1707, 1252, 1127, 836 5ralPLAVIS (ESIR=10.70 min,m/z (%): 372 (100)M+NaJ, 721 (50)
[2M+Naf; Anal. calcd. for GH,sNO;SSi: C 48.10, H 7.78, N 4.01, S 18.35, found: C 48.18, H 7.84, N 3.89, S
18.31.

(3S4R)-3-((1R)-1-(tert-butyldimethylsilanyloxy)ethyl)-1-(methylthio)-4-(phenylsulfonyl)-azetidin-2-one
(25):

OTBS Obtained with LHMDSA. Pale yellow oil (365 mg, 88% yiek):7 (cyclohexane/EtOAc

/v,, so,ph  7:3); []°5=75.0 (c=1.2 in CHEI'H NMR (400 MHz, CR)c6=0.01 (s, 3H), 0.03 (s, 3H),

- 0.84 (s, 9H), 0.90 (d&:6.0 Hz, 3H), 2.52 (s, 3H), 3.47 (@#d.0,F2.4 Hz, 1H), 4.24 (dq,
Jﬁ_Nr JF6.0,54.0 Hz, 1H), 4.83 (&2.4 Hz, 1H), 7.62.66 (m, 2H), 7.72.76 (m 2H), 7.97

o ‘SMe 8.00 ppm (m,1H)*C NMR (50 MHz, CREb="5.1,-4.8, 17.7, 21.9, 22.9, 25.6, 63.0,
63.7, 73.0, 129.1, 129.5, 134.7, 136.3, 169.1 ppm; IR (rie<@N66, 2955, 2929, 2857, 2481, 1792, 1326,
1153, 835 cril; HPLAVIS (ESIR = 12.24, m/z (%): 116 (69) M-SQPh], 309 (30), 372 (69), 433 (100)
[M+HOT, 854 (10) [®1+NaJ; Anal. calcd. for gHxNQ,SSi: C 52.01, H 7.03, N 3.37, S 15.43, found: C 52.19,
H 7.08, N 3.39, S 15.23.

S1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl ethanethioate (31):
SAC Obtained wih LIHMDSA. Transparent oil (59 mg, 31% yi&d}.8 (cyclohexane/EtOAc 6:4);
'H NMR (200 MHz, CRQI5=2.45 (s, 3H), 2.49 (s, 3H), 3.12 (#d,5.4,3.0 Hz, 1H), 3.58
N (dd, X15.4,X5.6 Hz, 1H), 5.50 ppm (d&5.6, 3.0 Hz, 1H)**C NMR (75 MHz, CRECI
o ‘sme 0=22.4, 31.0, 45.5, 57.9, 167.2, 193.8 ppm; IR (né=a918, 1773 cily HPL@VIS (ESI):
R=4.03 mn, m/z (%): 116 (100M-SAc], 134 (61), 192 (26M+HT, 214 (35) M+NaJ; Anal.
calcd. for gHNO,S: C 37.68, H 4.74, N 7.32, S 33.53, found: C 37.74,H 4.81, N 7.26, S 33.21.

1-(methylthio)-4-(phenylsulfonyl)azetidin-2-one (33):
SO,Ph Obtained with LIHMBA. Pale vyellow oil (203 mg, 79% vyieldR=0.6
(Dichloromethane/acetone 98:2jH NMR (200 MHz, CRCB=2.52 (s, 3H), 3.30 (&4.0
! N Hz, 2H), 4.74 (tE4.0 Hz, 1H), 7.58.79 (m, 3H), 7.92.98 ppm (m, 2H)-*C NMR (50 MHz,
o ‘SMe CDG@G): 8=22.8, 42.0, 71.0, 129.1, 129.6, 134.9, 135.8, 167.3; IR (fied@)63, 2964, 1781,
1584, 1309, 1149, 722 cmHPLEVIS (EB: R=4.27 min,m/z (%): 116 (67)NI-SQPhT, 125
(100) [PhSQ] 258 (72) M+HT, 280 (70) M+NaJ; Anal. calcd. for gH;;NO;S: C 46.67, H 4.31, N 5.44, S
24.92, found: C 46.54, H 4.24, N 5.38, S 24.78.

Deprotection of the tert-butyldimethylsilanyloxy group.

To a solution ofi-lactam (1.5 mmol) in GBN (15 mL) at 0° C under inert atmosphere was addeEBPF

(226 pL, 1.8 mmol) and the reaction allowed to warm to room temperature and monitored by TLC. The
reaction was quenched with a 0.1 M phosphate buffer at pH 6 (15 mLpsndcted 3 times with Ci€}

(3x15 mL). The organic extracts were dried ,@@), filtered and concentrated in vacuo. Flash
chromatography of the extracts gave the deprotecfgthctam.

(B-benzyl 2-((9-3-((R)-1-hydroxyethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazeti din-2-ylidene)acetate (13):



Transparent oil (419 mg, 91% yielB)=0.4 (cyclohexane/EtOAc 9:14]Ts=+36.3
(c=0.78 in CHgJ 'H NMR (300 MHz, CRCB=1.39 (dJ=6.0 Hz, 3H), 2.50 (s, 3H),
4.13 (d,J=78 Hz, 1H), 4.25 (m, 1H), 5.13 (brs, 1H), 5.22H%, 5.79 (s, 1H), 7.37
7.41 ppm (m, 5H)**C NMR (75 MHz, CRCH=20.9, 21.6, 66.2, 66.6, 66.9, 92.7,
128.5, 128.7, 135.4, 159.3, 167.4, 168.5, 834 ppm; IR (fixB300, 3010, 1820,
1699, 1652, 1274, 1162, 1067 ¢nHPLEMS (ESIR=11.24,m/z (%) 308 (100)
[M+HT; Anal. calcd. for €H;;NQ,S: C 58.61, H 5.57, N 4.56, S 10.43, found: C
58.74, H 5.66, N 5.48, S 10.38.

(2R 3R)-3-((1R)-1-hydroxyethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl acetate (19):

OH Transparent oil (263 mg, 80% yield}=®R3 (cyadhexane/EtOAc, 5/5)0]%s=33.3 (c=1.8
/'/, oac N CHG); 'H NMR (200 MHz, CREB=1.33 (d, J=6.2 Hz, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.22 (brs, 1H,
- OH), 2.51 (s, 3H), 3.21 (dd, J=1.6 Hz, J=6.4 Hz, 1H), 4.18 (quintet, J=6.4 Hz, 1H), 6.01 ppm (d
N J=6 Hz, 1H)*C NMR (50 MHz, CQCB=20.9, 210, 22.8, 64.2, 66.7, 82.1, 168.5, 170.7

0" sMe ppm; IR (film)¥=3458, 2974, 2924, 1781, 1752, 1229, 1040:chPLEMS (ESI): Rmin
2.45, m/z (%): 116 (100), 242 (45) [M+N4p1 (10) [2M+N4&] Anal. calcd. for &hNQ,S: C 43.82, H 5.98, N
6.39, S 14.92, fouh C 43.69, H 5.88, N 6.37, S 14.81.

S-(2R,3S)-3-((1R)-1-hydroxyethyl)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-2-yl ethanethioate (23):
OH Transparent oil (349 mg, 99% vyield}=®R3 (cyclohexane/EtOAc 6/4); mp: 1003°C;
/v/, sac  [01%5=+19.8 (c=2.4 in CHEIH NMR (300 Mz, CDG): 3=1.30 (d, J=6.6 Hz, 3H), 2.45 (s,
" 3H), 2.49 (s, 3H), 3.36 (dd, J=5.4 Hz, J=2.7 Hz, 1H), 4.27 (dq, J=6.6 Hz, 5.4 Hz, 1H), 5.52 ppn
J;Nf (d, J=2.7 Hz, 1H}®*C NMR (100 MHz, CBICB=20.9, 22.3 31.0, 60.1, 64.4, 66.0, 169.5,
0] 'SMe  194.3 ppm; IR (film{i=3402, 1753, 1695, 1130 EmHPLAMVS (ESI):{R2.19 min, m/z (%):
116 (100), 192 (20) [MOCH]", 236 (15) [M+H] 258 (28) [M+N4] 493 (9) [2M+N4] Anal. calcd. for
GHisNGS: C 40.83, H 5.57, N 5.95, S 27.25, found: C 40.89, H 5.68, N 5.91, S 27.18.

(3S4R)-3-((1R)-1-hydroxyethyl)-1-(methylthio)-4-(phenylsulfonyl) azetidin-2-one (27):
OH White solid (406 mg, 90% yield§=0.4 (cyclohexane/EtOAc 5:5); mp: 1B59°C; ] s
/Y,, SO,Ph =107.4, (c=1.7 in CHEI'H NMR (400 MHz, CRECB=1.14 (d,J6.8 Hz, 3H), 85 (d,
- J=.4 Hz, 1H), 2.48 (s, 3H), 3.59 (dd3,2 Hz, 2.8 Hz, 1H), 4.30 (ddep.8 HzJ=4.4 Hz,
/,;N(SMe J3.2 Hz, 1H), 4.86 (d2.8 Hz, 1H), 7.62.66 (m, 2H), 7.73.77 (m, 1H), 7.98.00 ppm
o] (m,1H);*C NMR (50 MHz, CRECB=21.4, 22.4, 62.2, 63.4, 72.729.2, 129.6, 134.8,
136.2, 169.7 ppm; IR (KB#:3433, 2979, 2925, 1763, 1647, 1310, 1147 ;cHPLAVS (ESI)R=4.90 min,
m/z (%): 116 (15) [MSQPhT, 319 (100) M+H,0T", 625 (72) [M+Na]; Anal. calcd. for GHisNOQ,S: C 47.82,
H 5.02, N 4.65, S ZB; found: C 47.79, H 4.95, N 4.54, S 20.88.

(R)-1-((S,B-2-(2-(benzyloxy)-2-oxoethylidene)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl 4-hydroxybenzoate
(14):
0 To a solution op-hydroxy benzoic acid (54 mg, 0.39 mmol) in@H6 mL)
under inert atmospheravas added oxalylchloride (66 uL, 0.78 mmol). The
O COOBN  golution was refluxed for 2 hours; after removal of,Cklwas introduced
/' VY 13 (58 mg, 0.19 mmol), benzene (4 mL), $a@H in CHCL (9.7 uL, 0.0097
HO mmol) and the mixture was refluxed for 2.5 hours anddiaitd by TLC.
N After completion the reaction was washed with 10 mL of 5% NaHCO
o SMe extracted with ethyl acetate (2x10 mL) and ,CH (2x10 mL), dried on
NaSQ and concentrated in vacuo. Flash chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8/2) of the extracts
gave14 (44 mg, 54% yieldR = 0.7 (cyclohexane/EtOAc 8:20]"hs=+93.0 (c=0.84 in CHCIH NMR (200
MHz, CDG): 6=1.35 (d 6.6 Hz, 3H), 2.52 (s, 3H), 4.55 (@d.8 Hz, 1.5 Hz, 1H), 5.23 (s, 2H), 5.75X4,.5
Hz, 1H), 5.87 (dg=6.6 Hz, 4.8 Hz, 1H), 6.34 (bs, 1H, OH), 688 (m, 2H, Ar), 7.27.43(m, 5H, Ar), 7.96
8.00 ppm (m, 2H, Ar?C NMR (50 MHz, CRCbh=15.5, 21.7, 62.7, 66.4, 66.6, 93.3, 115.2, 122.2, 128.5,
128.6, 132.2, 135.7, 156.1, 160.2, 165.2, 168.8 ppm; IR (#8BR92, 1817, 1702, 1825, 1713, 1668, 1061
cm’; HPL@VIS (ESIR=12.94,m/z (%): 290 (100)M-COOPh(OH)]+, 428 (20J4HT, 450 (20) M+Na], 877
(50) [M+Naf; Anal. calcd. for GHNQS: C 61.81, H 4.95, N 3.28, S 7.50, found: C 61.70, H 4.88, N 3.25, S.
7.41.

(R)-1-((SB-2-(2-(benzyloxy)-2-oxoethylidene)-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl 4-hydroxy-3,5-
dimethoxybenzoate (15)



Compound15 was obtained with the same procedure a4 using

MeO o syringic acid (4ydroxy3,5-dimethoxybenzoic acid).
€ o) COOBn (153: Transparent oil (6.5 mg, 7% yielB)y0.8 (cyclohexane/EtOAc 8:2);
/'/, y [0]%s=+63.3 (c=1.01 in CHEI"H NMR (200 MHz, CRCI5=1.36 (d,
HO 5 J6.6 Hz, 3H), 2.52 (s, 3H), 3.97 (s, 6H), 4.55%8®, 1.4 Hz, 1H), 5.19
OMe N (d, he=12.4 Hz, 1H), 5.26 (hs=12.4 Hz, 1H), 5.75 (&1.4 Hz, 1H), 5.89
o) "SMe (dd, J6.6 Hz, 5.2 Hz, 1H), 5.93s, 1H, OH), 7.32.42 ppm (m, 7H)}°C
NMR (75 MHz, CD£I16=15.5, 21.7, 56.4, 62.7, 66.3, 66.9, 93.3, 106.9,
120.9, 128.3, 128.5, 128.6, 135.8, 139.3, 146.6, 156.0, 165.0, 165.1, 168.4 ppm; IR=GH03; 2923, 1819,
1713, 1653, 1335, 1222, 1068¢ HPLEVIS (ESIR=13.05, m/z (%): 290 (LOM}COOPh(OGH(OH)], 488
(10) M+1T, 510 (15) M+Na], 998 [M+Na]; Anal. calcd. for LHsNQS: C 59.13, H 5.17, N 2.87, S 6.58,
found: C 58.95, H 5.08, N 2.81, S 6.44.

Analisi Microbiologiche

Ceppi batterici

A total of 77 clinical isolates were used for timevitro antibacterial activity determination of the studied
compounds. The following Grapositive and Grammegative bacterial species were includell: pyogenes
(7), S. pneumoniag10), Enterococus faecalis(3), methicillinresistantS. aureugMRSA) (13), methicillin
susceptibleS. aureus(MSSA) (13)S. epidermidig6), H. influenzae(4), E. coli(7), P. mirabilis(4), S.
marcescen$2), andk. pneumoniag8).

Ten isolates from each group of B& and MRSA strains tested, hmen recentlyisolated from paediatric
patients with cystic fibrosis at the Department of Paediatrics, CF Center, FoundB@S CA' GRANDA
Ospedale Maggiore Policlinicdniversity of Milan.

All the isolates were well chacterized for their antibiotic susceptibility pattern. Furthermore, MSSA and
MRSA strains isolated from CF patients are presently being evaluat&€6phenotypdiofilm production
and the presence of molecular determinants of resistance.

Determinazione della MIC

The "in vitro" antibacterial activity of new compounds was studied by determining the Minimum Inhibitory
Concentrations (MICs) by means of the broth microdilution method, according to the CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institut&)

Briefly, serial twofold dilutions of each antibiotic stock solution wepbtainedusing MuellerHinton broth

in 96 wells microtitre plates. An equal volume of bacterial inoculum BEEW/mL) was added to each well

of the microtitre plate containing 05 mL of serial antibiotic concentrations. The microtitre plate was then
incubated at 35 °C for B0 h; subsequently each well was analyzed for the presence of visible bacterial
growth. MIC was defined as the lowest concentration of the tested compabhel to inhibit visible growth

of the microorganism, after overnight incubatioMIG, and MIGy were the concentrations required to
inhibit the growth, respectively, of 50% and 90% of the tested microorganisms.

The "in vitro" antibacterial activity of 33 memonocyclic azetidi2-ones was tested and compared to that of
referencef-lactam agents in clinical use: amoxicillin (Sight@rich) and ceftriaxone (Sigrafddrich)

MSSAS. aureuATCC 29213, MRSAaureuATCC 4330@&. pyogeneATCC 1961%,. coliATCC 25922 were
used as controls for MIC determinations.

Parte Sperimentale relativa al paragrafo 1.2.2

Parte Strumentale

'H and**C NMR values were recorded on a INOVA 400, or a GEMINI 200 instrument with a 5 mm probe. All
chemical shifts have been gigal relative to deuterated solvent signals, d in ppm akid Hz. FAR: Nicolet

380 measured as films between NaCl, plates wavenumbers reported-ih @oC: Merck 60 F254. Column
chromatography: Merck silica gel 2300 mesh. GBIS: Agilent Technologiesplumn HP5 5% P¥e Silicon

MS: Agilent Technologies MSD1100 sirmladrupole mass spectrometer, El voltage 70 eV, gradient from

50 °C to 280 °C in 30 min. HRE, HPLC: Agilent Technologies H29100, column ZGB#H#pse XDES

Agilent Technologies, mdb phase: HD/CHCN, gradient from 30% to 80% of{CN in 8 min, 80% of GEN

until 25 min, 0.4 mL/min MS: Agilent Technologies MSD1100 sijuglérupole mass spectrometer, ftdtan

mode from m/z 50 to m/z 2600, scan time 0.1 s in positive ion modespES}t voltage 4500 V, nitrogen gas



35 psi, drying gas flow 11.5 mL/min, fragmentor voltage 20 V. Elemental analysis were performed on a
Thermo Flash 2000 CHNS/O Analyzer, and they were within + 0.4 % of the theoretical values. A Shimadzu
U\W-1601 PC speatphotometer was used for spectrophotometric measurements.

Azetidinones4, and4, 17, 19, 29, 20, 22, 30, 31, were prepared as previously reported.

1-(methylsulfonyl)-4-oxoazetidin-2-yl acetate (36):
OAC A 1 M solution of LIHMDSA (1.1 mL, 1.1 mmol) was @dde solution of 4acetoxy2-

azetidinone (129 mg, 1.0 mmol) in THF (10 mEy&CC under inert atmosphere, followed
N, by methansulfonyl chloride (194 pL, 2.5 mmol). The solution was allowed to warm to
o SOz2Me  room temperature and was monitored by TLC. After Bid reaction was quenched with

aqueous NECI (15 mL) and extracted with EtOAc (3x10 mL). The organic extracts were dried £8@r Na
and the residue was purified by flashromatography (cyclohexane/ethylacetate: 60/40) to afford product
36 (42 mg, 20%) aa pale yellow oil. Found C, 34.92; H, 4.51; N, 6.90; S, 15.389CES requires C, 34.78;
H, 4.38; N, 6.76; S, 15.48%./cm™ 2970, 2917, 1757 and 1163, (400 MHz, CDgI2.17 (3 H, s,IGCQ),
3.10 (1 H, ddJ=2.0 and 16.4 Hz, CHB), 3.23 (3 Hs, SGCH;), 3.54 (1 H, ddJ=4.8 and 16.4 Hz, CHE
6.47 (1 H, ddJ= 2.0 and 4.8 Hz,HCHH)3¢ (100 MHz, CDgI20.7, 42.5, 45.7, 75.6, 161.0, 16HRLEVIS
(ESIR = 2.47 minm/z: 225 [M + HOT', 230 [M + N&] 246 [M + K] 437 [2M + Nd]

1-(methylthio)azetidin-2-one (35):
LIHMDSA (2.2 mL 1M solution in THF, 2.2 mmol) was added to a solutiazefidnone

N, (142 mg, 2 mmol) in THF (14 mL)-& °C under inert atmosphere, followed shortly &y
o SMe  methyl methanethiosulfonate (514 pL, 5 mmorhe solution was allowed to warm to room
temperature and was monitored by TLC. After 3 h, the reaction was quenched with aquegDis(NFmL)
and extracted with EtOAc (3 x 10 mL). The organic extracts were dried ox@@QMNad the residue was
purified byflash-chromatography (cyclohexane/ethylacetate: 75/25) to afford prodE{187 mg, 80%) as a
pale yellow oil. Found C, 40.83; H, 5.98; N, 11.87; S, 27.1F9QS requires C, 41.00; H, 6.02; N, 11.95; S,
27.37%:; Ana/em™ 2970, 2917, 1757 and 1163, (200 MHz, CD@I2.41 (3 H, s, SMe), 3.04 (2 Hi%,4.8 Hz,
CH), 3.40 (2 H, tJ= 4.8 Hz, CHl ¢ (100 MHz, CDg}I121.9, 38.7, 43.0, 170.8IPLEMS (ESIR = 1.97 min,
m/z: 118 [M + H] 135 [M + KHOJ', 140 [M + Nd] 257 [2M + Nd] GGMS (El, @eV):R = 8.04 minm/z: 117
(40%, M), 75 (100, M-COCHh), 60 (50, M- COCk-Me).

(R)-1-((2R 3R)-2-acetoxy-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl-4-(ethoxymethoxy)-3,5
dimethoxybenzoate (37):
To a solution oft9 (117 mg, 0.53 mmol), in GEL (20 mL) at 0° C

@]
MeO under inert atmosphere, the acid4 (216 mg, 0.84 mmol), DMAP
) (13 mg, 0.11 mmol) and DCC (174 mg, 0.84 mmol were added). After
/\O/\o )/’ X .
After 70 hours the reaction was washed with coslter and
OMe N extracted with CBCh (3x15 mL). The collected organic phases were
O SMe  dried on NaSQ and evaporated. The residue was treated with
EtOAc and filtered. The solid was discarted whereas the solvent was evaporated and purified by flash
cromatography (aglohexane/EtOAc: 70/30) obtaining prodB% (177 mg, 73%) as a white syrup. Found C,
52.58; H, 5.94; N, 3.11; S, 6.89%HENQSS requires C, 52.51; H, 5.95; N, 3.06; S, 7.af]%%° 3.25 € 1.6 in
CHGJ). Anadcm™ 3323, 2926, 2850, 1789, 1755, 1716 and 1/G400 MHz, CD11.17 (3 H, t)= 7.2 Hz,
CH:CH), 1.48 (3 H, d)= 6.4 Hz, B;CHOCO), 2.14 (3 H, $:kCQ), 2.47 (3 H, s, $k), 3.46 (1 H, ddJ= 1.2
and 6.4 HzCHCHO), 3.84 (2 H, 4= 7.2 Hz, C§dH,), 3.87 (6 H, s, 2 x ®¢}, 5.20 (2 H, s, ®E0), 5.43 (1 H,
quintet, J= 6.4 Hz, C}@HO), 6.21 (1 H, dl= 1.2 Hz, BOAc), 7.22 (2 H, s, aromd; (50 MHz, CDg)I14.8,

18.2, 20.8, 22.8, 56.1, 64.1, 64.9, 66.9,5886.4, 106.7, 125.1, 138.9, 153.0, 164.9, 167.3, 169.6.-MBLC
(ESDHR = 8.62 minm/z: 475 [M + HOT".

. OAc 10 minutes the mixture was allowed to warm to room temperature.
it



(R-1-((2R3R)- 2 -acetoxy-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl-4-hydroxy-3,5-dimethoxy benzoate (38):
A stirred solution of37 (76 mg, 0.17mmol) in CHCL under inert
atmosphere was treated with aliquots of trifluoroacetic acid (12 pL, 0.17
mmol) every 15 minutes until the disappearing of the starting material.
/' After the completion of the reaction, the solvent and the trifluoroacetic acid
were evaporated to obtair38 (55 mg, 81%) as a yellow oil. Found C, 51.03;
H, 5.37; N, 344 S, 7.89%7H5NG;S reqwresC 51.12; H, 5.30; N, 3.51; S,
SMe 8.03%); {i]°*-36.3 €0.52 in CHE). Amadcm™ 3412, 2938, 2850, 1783, 1756,
1711 and 11166H (400 MHz, CDG) 1.50 (3 H, dJ= 6.4 Hz, B;,CHOCO), 2.16 (3 H, $:CQ), 2.49 (3 H, s,
SCG4), 3.48 (1 H, dd)= 1.2 and 6.0 Hz,HCHOCO), 3.94 (6 H, s, 2 ¥)(C5.44 (1 H, quintet)= 6.4 Hz,
CHCHO), 5.97 (1 H, s, OH), 6.23 (1 HJ4d,1.2 Hz, BOAC),7.26 (2 H, s, arom.dc (100 MHz, CD¢}118.3,
20.8, 22.9, 56.4, 64.2, 66.7, 81.5, 106.7, 120.6, 139.5, 146.6, 165.2, 167.5, 169-MHAHEHSI)R = 5.68
min, m/z: 417 [M + HOT', 422 [M + Naj] 821 [2M + N4]

(R)-1-((2R 3R)-2-acetoxy-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl-3,4-bis((tert-butyldi
methylsilyl)oxy)benzoate (41):
To a solution ofl9 (121 mg, 0.55 mmol) in GEL (8.2 mL), compound?

TBSO (210 mg, 0.55 mmol) and DMAP (67 mg, 0.55 mmol) were added. The
mixture was then cooled to 0°C, EDC (105 mg, 0.55 mmol) veesl aohd
/' the system was allowed to reach rt in 10 minutes. After 30h, the reaction
TBSO was quenched with water and some drops of HCI (1 M), extracted with

CHCJ, dried on NaSQ and evaporated. The sylilated intermediada

SMe was obtained after flashromatogranny (CHCHELO 99/1) in 23% yield
(73 mg) as an 0|[a] -13.8 €0.5 in ChCL). Ana/cm™ 3427, 2930, 2858, 1793, 1758, 1719 and 11R0.
(400 MHz, CDgI10.22 (6 H, s, SitRie,), 0.23 (6 H, s, SitBle,), 0.99 (9 H, s, tBuMe,), 1.00 (9 H, s,
StBuMe,), 1.47 (3 H, dJ= 6.0 Hz, B;CHOCO), 2.17 (3 H, $:CQ), 2.47 (3 H, s, $%), 3.47 (1 H, dd]= 1.6
and 6.0 Hz; BCHO), 5.45 (1 H, quintelz 6.0 Hz, C}&HO), 6.26 (1 H, dl =1.2 Hz, CHOACc), 68284 (1 H,
m, Ar), 7.467.49 (2 H, m, Arpc (50 MHz, CDg)I-4.2,-4.1,-4.1,-4.0, 18.3, 18.4, 18.5, 20.9, 22.8, 25.8, 25.9,
64.1, 66.3, 81.0, 120.4, 122.3, 122.9, 123.6, 146.8, 152.0, 165.0, 167.5,HBR@IS (ESI)R = 26.6 min,
m/z: 601[M + HOT, 606 [M + Na] 1190 [2M + Nd]

(R)-1-((2R,3R)-Z-acetoxy-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl3,4-dihydroxy benzoate (39):
To a solution of1 (47 mg, 0.08 mmol) in anydrous &N (1.64 mL) under
inert atmosphere and at 0°C BELO (23 pL, 0.182 mmol) was added
dropwise. After 30 minutes the ideath was removed, and after 45 minutes
/V at rt the reaction was quenched with a pH = 6 phosphate buffer solution 0.1M,
extracted with CkC}, dried on NaSQ and evaporated The crude wéirally
triturated to afford the desired producB9 in 46%yield (13 mg) as a light
SMe yellow oil. Found C, 50.96; H, 4.91; N 3.96; S, 8.95:4,X00;S requires C,
50.70; H, 4.82; N 3.94; S, 9.0284oF-13.7 €0.25 in ChLCh). Ana/cm™ 3371, 2983, 229, 1781, 1761, 1713,
1602 and 1294d (400 MHz, CDgI11.47 (3 H, dJ= 6.0 Hz, BsCHOCO), 2.18 (3 H, $:CQ), 2.47 (3 H, s,
S@;), 3.49 (1 H, dd]= 1.2 and 4.8 Hz;HCHO), 5.46 (1 H, quintel= 6.0 Hz, CJgHO), 6.28 (1 H, d] =1.2
Hz, CHOAC},.86 (1 H,J)= 8.4 Hz, Ar), 7.44 (1 H, di; 2.0 and 8.4 Hz; Ar), 7.50 (1 HJd,2.0 Hz, Arpc (50
MHz, CDG) 18.3, 20.9, 22.7, 64.0, 66.3, 80.8, 114.8, 116.5, 121.8, 123.5, 143.4, 149.2, 165.3, 168.2, 170.1.
HPLE@VIS (ESIR = 5.0 minm/z: 373[M + HOTJ', 378 [M + N&] 733 [2M + N4]

(B-(R)-1-((2R 3R)-2-acetoxy-1-(methylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl-3-(3,4-bis
(ethoxymethoxy)phenyl)acrylate (42):
To a solution oft9 (68 mg, 0.31 mmol) in GEL (11.6 mL),

compound46 (145 mg, 0.49 mmol) anBMAP (7.6 mg, 0.06
mmol) were added. The mixture was then cooled to 0°C, DCC
oo /' (101 mg, 0.49 mmol) was added and the system was allowed

to reach r.t. in 15 minutes. After 65 h, the reaction was
quenched with water, extracted with GEl, dried on NgSQ,

O SMe evaporated and triturated with AcOEt to separate
dicycloexylurea precipitate. The solution was then evaporated and purified by-dtastatography
(cyclohexane/etylacetate 90/10 to 80/20) to afford the product in 61% vyield (94 mg) as an oil. Found C,
55.78;H, 6.32; N, 2.68; S, 6.30 %;H5:NQS requires C, 55.52; H, 6.28; N, 2.82; S, 6.4’ {7.4 €0.84



in CHCL). Ana/cm™ 3327, 2977, 2930, 1789, 1757, 1711, 1635, 1599, 1510, 1437, 1251 andb {590
MHz, CDG) 1.211.28 (6 H, m, 2 x OQBH,), 1.44 (3 H, dJ= 6.4 Hz, BCHO), 2.17 (3 H, SHCQ), 2.51 (3

H, s, SB), 3.42 (1H, dd,J= 1.6 and 6.0 HZHCHO), 3.78.81 (4 H, m, , 2 x OgHi#), 5.30 (2 H, s, OGH),
5.31 (2 H, s, 0GA), 5.37 (1 H, quintel= 6.0 Hz, C}HO), 6.22 (1 H, di= 1.6 Hz, CHOAc), 6.25 (1 Hld,
16.0 Hz, CHHCO), 7.13 (1 H, dd= 2.0 and 8.4z, arom), 7.19 (1 H, d= 8.0 Hz, arom), 7.37 (1 H,J
2.0 Hz, arom), 7.53 (1 H, 3 16.0 Hz, B=CHCO}¢ (50 MHz, CD§)I15.0, 15.1, 18.3, 20.9, 22.7, 64.1, 64.5,
64.6, 66.1, 80.9, 93.8, 94.1, 115.5, 115.7, 116.0, 123.4, 128.4, 145.3, 147.5, 149.5, 165.9, 167HPILE9.8.
MS (ESIR = 9.9 minm/z: 515 [M + HOJ', 520 [M + Nd] 1017 [2M + N4]

(E)-(R)-l-((zR,3R)-Z-acetoxy-1-(methy|thio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethyl-3-(3,4-dihydroxy phenyl) acrylate (40):
To a solution o#2 (94 mg, 0.19 mmol) in GEL (23 mL) under inert
atmosphere aliquots of TFA (64.5 pL, 0.869 mmol) were added every
15 minutes until the disappearing of the starting material (TLC
/V monitoring). The solution was evaporated and the crude was purified
by flashcromatography (cyclohexane/ethylacetate 40/60). The
product obtained from the collected fractions was finally triturated
O SMe with pentane to afford the desired produd0 as a white solid in 90%
yield (65 mg). Found C, 53 89; H, 5.13, N 3.55; S, 8. 3Z7H’@I\[C);S requires C, 53.53; H, 5.02; N, 3.67; S,
8.41%; mp: 538 °C. {]p°*-19.3 € 1.11 in CKCL). An/ecm™ 3391, 2933, 1755, 1716605, 1515, 1445,
1397, 1260 and 1056 (400 MHz, CDgl1.44 (3 H, dJ= 6.0 Hz, BsCHOCO), 2.19 (3 H, $:CQ), 2.52 (3
H, s, SB;), 3.44 (1 H, dd]= 1.2 and 5.2 HzHCHO), 5.38 (1 H, quintelF 6.0 Hz, C}@HO), 6.18 (1 H, d=
16.0 Hz; @=CHCO), 6.23 (1 H, ik 1.2 Hz; 1H, CHOAC), 6.87 (1 H=d8.0 Hz, arom), 6.97 (1 H, d&; 2.0
and 8.4 Hz; arom), 7.06 (1 H,Xk 1.6 Hz; arom), 7.54 (1 H, Xk 16.0 Hz; CHHCO).5c (50 MHz, CDgl
18.2, 20.9, 22.7, 63.8, 65.9, 80.8, 114.1, 31415.4, 122.4, 126.9, 144.2, 146.1, 147.0, 166.5, 168.5, 170.1.
HPL@VIS (ESIR = 5.6 minm/z: 399 [M + HOT', 404 [M + Nd] 785 [2M + N4]

Methyl 4-(ethoxymethoxy)-3,5-dimethoxybenzoate (43):
A solution of methyl 4ydroxy3,5-dimethoxybenzoatg1.24 g, 5.9 mmol) in
MeO _ THF (10 mL) was added dropwise to a suspension of NaH (60% in mineral oil,
o 306 mg, 7.6 mmol) in THF (20 mL) at 0 °C under inert atmosphere. After 10
N minutes a solution of chloromethylethylether (1.1 mL, 11.75 mmol) in THF (7
mL) wasadded dropwise and the reaction was allowed to warm to room
temperature and monitored by TLC. After 2 h the reaction was quenched with
aqueous NECI (30 mL) and extracted with EtOAc (3 x 20 mL). The organic extracts were dried 8@r Na
and concentratedo obtain product43 (1.46 g, 92%) as pale yellow solid. Found C, 57.62; H, 6.86H&06
requires C, 57.77; H, 6.71 %; mp: 58576 .An/cm™ 2926, 1720, 1592 and 1128, (200 MHz, CDgI1.21
(3 H,tJ=7.0 Hz, B,CH), 3.88 (2 H, gq]= 7.0 Hz, CJaH,), 3.90 (6 H, s, 2 x Big}, 3.92 (3 H, s, GOH,), 5.23
(2 H, s, OB,0), 7.31 (2 H, s, arom)¢c (100 MHz, CD¢}114.6, 51.8, 55.84.6, 96.2, 106.4, 125.3, 138.4,
152.8, 166.3. HPLKAS (ESIR = 7.81 minm/z: 271 [M + H] 293 [M + N4d] 309 [M + K]

Methyl 4-(ethoxymethoxy)-3,5-dimethoxy benzoic acid (44):
(@) A stirred solution of4a3 (730 mg, 2.7 mmol) in 10 mL of a mixture of
MeO THF/MeOH: 90/10 was treatd with 5 M NaOH (2.7 mL). The reaction was
OH  heated at 40° C for 4 hours and monitored by TLC. At completion, EtOAc (10
A~ mL) was added and the organic phase was separated and discarded. The
aqueous phase was then cooled to 0° C andistdfd to pH 6 with aqueous
NH,CI. The mixture was extracted with EtOAc (3 x 15 mL), dried £8CNand
concentrated to affordd4 (432 mg, 63%) as a white solid. Found C, 56.18; H, 6.34%Ce requires C,
56.24; H, 6.29 %; mp: 107109.4 °C.Am/cm™ 3398, 2924, 1716, 1589 and 1120.(400 MHz, CDgI1.22
(3H,tJ=7.2 Hz, B,CH), 3.89 (2 H, g]= 7.2 Hz, C§dH,), 3.92 (6 H, s, 2 x Big}, 5.26 (2 H, s, ®E0O), 7.37
(2 H, s, arompc (75 MHz, CDg}114.8, 56.0, 64.9, 96.3, 107.1, 124.5, 13958.0, 171.5HPLEAVIS (ESIR =
1.53 minm/z: 279 [M + N4d] 535 [2M + Nd]

(B-methyl 3-(3,4-bis(ethoxymethoxy)phenyl)acrylate (45):
A solution of caffeic acid methyl ester [37] (540 mg, 2.78 mmol) in THF

~_0._0 _ (6 mL) was added dropwise into a solut@inNaH (60% dispersion in oil,
~ - 70" 289 mg, 7.2 mmol) in THF (15 mL) under inert atmosphere and at 0°C.
N

After 10 minutes a solution of chloromethyl ethyl ether (1.01 mL, 11.1



mmol) in THF (7 mL) was added dropwise. After 2 h the solution was allowed toquaendhed by adding a
saturated NHCI solution, extracted with GBL, dried over NgSQ and evaporated. The produd5 was
obtained in 90% yield (776 mg) after flasﬂmmatography (cyclohexane/etylacetate 90/10) as a colorless oil.
Found C, 62.12; H, 7.38; GeH,,Os requires C, 61.92; H, 7.15 %/cm™ 2977, 2900, 1717, 1634, 1600,
1582, 1511, 1436, 1393, and 1105.(400 MHz, CD¢}I11.231.27 (6 H, m, 2 x O@EH;), 3.743.81 (4 Hm, 2 x
OQH,CH), 3.81 (3 H, s, OGK5.30 (1 H, s, O@B), 5.31 (1 H, s, Og®), 6.33 (1 H, dI= 16.0 Hz, B=CHCO),
7.15 (1 H, ddJ= 2.0 and 8.0 Hz; arom), 7.19 (1HJd,8.4 Hz, arom), 7.39 (1 HX 1.6 Hz; arom), 7.63 (1 H,

d, J=16.0 Hz, CH#CO).5¢ (50 MHz, CDg)I5 14.9, 15.0, 51.4, 64.3, 64.4, 93.6, 94.0, 115.5, 115.9, 116.0,
123.1,1128.5, 144.4, 144, 149.2, 167.4HPL@VIS (ESIR = 9.2 minm/z: 311 [M + HJ, 333 [M + Nd] 349

[M + KT.

(B-3-(3, 4-bis(ethoxymethoxy)phenyl)acrylic acid (46):

A stirred solution of45 (310 mg, 1 mmol) in 3.8 mL of a mixture of

THF/MeOH 90/10 was treated with 1LnNaOH 5M, warmed at 40°C and

OH stirred for 4 h. After completion, AcOEt (6 mL). was added and
0™ discharged. The acqueous phase was treated with HCI (1M), extracted

with AcOEt, the organic phase was dried ovesS@and evaporated to
afford the deswed producin 96% yield (284 mg) as a white solid. Found C, 60.52; H, 6.95M406
requires C, 60.80; H, 6.80 %; mp: 2I@B °CAn./cm™ 2976, 1683, 1626, 1596, 1514, 1418, 1244 and 1114.
01 (400 MHz, CDgI 1.22-1.29 (6 H, m, 2 x ®ECH), 3.753.85 (4 Hm, 2 x Ck0H,0), 5.31 (1 H, s, O&B),
5.33(1 H, s, 0Ga), 6.35 (1 H, d= 16.0 Hz; B=CHCO), 7.18 (1 H, d&; 1.6 and 8.8 Hz; 1H, arom), 7.22 (1
H, d,J= 8.8 Hz, arom), 7.42 (1 H,Xk 1.6 Hz, arom), 7.73 (1 H,J& 16.0 Hz, CH¥CO).50¢ (50 MHz, CDG)
15.0, 15.1, 64.5, 64.6, 93.8, 94.2, 115.5, 115.8, 116.0, 123.7, 128.3, 146.8, 147.5, 149. HAL/&MS
(ESHR = 1.90 minm/z: 297 [M + Na] 319 [2M + Nd] 335 [M+K].

3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)benzoic acid (47):

To a solutn of 3,4dihydroxybenzoic acid (500 mg, 3.24 mmol) in DMF (5.8 mL) under inert atmosphere,
imidazole (1.983 g, 29.16 mmol) and then TBSCI (2.200 g, 14.6 mmol) were added.

9 After 66 h the reaction was quenched at 0°C by adding water, and then extracted

TBSO oy With EtO (10 x 4 mL). The organic phases were washed twice with water and brine,
dried over NaSQ and evaporated. To the persilylated intermediate (2.049 g, 4.12
mmol) in a 6 mL MeOH/THF 40/60, a solution ¢€®& (231 mg, 1.67 mmol) in

water (2.2 mL) wasdaled. After 12 h the mixture was quenched a 0°C by adding a

saturated solution of citric acid and extracted with&t The organic phases were washed with water and

brine, dried over Ng5Q and evaporated. The product was finally obtained by flasimatogaphy

(CHCL/MeCN: 90/10) in 75% yield (930 mg) as a white solid (found C, 59.64; H, 8.951%40&] requires

C, 60.80; H, 6.80 %); mp: 1524 °Cdy (400 MHz, CDgId 0.24 (6 H, s, SitBle,), 0.25 (6 H, s, Sit®le,),

1.00 (9 H, s, ®uMe,), 1.01 (9H, s, SBuMe;,), 6.88 (1 H, d]J= 8.0 Hz, arom); 7.60 (1 H,Xk 2.0 Hz, arom),

7.63 (1 H, ddJ=1.6 and 8.8 Hz; 1H, arom};(50 MHz, CDg)I-4.1,-4.0, 18.4, 18.5, 25.8, 25.9, 120.5, 122.4,

122.7,124.4, 146.8, 152.5, 171.2.

TBSO

Metodologie di determinazione della attivita antiossidante

Saggio BR

Relative antioxidant activity (r.a.c.) with respect to a substance chosen as standard, resorcinol (Re) in our
case, is determined on the basis of concentrations of sample and resorcinol that give the ggmafc. is
expressed agiM resorcinol equivalents [18]. Oscillatory behaviours V(Pt) were followed potentiometrically
by using the couple bright platinum electrode (Hamilton 238 94%g/AgCl double junction electrode
(Ingold 37390-WTEISES7) connected to a multimeter (WTW (@40 GLP), controlled by a PC. Reacting
mixtures were thermostated at 25.0 + 0.1 °The straight line of the standard was checked before each
series of measurements.

More details on the experimental procedure are reported in refs. [18, 19, 34].

Saggio TEA
The radical cation is preformed by reaction between ABTS #@®3n PBS medium, pH = 7.4. The mixture

was kept in the dark until the reaction was complete and absorbance at 734 nm stable. Spectroscopic
measurements were performed in triplicate at foconcentration of the3-lactams in DMSO. Suitably diluted
solutions of the standard (Trolox) were treated in the same way. In brief, 3.0 mL of diluted "a@&Titon

and 30 pL of sample were mixed in a photometric cuvette and absorbance was measur@4l it 7at



exactly 6 min after the mixing of the reagents (T = 30.0 £ 0.1 °C). A blank with DMSO was measured in the
same way. The difference between the absorbance of the blank and the samplAE&YE6blaniE6sample

= AE6).Data AE6 vs conc (mM)) are Wditted by straight lines through the origin (following the Lambert

Beer law). Then, the relative antioxidant activity with respect to Trolox (TEAC) was obtained by the ratio:
TEAC m(smp)/m(Trolox)

wherem(smp) andn(Trolox) are the slopes of the stghit lines of the sample and the standard respectively.
Standard error of this ratio is calculated in the usual way.

Here also the straight line of the standard was always checked before each series of measurements.

Saggio DPPH
The principle of this methiis the decolorization of the stable radical 2iphenyt1-picrylhydrazyl (DPPH

by antioxidants [21, 22]. The DPHBlintensely purple colored fnax = 51530 nm) due to the presence of

the picric group (1,3/mitrobenzene) and is stabilized by eithéhe steric hindrance of the aromatic
substituents and the delocalization of the unpaired electron on the whole structure. The disappearance of
this radical due to the addition of an antioxidantddnor, may be evaluated spectrophotometrically, at its
absorption maximum in methanol (515 nm). The measured decrease in absorbance at 515 nm is an
expression of the antioxidant capacity of a sample [35le extent of the decolorization is a function of
concentration and time. Trolox was used as the standbwyd pr acti ce 2. 900 mL of DPI
were placed in a cuvette and the initial absorbance, A0, was measured. Then 100 mL were added and mixed,;
after 15 minutes the final absorbance, Af, was measured. The percentage of inhibition was calculated
according to the following equation (%) Inhibition =A#AQ) x 100. The same procedure was repeated with

the standard.Data (%inhib vs conc (mM)) are well fitted by straight lines through the origin (following the
LambertBeer law). Then, the relative dokidant activity with respect to Trolox was obtained by the ratio:
DPPH am(smp)/m(Trolox).

Saggio FRAP
2,4,6Tris(2pyridyl)s-triazineFe* (FRAP reagentyas prepared by mixing suitable amounts of TPTZ and

FeC] solutions in aqueous acetate buffer. mief, 3.0 mL of FRAP reagent and 100 pL of suitably diluted
sample were mixed in a photometric cuvette and absorbance was measuredeafietly 4 min after the
mixing (T = 25.0 + 0.1°). The absorbance of the bléiecBmplex is measured at 593 nm (Shiru UV1601

PC spectrophotometer). Four or five different sample concentration were tested and the straight line Abs vs.
conc. was then compared with that of the standard (F§SThe LamberBeer law is followed, thethe

ratio: FRAP m(smp)m(F&" givesthe relative ferric reducing activity (mmol equike).

Voltammetria Ciclica

All electrochemical experiments were conducted in Acetonitrile from Sigtdech (> 99.5% over molecular
sieves) after careful dearation of the reaction mixture with argarall instances a silver wire was used as a
pseudareference electrode, while a platinum coil was used as a counter electrode. Voltammetric analysis
was performed with platinum, gold and glassy carbon working electrodes (@=2mm) using a function
generatorAMEL mod 568 equipped with a digital oscilloscope.

Attivita Biologica

Bacterial isolates

A collection of 45 recently isolated and well characterized for the antimicrobial susceptibility phenotype
MRSA strains recovered from CF patients was tested. Alstitains were isolated at the Department of
Pediatrics, CF Centdétondazione IRCCS Ca Granda Ospedale Maggiore Policlinico, University of Milano

Determinazione della suscibilita antibatterica

Thein vitro susceptibility of methicillifresistant isolate of S. aureugo new antimicrobial compounds was
evaluated by means of the broth microdilution method for the determination of the minimum inhibitory
concentrations (MIC), in accordance with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; formerly
National Committee for Clinical Laboratory Standards) quidelines [38].

Briefly, serial twefold dilutions were made of the compounds in-@@ll plates in order to obtain
concentrations ranging from of 0.8628 mg/L in catioradjusted MullerHinton broth( DIFCO). An equal
volume of 1 x 1O CFU/mL (Colony Forming Unit/mL) bacterial inoculum was added to each well of the
microtitre plate containing 0.05 mL of the serial antibiotic concentrations. The microtitre plate was then
incubated overnight at 37°C drsubsequently analysed for the presence of visible bacterial growth. MIC was
defined as the lowest concentration of the tested compound able to inhibit visible growth of the




microorganism after overnight incubation. All the tested compounds were soleiiiz 100% DMSO and
appropriate dilutions were set up to prevent its toxicity. Positive strain controls without antimicrobial
compounds, controls with DMSO and uninoculated media were run parallel to the tested compounds under
the same conditions.

Staphyl@occus aureu8merican Type Culture Collection (ATCC) 29213 (MSSA) and ATCC 43300 (MRSA) were
used as control strains. Cefotaxime sodium salt was used as the reference antibiotic for MIC experiments
validation. Breakpoints for resistance were those recomdetl by the CLSI [39].

Parte sperimentale relativa al capitolo 1.2.3.

I B lattami

MonocyclicB-lactamsP1 and P2 were prepared according to procedures previously reported (Galletti et al.,
2011) and summarized in SchemePl. was prepared from the commerciatatetoxyazetidinone with
lithium hexamethyldisilylamide (LIHMDSA)d Smethylmethanethiosulfonate in THRP2 was prepared

from (3R 4R)-4-acetoxy3-[(1R)-1-(tert-butyldimethylsilyloxylethyl]-azetidin2-one and  Smethyl-
methanethiosulfonate; in this case tié-thiomethylation was more efficiently conducted using N&t the

base in CECL instead of LIHMDSA.

A stock solution of synthesized antibiotibs and P2, with an estimated purity of 99%, were prepared
dissolving known amount of each drug (both of dense oily appearance) in 5 mL ethyl acetate (RPE ACS grade,
CarloErba). Amoxicillin trinydrate of 97% purity was furnished by Gellini International srl (Italy). A stock
solution at the maximal solubility (1.3 mM) was prepared dissohantpxicillin trihnydrate powder in
methanol. Known volumes of antibiotic stock solutiovere withdrawn and the solvent removed by
evaporation. Then each antibiotic was dissolved in water (Millipore Ultra gradient) for hydrolysis
experiments, or added with soils for soil degradation trials.

Terreni

Two soils from northern Italy (Bologna ajewere selected for this study: soil 1 (S1) and 2 (S2). After
collection of the sail first centimetres, theamples were air dried, sieved at < 2 mm, and stored at room
temperature (RT) in the dark. Selected physical and chemical properties of the smlsn@asuredSoil pH

was determined in water or 0.01 M Ca@tueous solution with a soil:solution ratio of 1:2.5 w/w. CaCO
content was evaluated by the Dietrigbreuling calcimeter (Loeppert and Suarez, 1996). Particle size
distributions were performedising the hydrometer method (Sheldrick and Wang, 1993). Water content of
soils at wilting point-L5 bar) and at field capacityl6 and-0.33 bar of suction pressure) were determined
according to the gravimetric method at 105°C for 24 h. Total organimnazontent (TOC) was determined
by CHN analyzer (Model EA 1110 CIENSE Instruments, UK).

Experiments conducted in soils under reduced microbial activity were performed by autoclaving the soils as
reported by Alef (1995) and Trevors (1996) treating $maitions of soils: shortly, before use, 50 g of soil
were spread out in thin layer {2 cm) inside a glass flask, then autoclaved at 121°C and 1.1 atm for 1 h.

Cinetica di idrolisi a diversi pH

Antibiotic solutions were prepared in buffered media at Btdnd 5 (20 mM trisodium citrate, Carlo Erba),

and pH 7 and 9 (20 mM, dibasic potassium phosphate, Fluka). Sodium azide (0.1%, Carlo Erba) was finally
added to the buffered solution in order to ensure the sterility of aqueous media. Buffered solutiothe at
antibiotic concentrations of 10QM for productP1 and 30uM for productP2, were kept in the dark at 25 +

2°C on a horizontal shaker for the entire duration of the trials. The low concentratid2 faas due to its

low solubility and resulted about53uM at RT as determined by HPLC. At specific times, aliquots of buffered
antibiotic solutions were withdrawn and directly analyzed in HPLC. The experiments were run in triplicate.
Buffered solutions at pH 3, 5, 7, and 9 of amoxicillin (i) were prepaed for comparison.

Cinetica di degradazione nei terreni

Experiments of antibiotic degradation in soils S1 and S2 (both untreated and autoclaved) at RT were
performed at wilting point and at field capacity. Also experiments with soils alone were run aelcédl
experiments were run in triplicate.

Punto di Wilting
Experiments at the wilting point were set preparing a number of trials whetke 6fP1 or P2 stock solutions

were placed in polyallomer centrifuge tubes (Nalgdnend, after removal of theadvent by evaporation,



added with 2.5 g of soil S1 or S2 both at the wilting point (2.3% and 1.5% soil dry weMhtvide infra

Table 2). The final concentrations Rt and P2 were 0.5 and 0.14 mmol Kgsoil DW, respectively.

To follow the degradatio in soils at wilting point, at specific time intervals, suitable milliQ water volumes
were added to centrifuge tubes in order to reach the final value of 5 mL (4.942 mL in S1 and 4.962 mL in S2)
and kept on a horizontal shaker for 15 min. The supernatasi® then separated from soil particles by two
centrifugation cycles at 15008 for 15 min each, and directly analyzed by HPLC. To desorb any chemicals
possibly adsorbed on soil solid phases, each pellet was shaken for 15 min with a mixture of aeetordtril
methanol 50%:50% v:v (4.3 and 4.085 mL for S1 and S2, respectively, to reach a final volume of 5 mL). The
antibiotics amounts in the residual water after centrifugation were then subtracted from the measured
concentration. Each trial was used to gieee concentration point: after analysis, the extracted soil and
supernatant were discarded. The same trials were conducted in soils under reduced microbial activity (soils
autoclaved as reported aboveThe persistence of amoxicillin in untreated and aldéwed soils at the
concentration of 0.2nmol kg' soilDW was also performed at wilting point as comparison test.

Field Capacity
Experiments at field capacity were set placing in polyallomer centrifuge tubes (N8idepke of P1 or P2

stock solutions ath, after removal of the solvent by evaporation, adding with 2.5 g of dry soil S1 and S2 both
brought at the field capacity (28.0% and 36.6% soil dry weighWV — vide infra Table 2). The final
concentration forP1 andP2 was 0.5 and 0.14 mmol Kgoil DW respectively.

At specific times, soils were extracted with suitable milliQ water volumes added to centrifuge tubes in order
to reach the final value of 5 mL (4.300 mL in S1 and 4.085 mL in S2) and kept on a horizontal shaker for 15
min. After that, soilswere extracted and processed in the same way as described for the wilting point
condition. The same experiments were conducted in soils under reduced microbial activity (autoclaved as
reported above)The persistence of amoxicillin in untreated and audweld soils at the concentration of 0.2

mmol kg" soil DW was also performed as comparison.

Analisi Cromatografiche

HPLEDAD

The concentration oP1 and P2 and of their degradation products was determined by high performance
liquid chromatography (HPLChelsystem was assembled with a Jasco-BBOIntelligent pump, a Jasco-AS
2055 plus Intelligent sampler, a Jasco -85 Intelligent UWis detector at 195 nm, a Jones Chromatography
model 7971 column heater set at 35°C, and a Borwin Chromatography Software.

ForP1 the analytical column was a Synergi 4 u Hyd®P 80A (150x4.60 mm) eluted with 10% acetonitrile
(HPLC grade, J.T.Baker) and 90% milliQ water at 1 riil tlimler these chromatographic conditioRa
retention time was 12.9 min.

P2 was monitored wh a Kinetex 2.6u PFP 100A (100x4.60 mm) analytical column eluted with 55%
acetonitrile and 45% milliQ water at 0.3 ml Miwith 7.20 min retention timeP2 transformation products

were followed applyin®1 analytical set up. The different analytical citimhs applied toP2 compared to its
degradation products was mainly due to ttert-butyldimethyl silyl group contained in the structure (but

not in its degradation products) that rendeg extremely hydrophobic (CLog&< 3.8789, Scheme 1).

The UV pectra of P1 and P2 (not reported for brevity) were characterized by an intense absorption at
wavelength lower than 195 nm and a weak absorption at 241 and 237 nm, respectively. The absorption was
even weaker at wavelength longer than 300 nm. Though thgimal absorption was not centred at 195 nm,

the HPLC UV detector was set at this value for both antibiotics due to the low intensity of the signal in the
range 241237 nm. In addition, produd®?2 is scarcely soluble in water (ca. 88 at RT) owing to ithigh

value of CLogKow (3.8789, Scheme 1) and its signal at 237 nm resulted undetectable in a complex matrix
such as soil.

Amoxicillin was quantified at 274 nm with a Waters Spherisqtim 8 (250x4.6 mm) analytical column
eluted with 90% milliQ water (pH By formic acid, Riedele Haén) and 10% methanol (HPLC grade,
J.T.Baker) at 1 ml nifnAmoxicillin retention time under these conditions was 4.7 min.

The guantitative determination of productl, P2, and amoxicillin was performed measuring the average
value of triplicate injections and was performed by using external standagggnfine= 0.999, 0.994, 0.999

for productP1, productP2 and amoxicillin, respectively). Calculations were based on the average peak areas
of the external standards.

TheP1 hydrolysis at alkaline pH gave rise to a number of primary byproducts namédP1-2, P1-3, and

P1-4, whose retention times were 3.2, 1.7, 2.6, and 2.1 min and whose maximal adsorption wavelengths
(Amax) Were 239, 255, 262 and 327 nm, respectively. PtoB2 in water at acidic pH values gave a single UV
visible byproduct, monitored by Kinetex and related elution conditions, nak2eti(8.1 min retention time,




Amax < 195 nm) along with three additional products, monitored by Synergi analytical columrelated
elution conditions, which are nameeR2-2 (Amax 263, 3.30 min retention time)P2-3 (Amax 240, 3.65 min
retention time), andP2-4 (Amax 255, 3.10 min retention time).

LCGESIMS single quadrupole

The LEMS equipment was assembled as follows: HPLfemgdechnologies 1100 series, DAD detector (UV
lengths 210 nm and 254 nm), Phenomenex Gemini C18 cokuttB0x4.6 mm 3 i.d., flow 0.4 ml min
elution conditions: HO/CHCN from 70/30 to 20/80 in 8 min; Agilent Technologies MS single quadrupole
1100 seies mod. G 1946B, drying gas flow: 10.5 I'mivebulizer pressure 25 psgi, drying gas temperature
350°C, capillary voltage 4500 positive scan, scan range2d@®uma. The LESIMS analysis performed in
positive scan gave the following/z (%): 133 (10) [M-H,OJ for P1-2 and 461 (50) [2M+N&] 242 (100)
[M+NaJ, 220 (15) [M+H]for P2-1. The [MH,O]' mass signahas been already reported to form under
similar ionization conditions adopted for othprlactams whose structures are very similaiPiz2.

LGESIMS ion trap

The LEMS equipment was assembled as follows: Agilent Technologies 1100 series HPLC, DAD detector (UV
wavelength 210 and 254 nm), Agilent Technologies EclipseCABBolumni 150x4.6 mm 3 i.d., flow 0.4 mi

min™; elution conditions: KD/CHCN from 70/30 to 20/80 in 8 min; Agilent Technologies MS lon Trap 1100
series mod. G 2445D, drying gas flow: 11.0 I'ymebulizer pressure: 25 psgi, drying gas temperature 300°C,
capillary voltage 4500 in positive scan and 4000 in negative s@m582200 uma. The LESIMS ion trap

analysis performed in negative scan gave the followirig (%): 246 (100) [M+2@+OH]for P1-1 and 182

(100) [M+HO+OH]for P1-3, 311 (90) [2M+ED+NaCg), 293 (100) [2M+NaGpDfor P1-4.

Analisi dei dati

Hydrolyss and, when possible, soil degradationekics data were processed according to first order rate
law, In C/G =- kopst, Wwhere C is the antibiotic concentration @M units) at t time, gis the initial antibiotic
concentration, and §¢sis the first ader rate degradation constant.

Parte Sperimentale relativa al paragrafo 1.3.1

Chimica: Parte Strumentale

All reactions were performed under an inert atmospherg)(NCommercial reagents (reagent grade, >99%)
were used as received without additional pisé#tion. Anhydrous solvents (BN, CECh, THF, ) were
obtained commercially*H and**C NMR values were recorded on a INOVA 400, or a GEMINI 200 instrument
with a 5 mm probe. All chemical shifts have been quoted relative to deuterated solvent sijimagom and

J in Hz. FIR: Nicolet 380 measured as films between NacCl, plates wavenumbers reportedlinTd:
Merck 60 F254. Column chromatography: Merck silica get3B00mesh. GBIS: Agilent Technologies,
column HP5 5% P¥e Silicon MS: Agilent Teablogies MSD1100 singtpiadrupole mass spectrometer, El
voltage 70 eV, gradient from 50 °C to 280 °C in 30 min. N, GHPLC: Agilent Technologies H29100,
column ZOBRAKclipse XDE8 Agilent Technologies, mobile phasgDCHCN, gradient from 30% to 80%

of CHCN in 8 min, 80% of @EN until 25 min, 0.4 mL/min MS: Agilent Technologies MSD1100 -single
guadrupole mass spectrometer, ftdtan mode from m/z 50 to m/z 2600, scan time 0.1 s in positive ion
mode, ESI spray voltage 4500 V, nitrogen gas 35 psigdgas flow 11.5 mL/min, fragmentor voltage 20 V.
Elemental analysis were performed on a Thermo Flash 2000 CHNS/O Analyzer. A Shimbgal PV
spectrophotometer was used for spectrophotometric measurements.

Chimica: Sintesi
(4-2-(4-oxoazetidin-2-ylidene)acetic acid (48).
COOH To a solution o8 (220 mg, 1.01 mmol) in a 10 mL mixture of THF/Methanol 1:1 was
7 added Pd 10% wt on activated Carbon (44 mg). The solution was treated mith H
/,;[\ﬁ\ atm) and after 2 h was filtered on celite and concentrated to ¢&8€&L00 mg, 78%).
o] Yellow solid: mp = 16263; *H NMR (400 MHz, (DMS@):d=3.57 (s, 2H), 4.98 (s, 1H),
10.47 (brs, 1H), 11.94 (brs, 1FC NMR (100 MHz, @DD):5=46.0, 92.2, 153.3, 169.7,

171.0 ppm; IR (neat): 3289, 2919, 1828, 1185; HWECEESI):R=min 1.66,m/z (%): 128 M+H], 150
[M+Na], 679 (70) [R+Na] ; Found C, 47.20; H, 3.88; N, 11.04 ¥K0; requires C, 47.25; H, 3.97; N,
11.02%.



(B-3-hydroxy-3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-en-1-yl)pent-4-enenitrile (49);
OH To a stirred saition of acetonitrile (330 pL, 6.24 mmol) in dry THF (5 mLy&t C
under inert atmosphere were added dropwiaButyllithium 2.5 M in THF (6.86 mmaol,
X 2.74 mL) and thereupon a solution fionone (1 g, 5.2 mmol) in dry THF (4 mL) were
| cN added over a period of 10 minutes. The solution was allowed to warm at room
temperature and after 3 h the reaction was quenched with aqueougONEL0 mL) and
extracted with EtOAc(3x10 mL).The organic extragere dried over N&Q, filtered and concentrated in
vacuo. Flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 80/20) of the extractd9él@31 g, 85%).
Pale yellow oil'H NMR (400 MHz, CQCB = 0.92 (s, 6 H, Gff),), 1.351.38 (m, 2 H, C(GHOH,CHCH),
1.41 (s, 3 H, IEC(OH)), 1.49.55 (m, 2 H, C(GCHCH,CH), 1.58 (s, 3 H,KBC=C), 1.88.91 (m, 2 H,
C(CH),CHCHOH,), 2.56 (s, 2 H, GBN), 3.34 (brs, 1 H, OH), 5.45 (d, 1#16.0 Hz, CH#C(OH), 6.11 (d, 1
H,J= 16.0 Hz, B=CHC(OH)) ppm®*CNMR (100 MHz, CREI5 = 18.8, 20.9, 27.4, 28.3 (2 x C), 31.6, 32.3,
33.6, 38.9, 70.8, 117.3, 127.1, 128.5, 136.0, 136.6 ppm; IR (neaBd44, 3023, 2925, 2256, 1722, 1651,
1644, 1114 ci;, GGMS (El): R= 16.81 minm/z: 233 M]*, 218 M — CH]*, 193 M — CHCNT, 135, D9, 91,
69;Found C, 77.11; H, 9.90; N, 6.08 916NO requires C, 77.21; H, 9.93; N, 6.00%.

(2ZE4B)-3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-enyl)penta-2,4-dienenitrile (50EJ
A solution 049 (400 mg, 1.72 mmol) angToluensulfonic acid (33 mg, 0.172 minin toluene (17 mL) was
refluxed and the reaction was followed by TLC. After the completion of the
NG N reaction the solution was cooled at 0° C and washed with a solution of NaHCO
| CN ' 504 and after with water. The organic extracts were dried oveSQafiltered
and concentrated in vacuo obtaining 352 mg (95%®0dds aH Z: 54/46mixture.
Characterization resulted in agreement with the reported data [16].

(2EZ4B)-3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-en-1-yl)penta-2,4-dien-1-amine (51E3:
Orange oil’H NMR (400 MHz, CREI1.01 (s, 6 H, C(),, trans ), 1.02 (s, 6 H,
S C(®43),, cis ) 1.42.58 (m, 2 H, GEH,C(CH),), 1.581.65 (m, 2 H,
| N CH,CHC(CH),), 1.68 (s, 3 H CHCHC(®k)=C, trans), 1.71 (s, 3,H
NH;  CHCHC(®;)=C, cis), 1.81 (s, 3 H{{C=CH, trans)L.88 (s, 3 H,KEC=CH, cis),
1.982.01 (m, 2 H, GI8H,C(CH)=C), 2.022.40 (bs, 2H, N 4.06 (d, 2 H]=6.8
Hz, GLNH,), 5.42 (dd, 1 H]= 6.4, 7.6 Hz, CECHNH,, cis), 5.50 (dd, 1 H= 6.4 Hz, 7.2 Hz, G4CHNH,,
trans), 5.986.09 (m, 2HCH=CHrans), 6.14 (d, 1 H= 15.6 Hz, CH=CH, cis), 6.36 (d,1=H,5.6 Hz, CH=CH,
cis) ppm;**C (50 MHz, CD{112.3, 19.2, 21.5, 28.8 (2 x C), 32.8, 34.1, 38.7, 39.5, 125.8, 128.3, 128.5 (cis),
129.0 (cis), 129.5, 129.7 (cis), 131.3, 133.4 (cis), 1684)5137.3, 137.6, 137.9 (cis) ppm; IR (neat)3373,
2928, 2866, 1454, 1266 ¢mMGGMS (El): R= 16.09 (cis), 16.57 (trans) mim/z: 219 M]*, 204 M — CHJ",
187 M —CHCNFJ, 162, 131, 119, 91, 83.

(22-N-((2EZ4E)-3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-enyl)penta-2,4-dienyl)-2-(4-oxoazetidin-2-

ylidene)acetamide (52EZ).

To a solution of3-lactam48 (55 mg, 0.43 mmol) in dry DCM (4.5 mL) under inert atmosphere at 0° C were

added amines2EZ(94 mg, 0.43 mmol), DMAP (53 mg, 0.43 mmol) and after ibdtes EDCI (82.5 mg, 0.43

mmol). The solution was stirred at 0° C for 45 minutes and after was allowed to warm at room temperature.

The reaction was followed by TLC and after the disappearing of the starting materials was quenched with
aqueous NKCI (10 nb) and extracted with DCM (3x5 mL). The

H | organic extracts were dried over p&Q, filtered and
4 N concentrated in vacuo. TH& Zmixture was separated by flash
NH O chromatography (cyclohexane/EtOAc 70/30) affordh@62
o mg) and8 (44 mg) in a overall yield of #& Configurations of

the two diastereoisomers was assigned by NOE 1D studies.
52E orange syrupR=0.4 (cyclohexane/EtOAc, 5/5H NMR (400 MHz, CR)C6 = 1.00 (s, 6H), 1.46 (m, 2H),
1.62 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.86 (s, 3H), 2.01 (m, 2H), 3.51 (4,08n, 2H), 5.02 (s, 1H), 5.30 (brs, 1H, NH),
5.43 (m, 1H), 6.01 (d=16 MHz, 1H), 6.13 (16 MHz, 1H), 8.75 (brs, 1H, NHE NMR (100 MHz, CRCI
0=12.5, 19.2, 21.6, 28.8, 29.7, 32.9, 34.2, 37.3, 39.5, 44.9, 92.2, 124.9, 127.0, 129.0, 136,6,3734,
146.6, 165.3, 166.3 ppm; IR (nedtr3367, 3250, 2958, 2922, 2853, 1815, 1692;ddPLAMS (ESIR=min
12.72,m/z (%): 329 M+HT; Found C, 73.09; H, 8.63; N, 8.59 %HGN,O, requires C, 73.14; H, 8.59; N,
8.53%.



527: orange syrupR=0.5 (cyclohexane/EtOAc, 5/51 NMR (400 MHz,

y N N CDGQ): & = 1.26 (s, 6H), 1.47 (m, 2H), 1.63 (m, 2H), 1.70 (s, 3H), 1.91 (s,
3H), 2.02 (m, 2H), 3.51 (m, 2H), 4.04 (m, 2H), 4.99 (s, 1H), 5.25 (brs, 1H,
NH O N NH), 5.36 (m, 1H), 6.22 (816 MHz, 1H), 6.38 (16MHz, 1H), 8.72
O (brs, 1H, NH)}*C NMR (100 MHz, CBC5=19.2, 20.3, 21.7, 28.9, 29.7,

X 32.9, 34.1, 36.4, 39.5, 44.9, 92.3, 123.1, 129.0, 129.6, 129.7, 136.7,
137.7, 146.4, 165.3, 166.3 ppm; IR (ne&H3327, 2954, 2923, 2853,
1810, 1683 cr, HPLAVIS (B51):R=min 11.21m/z (%): 329 (65)NI+H],
351 (100) M+NaJ, 679 (70) [M+Na]; Found C, 73.07; H, 8.65; N, 8.57 %HGN,O; requires C, 73.14; H,
8.59; N, 8.53%.

Biologia: Culture cellulari e trattamenti

Human neuroblastoma S8YS5Y cell line were lawred in DMEM/F12 (Gibemvitrogen, Milan, Italy)
supplemented with 10% fetal bovine serum ( Euroclone, Milan, Italy), 1X MEM/NEAA-f&ibogen), 1X
PenicillinStreptomycin (Gibctnvitrogen) and NaOH 10 mM (Carlo Erba) and maintained at 37°C in a
humidified 5% CO2 incubator.

b-Lactams MP171, 2, and -#d&ns retinoic acid (RA, Sigma Aldrich) were dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO, Sigma Aldrich) to an intermediate concentration of 2100 mM (MP171 and 2), and 16.6 mM (RA). Final
dilutions (10 miooM for compound 2 and RA, 7.5 microM for compound MP171) were done in the culture
medium. A corresponding volume of DMSO was added to control cells (vehicle treated). To evaluate
citotoxic effect exerted by MP171 and 2 on-SM5Y cells were seeded at a signof 1x10 cells/well in 96

platic multiwells/dish; 24 hrs after seeding were treated for 24 hrs with compounds 1 and 2 in the
concentration range 1 microM mM and MTT assay was performed [33]. Cytotoxicity of compounds 1 and
2 on SHSY5SY {}Cwas asessed in order to define the working concentrations{1€ 1028 microM
R=0.973; 1§2=3865 R=9,988)

Effetti di Proliferazione di MP171

To evaluate the effect df1P171 on proliferation, cells were seeded at a density of 2xddis/cnf in 6

plastic multiwells/ dish and allowed to grow for 24 hrs before treatment. Twelatyr hrs after seeding, the
medium was removed and fresh medium containing the drug was added for additional 24, 48, 72 and 96 hrs.
Rate of cells growth was determined counting viat##s using trypan blue exclusion assay. Doubling time

(Td) was calculated during logarithmic growth phase. The experiment was repeated twice. Statistical
analysis were performed with two way anova ( * p<0.05, **p<0.01, Bonferroni post test).

Effetti didifferenziazione del compoSRE

Indirect immunofluorescence was used in order to investigate possible morphological changes of
cytoskeleton due t&2E exposure. For this experiment, §Y5Y were seeded on glass coverslips coated with
Cultrex® Basement Mgbrane Extract (BME) (Trevigen®, Gaithersburg, MD, USA) at a density of 1x105
cells/cm2 and cultured in the previously described culture media. After 24 hrs of seeding, the medium was
removed and fresh medium containing 10 microVbeE was added. Cellsere treated for additional 6 days

and medium was replaced every 48 hrs. Untreated cells and cells treated with retinoic acid (RA) 10 microM
were used respectively as nalifferentiated and differentiated controls.

After treatments, cells were washed in $Band fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1M Sgrensen
phosphate buffer for 20 min at RT. Subsequently, fixed cells were blocked in PBS containing 0.3% Triton
100 (Merck, Darmstadt, Germany), 5% Donkey Normal Serum (Sigma Aldrich) for 1 h at RT, taéedncu
overnight at +4°C in humid atmosphere with améiurofilament 200 (Sigma Aldrich) and arglll-tubulin

(R&D) antibodies diluted 1:400 and 1:1000 respectively in blocking solution. After rinsing in PBS (2x10 min),
cells were incubated with DylighB8-labelled secondary antisera (Thermo Scientific) diluted in 0.3% Triton

X 100/ PBS, for 30 min at 37°C. For nuclear staining, cells were first washed in PBS then incubated 15 min
with 1 ug/ml Hoechst 33258 in 0.2% Trit¥nl00 / PBS. After rinsing in PB®verslips containing cells were
finally mounted in 1,4henylendiamine (Sigma Aldrich) / glycerol 0.1%. Negative controls were performed
by primary antibody omission.




Multiple images were acquired by using sequential laser excitations at 405 and 488 newhuce spectral
bleedthrough artifacts.

Images from tissues were taken by Nikon Eclipse 600 microscope equipped with motesiage zontrol

and Fview Il CCD Cameras with 40x objective. Immunofluorescence staining was analyzed using the Nis
Elemens Software 3.21.03 (Nikon). Analysigtf-tubulin andneurofilament 200immunoreactive areas

(IR) were executed appling sherpen and detect edges filters. For each image nuclei were counted and IR/ n°
of nuclei were calculated. The experiment was repeted twice and 3 sample for each exgdaieast 100
cells) were analyzedbtatistical analysis were performed with one way anova ( * p<0.05, ***p<0.001, Tukey
post test).

Rapresentative images were collected using a Nikon A1R confocatt¢asgring microscope, equipped with

a Nikon PlanAp60, 1.4NA oil immersion lens.

Parte Sperimentale relativa al capitolo 1.4.1

Parte Strumentale

Le reazioni di sintesi dei substrati sono state condotte in ambiente anidro e sotto atmosfera di azoto. |
solventi come metanolo (GAH) ed etanolo (GBHOH)sono stati distillati su magnesio.

Le cromatografie su strato sottile (TLC) sono state effettuate su fogli di gel di silice pronti per I'uso, Kieselgel
60 F254 Merk, mentre i prodotti sono stati purificati cromatografia flash su gel di silice MedOR30esh.

Gli spettri'HNMR sono stati registrati a 200 MHz su un Varian Gemini 200 oppure a 400 MHz su un Varian
Gemini 400, in soluzione di CRCLO, CROD.

Gli spettri®*CNMR sono stati registrati a 50.3 MHz su un Varian Gemini 200 oppure a 50 MHzasiaon V
Gemini 400, in soluzione di CB&D.O.

Per l'analisi gascromatografica combinata alla spettrometria di massd&Gi € usato il gascromatografo
HewlettPackard 5890 Series 2, con colonna capillar&M8 (crosslinked 5% femiletil silicone, lughezza

30 m, diametro interno 0.25 mm, spessore del film 0.25 mm), collegato ad uno spettrometro di massa HP
5971 Series (Mass Selective Detector), con potenziale di ionizzazione di 70 eV. (Programmata: 50°C 2 min.,
10°C/min. fino a 250°C, 250°C 10 min.)

Le masse delle frammentazioni sono espresse in m/z cgirirttende il tempo di ritenzione.

Per l'analisi gascromatografica su colonna achirale € stato utilizzato un gascromatografo ‘Fewkettd

6890 Series, con colonna capillare con fase stazionarM>(crosslinked 5% femletil silicone, lunghezza

30 m, diametro interno 0.25 mm, spessore del film 0.25 mm). (Programmata: 50°C 2 min., 10°C/min. fino a
250°C, 250°C 10 min.).

Le analisi in cromatografia liquida chirale ad alta pressione (dHBCper la determinazione degli eccessi
enantiomerici sono state fatte utilizzando uno strumento Hewlett Packard 1900 liquid cromatography con
colonna chirale tipo Chiralpack IA con le seguenti caratteristiche: lunghezza 25 cm , diametro interno 0.46
cm. L'anédisi é stata condotta utilizzando una miscekasano/isopropanolo 80/20 come fase mobile, con un
flusso costante di 0.5 mL/min. Il rilevatore dello strumento € costituito da una lampada a deutshbibe

UV a lunghezza d'onda variabile tra 190 e 900sira:registrata l'intensita del segnale a 210 nm.

La determinazione della conversione é stata eseguita mediante HPLC su uno strumento Hewlett Packard
1100 liquid cromatogtaphy utilizzando una colonna a fase inversa ECLIPSEL8DBn le seguenti
caratteristiche: lunghezza 15 cm, diametro interno 4.6 cm. L'analisi € stata condotta utilizzando una miscela
acqua/acetonitrile 60/40 come fase mobile, con un flusso costante di 0.5 mL/min. Il rilevatore dello
strumento € costituito da una lampada a deutetisbile-UV a lunghezza d'onda variabile tra 190 e 900 nm,

e registrata l'intensita del segnale a 210 nm.

Gli alfa di rotazione sono stati registrati con un polarimetro UniPol L1000 Schmidt+Haensch con le seguenti
caratteristiche: lunghezza cella ottica 100 rrionghezza d'onda 589,30 nm.

Gli enzimi utilizzati sono: Porcine Liver Esterase (PLE), crudo liofilizzatmepalk U/mg solido, prodotto da
SigmaAldrich, Candida antartica lipase A (@A) , CLEA (Cross Linked Enzyn
prodotto da Fluka (Sigmaldrich), Candida antartica lipase B (@)Lresina acrilica, 10000 U/g solido,
prodotta da Sigmal d r i -chimotapsinoa da pacreas di bovino, 42 U/mg, prodotta da Serva.

Sintesi di Reformatsky dei B lattami 54,55,56,57,10

Sintesi del reattivo organometallico

In un pallone a 3 colli da 50 mL, munito di imbuto gocciolatore e predisposto per lavoratsmosfera
inerte, si addizionano a temperatura ambiente nell'ordine: 8 mmol di zinco metallico, 2.5 mL di THF anidro




sotto agitazione magnetica. Si aggiungono 0.4 mmol di TMSCI e si lascia in agitazione per 30'. Si porta la
sospensione a 385°C immergedola in un bagno di olio al silicone e vi si gocciolano 4 mmol si
bromoacetato solubilizzati in 5 mL di THF anidro. Si lascia la soluzione sotto agitazione per-38°@ &0

poi la si lascia rinvenire a temperatura ambiente facendo decantare lo zinco.

Il reattivo non viene isolato a causa della sua elevata reattivita, me viene lasciato sotto atmosfera inerte fino

al suo utilizzo

Reazione di Reformatsky

In un pallone a 3 colli da 100 mL, munito di imbuto gocciolatore e predisposto a lavorare in atmosfes,

a temperatura ambiente si solubilizzano nell'ordine 3.88 mmol emtetossiazetidin2-one in 10 mL di THF
anidro sotto agitazione magnetica. Si porta la miscela di reazione a 0°C in un bagno di ghiaccio ed acqua e si
gocciolano lentamente 13.9nmol del reattivo di Reformatsky preparato di fresco. Terminato |l
gocciolamento si porta il pallone a temperatura ambiente e si segue il decorso della reazione mediante TLC.
Dopo 34 ore si osserva il consumo totale dello starting material. La soluzieme spenta a freddo, in

bagno di ghiaccio ed acqua, con una soluzione satura di tartrato di sodio e potassio, sotto vigorosa
agitazione, con aggiunta di AcOEt per 30 min. Successivamente si procede con l'estrazione in imbuto
separatore con AcOEt. Le fasganiche vengono riunite ed anidrificate su,N@, concentrate al rotavapor

e seccate alla pompa da vuoto. Il prodotto viene purificato mediante #asmatografia

4-metossicarbonilmetil-azetidin-2-one (54) (Y = 60%)
oL m.p.: 6065°C:'H NMR (Chg4 00 MHz) :J= 16.8 Plz) 6818 Hg, d H),,2.72
(dd,J= 15.2 Hz)= 1.2 Hz, 1H), 2.74 (d#= 16.8 Hz)= 4.8 Hz, 1H), 3.05 (bs, 1H), 3.21
3 NH © (ddd,J= 15.2 Hz)= 4.4 Hz)=1.6 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 4.00 (ddt«8.8 Hz)= 4.8 Hz,
J=16 HzJ= 1.2 Hz, 1H), 6.78 (bs, Il NMR (CD§I 75 MHz) : & 39. 4
51.80, 167.24, 171.2%GMS (70 ev): m/z (%) 112 (13), 100 (100), 70 (60), 59 (87); IR (fifth; 8390,
1760, 1730.

4-etossicarbonilmetil-azetidin-2-one (Y = 66%
O._~ 'HNMR (CDgI300 MHz) 5 1.28 (t,J= 7.2 Hz, 3H, GBH), 2.58 (ddJ= 16.5 HZ]=
9.0 Hz, 1H), 2.67 (ddd=15.0 HzJ= 1.3 HzJ=1.2 Hz, 1H), 2.74 (dd= 16.5 Hz)=
3 NH O 4.8 Hz, 1H), 3.77 (ddd= 15.0 Hz)= 4.8 Hz,J= 2.4 Hz, 1H), 86 (m, 1H, CHNH), 4.17
(q,J= 7.2 Hz, 2H, GBH), 6.17 (bs, 1H, NHYC NMR (CDLI75 MHz) 5 14.0, 39.7.,
43.3, 43.7, 60.8, 167.3, 169.9; HAMS, (ES): m/z (%) 180 (100) [M +]NB64 (20), 162 (20), 116 (69); IR
(film, cnit) : 3224, 2966, 1725467, 1418, 1381, 1329

(4-tert-butossicarbonilmetil-azetidin-2one) (55) (Y = 94%)
o m.p. : 8384°C:'H NMR (CD&1400 MHz)d 1.40 (s, 9Ht-Bu), 2.76 (dd)= 16.0 HzJ
\{/ = 8.8 Hz, 1H), 2.82 (ddiz 14.8,J= 4.8, 1H), 2.88 (dd,= 16 HzJ= 4.8 Hz, 1} 3.38
m (ddd,J= 14.8 Hz)= 4.8,J= 2.0, 1H), 4.15 (ddd#F 8.8 HzJ= 4.8,J=4.8,J= 4.8, 1H,
o] CHNH), 6.58 (bs, 1H, NHC NMR (CD£I50 MHz):5 28.0, 41.0, 43.3, 43.9, 81.4,

167.2, 170.1; G®IS (70 ev): m/z (%) = 170 (7), 129 (13), 112 (0d)(10), 86 (12), 70 (36), 57 (100); IR (KBr,
cml): 3238, 2964, 1763, 1735, 1398, 1261.

(4-benzilossicarbonilmetil-azetidin-2-one) (56) (Y = 64%)
m. p.: 9292.5°C'H NMR (CDgI400 MHz)d 2.57 (dd,J= 16.8 Hz)= 9.2 Hz,
1H), 2.63 (ddJ= 14.8 HzJ= 5.2 Hz, 1H), 2.70 (dd= 16.8 Hz)= 4.8 Hz, 1H),
o 3.08 (dddJ= 14.8 Hz)= 5.2 HzJ= 2.4 Hz, 1H), 3.89 (ddd#lz 9.2 HzJ= 5.2

Hz,J= 5.2 HzJ= 4.8 Hz, 1H, CHNH), 5.07 (s, 2HP8} 6.15 (bs, 1H, NH), 7.29
NH O (m, 5H);C NMR (CD50MHz):5 39.8, 43.4, 43.7, 66.7, 128.3, 128.5, 128.6,
0 135.3, 166.9, 170.HPLEMS, (ES): m/z (%) = 439 (15) [2M'}; BB7 (40) [M +

H,0], 220 (100) [M + 1 IR (KBr, cil): 3238, 2961, 1738, 1460, 1372, 1262.

(4-ottilossicarbonilmetil-azetidin-2-one) (57) (Y= 54%)
oct 'H NMR (CDgI 400 MHz):5 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3HCH), 1.211.39 (m, 10H,
CH(CH)sCHCHO), 1.661.72 (m, CKCH)s(H,CHO, 2.60 (dd,J = 8.8, 16.4 Hz, 1 H,

NH O
o]



CHEHCQOct ), 2.66 (dd,J = 1.2, 14.8 Hz, 1 H, €8QOct), 2.74 (dd,J =4.8, 16.4 Hzl H,
CHHCHCECQOct ), 3.17 (ddd,J = 2.0, 5.4, 14.8 Hz, 1 HCHHCHCKLCQtBU), 3.933.98 (m, 1H,
CHHECHCQBU), 6.08 (bs, 1 H, NH)

13C NMR (CD$EO MHz)5 13.9, 22.5, 25.8, 28.5, 29.1 (2XC), 31.7, 39.9, 43.5, 43.8, 65.1, 167.0HPI0E9.
MS (70 eVv)R = 8.90 min, m/z (%) = 242 (M+1), 259 (MBH 264 (M+Na+), 483 (2M+1).

Idrogenolisi del (4-benzilossicarbonilmetil-azetidin-2-one) (56) a (acido 2-(4-ossoazetidin-2-il)acetico)

(58)In un pallone a 3 colli da 50 mL, predisposto per lavorare in atnedfeazoto ed ambiente inerte,

munito di pipa con rubinetto e a temperatura ambiente, si addizionano nell'ordine 1 mra6lidil0 mL di

una miscela 1/1 di THF/MeOH anidri sotto agitazione magnetica. Si aggiunge il 10% in peso di Pd/C e si porta
I'ambiente di reazione sotto atmosfera di idrogeno (1atm). Si segue il decorso della reazione con TLC e dopo
3 ore lo starting material € completamente consumato. La soluzione viene filtrata su celite con Gouch, per
separare il catalizzatore. La frazione organiea® concertata al rotavapor, fornendo il prodotto in resa
guantitativa, come solido cristallino bianco.

(acido 2-(4-ossoazetidin-2-il)acetico) (58)
OH M. p.:126125°CH NMR (CEDD, 400 MHz) 2.56 (dd,J= 14.0 Hz)= 2.0 Hz, 1H), 2.58
(dd,J= 15.2 Hz)= 2.4 Hz, 1H), 2.60 (dis 14.0 Hz)= 6.8 Hz, 1H), 3.03 (dis 15.2 Hz,
NH O J=5.2 Hz, 1H), 3.86 (dddik 5.2 Hz)= 2.4 Hz)= 2.0 HzJ= 6.8 Hz, 1H).
o 3C NMR (CIDD, 50 MHz)5 39.081, 42.032, 43.809, 169.214, 173.0.(nujol, cri):
3230, 2700, 1752, 1695.

Saggi enzimatici sugli esteri B-lattamici per via enzimatica

In un vial di opportuno volume, sono state aggiunte nell'ordine 0.1 mmol di substrato, 5 mL di tampone
fosfato0.1 M pH 7.5 e un aliquota dell'enzima. |l vial € stato chiuso e posto sotto agitazione su orbitalshaker
orizzontale a circa 700 rpm. Il monitoraggio dell'idrolisi & stato condotto prelevando ogni O ore, 1 ora, 2 ore,

5 ore e dopo l'overnight (24 ore) utiguota di 0.5 mL. Il prelievo é stato estratto con 0.5 mL di AcOEt, la
fase organica é stata svaporata al rotavapor e risospesa in 0.5 mL di isopropanolo per I'analisi in HPLC chirale.
Il volume rimanente di tampone é stato estratto con,CH le fasi oganiche sono state riunite e anidrificate

su NaSQ, filtrate, concentrate al rotavapor e seccate alla pompa da vuoto e risospese inpebDGEnalisi

NMR. La fase acquosa e stata svaporata con azeotropo con cicloesano al rotavapor ed estratta con una
sduzione 1/1 di MeOH/CYEN. Gli estratti sono stati riuniti, anidrificati su.8@),filtrati, concentrati al
rotavapor e seccati alla pompa da vuoto e risospesh [ier I'analisi NMR.

Sintesi del 4-ossoazetidin-2il-fosfato
4-ossooazetidin-2-il fosfato (65)
o In una provetta da 50 mL, sono state aggiunte nell'ordine 0.5 mmol-alietbssi

O~p_ azetidin2-one e 10 mL di tampone fosfato 0.1 M pH 7.5. Lascio in agitazione magnetica
5 OH ¢ s segue il decorso della reazione mediante TLC (eluente AcOEt). Bopce Do

NHH starting material & completamente consumato. La soluzione viene versata in un pallone
0 di opportuno volume e l'acqua viene svaporata mediante azeotropo con cicloesano al
rotavapor. Eliminata I'acqua si estrae il prodotto nel pallone con una soluziondi WleOH/CHCN. Gili
estratti sono stati riuniti, anidrificati su N&Q, filtrati, concentrati al rotavapor e seccati alla pompa da
vuoto. Si ottiene un solido bianco cristallino molto igroscopteEbNMR (BO, 400 MHz)5 2.75 (dd, J = 15.2
Hz, J=4.0, }HB = 3.07 (dd, J = 15.2, J = 1.2, BH,5.42 (ddd, J = 4.0, J = 1.2, J = 6.0, 4EINMR (BD, 50
MHz):545.2 (d, J = 4.99,72.7 (d, J = 3.8§)170.4;*'P NMR (BD, 162 MHz)5 1.91

Acilazione dei 4-carbonil-2-azetininoni
o-(4-(1-terbutilossicarbonil-2-osso-azetidinil))-acetato di benzile (62)
In un pallone a due colli da 50mL, precedentemente anidrificato e predisposto per
op lavorare sotto atmosfera inerte gN si introducono 117mg (0,53mmmol) &6 in 3
mL di DCM lasciando in agitazione qualafieuto per garantire la solubilizzazione
del solido nel solvente. In successione si aggiungono 132mg (0,61mnBuy@ie
N 6,64mg (0,053mmol) di DMAP e si lascia la reazione a temperatura ambiente. Il
>=O sistema di reazione vira da giallo tenue a rossoasiid il reattore sotto vigorosa
X agitazione per 30 minuti. Si verifica il decorso della reazione tramite TLC, con




etilacetato/cicloesano 75/25 come miscela eluente e rivelando per ossidazione con una soluzione di
molibdato. Si evapora il solvente arotaeap f i no al |l " otteni mento di un o
flash-cromatografia su con una miscela etilacetato/cicloesano 25/75. Si isola un solido bianco dalle frazioni
4-14 da 10 mL ciascuna con una resa finale del'88%MR (CDGI 400 MHz ) :t-Bd), 2.65 (¥ (s,
=16.0 Hz)= 9,2 Hz, 1H), 2.79 (d#+ 31,25J= 2,8 1H), 3.20 (dd=8.8 Hz)= 4.4 Hz, 1H), 3.24 (dd- 7.64

Hz,J= 45.11 1H), 4.24.29 (m J= 8.8 Hz, 1H, CHNH), 5.15 (s, 2H),-7.20 (m ,5H, Ar**C NMR (CDgI

100 MHz): & 28.0, 37.0, 42.7, 47.2, 66. 7-MSB@O0 6,
ev): m/z (%) = 235 (10), 177 (8), 149 (6), 103 (15), 91(100), 77(36), 57 (85MBIPELM/z (%) = 661 (60)

[2M + Nd], 337 (100) [M + BD]; IR (KBr, c): 3427, 3033, 2979, 1813, 1720

o-(4-(1-benzilossicarbonil-2-osso-azetidinil))-acetato di t-butile (64)
/% In un pallone a due colli da 50mL, precedentemente anidrificato e predisposto per
0 lavorare sotto atmosfera inerte\g), si introducono 50mg (0,27mmmol) 88 in 2mL di
THF, lasciando in agitazione qualche minuto per garantire la solubilizzazione del solido
0 nel solvente. Si porta il reattore-& 8 ° C procedendo all’>aggiur
N di LIHMDS. Il sistema déazione immediatamente passa da incolore a blu intenso. Si
o) >:o lascia in agitazione per 20 minuti, e poi si aggiunge 0,29mL (0,04mmol) «€ICBZ
0o lasciando rinvenire la reazione per 1 ora a temperatura ambiente. Dopo 10 minuti
\_® dal | ' ag gi-CGldatmaseladde reazidh® diventa nera, poi marrone e lentamente
evolve a giallo chiaro. Si verifica il decorso della reazione tramite TLC. Si spegne la
reazione con NKCI saturo e ghiaccio, estraendo con etilacetato in imbuto separatore per tre volte, si lava
| 'ganico con BRINE e NaHG&uro, si essicca su pBQ, si filtra su cotone e si rimuove il solvente al
rotavapor e successivamente alla pompa da vuoto. Si purifica il grezzo pecribashitografia su silice con
con una miscela etilacetato/cicloesano 20/85i isola un solido bianco dalle frazios da 10 mL ciascuna
con una resa finale del 449 NMR (Chgl 400 MHz) :t-Bo), 258 (ddd= 16.5 Hz)=2]9 Hz,
1H), 2.87 (ddJ= 16.4,J= 3.2, 1H), 3.08 (dd,= 15.8 Hz)= 3.8 Hz, 1HB.25 (dd,J= 16.4 Hz)= 6.0, 1H),
4.234.28 (mJ= 8.8 Hz, 1H, CHNH), 5.26 (s, 2H) ;722 (m , AD®*CNMR (CDZI 50 MHz) : & 2 ¢
42.9, 475, 67.9, 81.5, 128.2, 128.6, 134.9, 148.8, 163.6, 168 SHEC(70 ev): m/z (%) = 246 (5), 100),
77 (10), 91 (100), 57(67); HPMS-ESTI: m/z (%) = 661 (60) [2M + Nla337 (100) [M + D] ,320 (5) [M + H,
264 (8) [M—tBu +2H] , 91 (4); IR (KBr, ¢ 3538, 3434, 3034, 2978, 1816,1272.

Procedura di apertura chimica degli N-Acil B lattami

I n un pall one a due col | i da 50 mL, S i introduco
aggiungono esattamente 6,48mL di KOH 0,05M. Si verifica il decorso della reazione tramite TLC. Dopo 2
gi orni | " SM scompar e: A sturcsepghigccce appusando @ averiraggiuato pHo n
acidi, in caso e possibile aggiungere anche gqual ¢
all " estrazione con etilacetato i n,SQmililtrasacotemegsar at o
rimuove il solvente al rotavapor e successivamente alla pompa da vuoto. Si purifica il grezzo per triturazione
con pentano. Siisola un solido cristallino bianco con una resa finale del 100%.

N-tbutossicarbonil monoglutammato di benzile (67)
'H NMR (CDGJ 400 MHz) :t-Bd), 275 @n71H) 433 (b8 EH,
Q CHNH), 5.13 (s, 2H), 5.394d,7.2 Hz 1H, NH), 72738 (m 5H, AyHPLC-
O MS-ESI;]m/Z (%) = 661 (100) [2M + §la342 (40) [M + N3, 265 (68) [M-
tBu +2

HO

O NH O
o

.



N-benzilossicarbonil monoglutammato di thutile (66)
'HNMR(CDEI 400 MHz) :t-Bd, 2.71 (s, 6H),(494 (m,9H, CHNH), 5.09 (s, 2H), 557 §B
HO o Hz 1H, NH), 7.27.38 (5H, A*®*CNMR (CD&I 100 MHz) : o 27. 0,
M 128.0, 128.1128.2, 128.4, 128.5.9, 136.3, 155.6, 170.5,175.7; REST: m/z
O NH O (%) = 661 (100) [2M + §a342 (40) [M + N, 265 (68) [MBu +2H]
@)

20

Deprotezione dell’atomo di azoto
Monoglutammato di benzile (60)
In un pallone a due colli da 50mL, precetd#nente anidrificato e predisposto

HOOCMCOOB” per lavorare sotto atmosfera inerte N si introducono 46mg (0,136mmol) di 67

NH; e 1,36mL di DCM anidro. Si aggiungono
sotto agitazione. Si verifica il decorso della reazione traffiit€. Dopo 4 ore circa si procede alla lavorazione
del grezzo solubilizzandolo in MeOH, si rimuovono i solventi al rotavapor e successivamente alla pompa da
vuoto. Si isola un olio giallo con un recupero del grezzo del'B6MMR (CDEI 400 MHz 9,3 & 2
=11.1HzJ=4.2Hz, 4H ), 3.89 (m, 1H, CHNBI22 (s, 2H), 7.39 (m, 5H AFE NMRCDG, 100 MHz ) : ¢
36.9, 46.2|_,_‘]68.1, 129.4, 129.6, 136.9, 171.4, 173.1; NFEST m/z (%) = 294 (10) [M 6+ K], 238
(100) [M+H].

Monoglutammato di t-butile (63)
In un pallone a tre colli da 50mL, precedentemente anidrificato e predisposto per

HOOCMCOOth lavorare sotto atmosfera inerte vuotazoto.Si introducono 43mg (0,127mmol) di

NH, 66 , 650pL di THF anidro e 650pL di
(0,08Immo | ) di Pd/ C, poi S i introduce | "idrogeno in
della reazione tramite TLC. Dopo 4 ore si procede alla lavorazione filtrando su siringa i residui solidi e
rimuovendo i solventi al rotavapor. Siliaan olio giallo con un recupero del grezzo del 3B%IMR (CDg!
400 MHz): ©®Bujl24 (ddJ€ 56,6 HA+HSE.6 Hz, 1H), 2.55 (di# 16.8HzJ)= 5.00Hz 1H), 3.75
(m, 1H, CHNH’CNMR(CDgI 100 MHz): & 29.1, 39. 2, -MSESHmiz 48. 3
(%) = 242(10) [M +K 226 (29 [M + Nd], 204(100) [M+H, 148(41) [M + tBu+ ZH

Tempi di ritenzione HPLC Chirale
55) IA, 0.5 mL/min, 80/20 n.esano/isopropanolo: 1° enantiomero: 13.6 min; 2° enantiomero: 14.2

56) IA, 0.5 mL/min, 80/20 n.esano/isopropanolo: (S) 15.3 min: (R) 16.3 min

57) IA, 0.5 mL/min, 80/20 n.esano/isopropanolo: (S) 9.7 min: (R) 10.4 min.

67) IA, 0.5 mL/min, 75/25:4esano/ipropanolo. 1° enantiomero: 11.67 min: 2° enantiomero 13.64 min.
66) IA, 0.5 mL/min, 96/4: ®sano/ipropanolo. S): 23.88 min: R) 24.82 min.
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| profeni

2.1 acidi 2-Aril Propionici
La scoperta dei Profeni risale ai primi anni 60 e si deve agli scienziati Adams, Nicholson and g@uacais.
2-aril propionici o Profeni sono tra gli agenti antiinfiammatori non steroidei &AM diffusi e utilizzati al

mondo.®’
: : Q :
o 0 o o

naprossene ibuprofene chetoprofene

OH 0 “__OH
gy

fenoprofene

flurbip rofene

Tutta la classe dei Profeni @aratterizzata dallo scheletrd e | | ' -arit prapanoicd in cui il secondo
carbonioé chirale Sopra sono rappresentate alcune delle strutture dei Profeni pit comuni: ibuprofene,
naprossene, chetoprofene, flurbiprofene e fenoprofene.

I Profeni svolgono la loro azione antinfiammatoria agendo raeftabolismalell'acido arachidonice
dell'acido eicosapentenoico, precursori di  molecole coinvolte nel processo infiammatorio
gualiprostaglandine prostacicline trombossanie leucotrieni. | FANS interagiscono in maniera pit 0 meno
reversibilelegandosi akito attivo di unenzima lacicloosigenasidi cui esistono due formé: ’ e n@OXIma

e il COX2. Ciascunalasse di antinfiammatori ha una selettivita differente verso OX COX; tale
specificita e alla base per la ricefeamacologica per la comprensione e la risoluzione dedliemi legati
allatossicitadi alcuni di questi farmaci.

Laconfigurazionedel centro stereogenico non e indifferente per i Profeni: ciascun enantiomero ha infatti
differenti proprieta farmaologiche nonché farmacodinamicfi& * i s ccheeirr effetti esplicgroprieta
antiinflammatoria risulta essergquello con configurazion§ i gual e si qualifica
L’ al tro e Rasultaiqund essee,il di$tomefd:*

Quest differenti proprietadei due enatomers ono st ate per o deluci daRe sol
sembra infatti non avere alcuna attivita specifica anche se studi recenti stanno smentendo questa ipotesi,
mostrando che anche questo sterecisomero rinattivo. La tendenza é quella di vendere e somministrare

[ Profeni in forma racema ad ec Reavocagravidahe &l fegd.pr o s
Gli studi stanno rivelando che la somministrazione di una miscela racemica di ibupiofen® porta
all’arricchi ment o deSl Il neecanisraBh'%'* pitieprosabile dli ale fnversione,
proposto per la prima volta da Nakamura e collaborat®tié un processo a tre passaggi che inizia con la
formazione di un tioestere, attraves o0 una catal i si enzi mati Rdeéhamatci d
2-arilpropionico e il coenzima A (CoA). Tale tioestere a sua volta pu0 subire idrolisi e quindi generare
nuovamentR bppaordosubire epimerf3uvacessevamoemdiueeh
S9CoA tioestere completa il SRgora@&d.so di i nversione

“E. Emer, *“ Acgqua: solvente elettivo 20. organocatalisi e biocatalisi?”,
% adams, S.S.; Bresloff, P.; Mason, G.®@harm. Pharmacpl976, 28, 256.

% Campbell, D.BEur. J. Drug Metab. Pharmacokitg90, 5, 109.

1%0Bve ARound Table Serigk90, 18, 9.

% Chen, C.S.; Shieh, W.R.; Lu, P.H., Harriman S, Cteind®ifm Biophys Acta991, 1078,(3), 41L7.

12 Tracy, T.S.; Hall, S.Drug Metab Dispos1992,20, (2), 3227.

103 Reichel C, Brugger R, Bang H, Geisslinger G, BriMiaé Rharmacol1997, 51(4), 57€:82.

1("‘Nakamura, Y.; Yamaguchi, T.; Takahashi, S.; Hashimoto, S.; Iwatani, K.; Nakdg®ariMacobiodyn. 1981,4, S1.
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http://it.wikipedia.org/wiki/Cicloossigenasi
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=COX-1&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/COX-2
http://it.wikipedia.org/wiki/Farmacologia
http://it.wikipedia.org/wiki/Veleno

CoASH ) )
R ibuprofen —* (R ibuprofen)-5-CoA

COA-SH +
R and S glucuronides
-‘,'f
S ibuprofen ﬂ#—- (S ibuprofen)-S-CoA
-
1 processo di epi merizzazione puo procedere non
| egat o al di@estdreo Questo processae clinicamente importante poiché porta alla formazione
del I 7 ini bi t orossigenast, & padire dakgrelcuasore inatiivo.oTale meccanismo di risoluzione
dinamica, comunque, varia in vivo da specie a specie e deidodi ad individuo e certamente non é
tutt’oggi compi®¥t adtre, nquesta inversicme metabolica talvolta avviene dopo la

somministrazione, nella fase di eliminazione, quando la concentrazione nel plasma del ProfeneSgiziale

marcatamené piu bassa e il suo effetto terapeutico € ormai nullo. Questo fenomeno di inversione quindi

non puod essere consi d¥ée aon permetie si‘cenosoederlaiquantijpar réaleslii p | e

Profene somministrataAttraverso la via metabolica vista @a, gli enantiomeriR possono avere effetti

farmacol ogi ci e tossicologici verso |’ inibizR one

di formare potenziali acilglucironidi reattivi, tioesteri col coenzima A, ad essere incorpotadicigliceroli, e

quindi la possibilita di interferire col metabolismo dei lipidi e di interferire nei processi legati alle membrane

biologiche, li rende farmacologicamente a rischio.

Sebbene il paziente venga espod fcaso im cuidiuNSAIDlvengar s e

somministrato in forma racema, non esistono ancora prove che dimostrino una palese tossicita

del | ' e n &Kknrntognocase irvantaggi nelsomministrazione del soknantiomeroSsono i seguenti:

ridurre il carico dello saitimento del farmaco sul metabolismo e in particolare sui reni;

mdurre al mi ni mo gl i effetti coll aterald. dovut i a

effetti collaterali e azione coadiuvata con altri farmaci sulla farmacocinetica del NAID, sarehbéioilpida

valutare e come conseguenza puo essere valutato meglio il dosaggio;

Ridurre le interazioni del NSAID con altri farmaci;

eliminare le interazioni enantiomerenantiomero (che possono portare ad effetti non lineari nelle

far macoci nantiagmerbativod;el | ' en

eemplificare le proprieta farmacocinetiche e dosi metaboliche del farmaco;

per quegli acidi arilpropionici che subiscono inversione dello stereocentro (es. ibuprofen), la variabilita e il

rapporto d’'inversi onwngonoannullatedi vi duo ed individuo

- semplificare i rapporti tra le concentrazioni del farmaco nel plasma o nel fluido sinoviale e la risposta
terapeutica: metodi enantioselettivi nhon hanno bisogno di misurare le concentrazioni di farmaco
somministrato e non legat8®

- snviw | " enati omer o-arilprapiorici vikree gabsorbitoa piti velocem2nte rispetto al
composto racemt”:
- sl caso dell " i buprofen racemo c¢c’'é& bisogno del

del | ' iSsebsangu&d

195 Rudy, A.C.; Knight, P.M.; Brater, D.C.; Hall JSBharmacol. Exp. Thet991, 259, 1133.

16| ee, E.J.D.; Williams, K.; Day, R.; Graham, G.; Cham@onJDClin. Pharmat98s, 19, 669.

1971 oew, D.; Rau, G.; SchusterDBsch. Apoth. Ztg1989, 129, 2505.

198 Eyans, A.MEur.J. ClirPharmacol1992, 42, 237 e | riferimenti al suo interno.

19 stock, K.P.; Geisslinger, G.; Loew, D.; Beck, W.S.; Bach, G.L.; Rheeiétol. Int.1991, 11, 199.

110 Geisslinger, G.; Schuster, O.; Stock, K.Pw,LIbg Bach, G.L.; Brune Hr. J. Clin. Pharmacb990, 38, 493.
M1 Brown, J.MSciencd992, 257, 1847.



2.2 Metodologie di sintesi di (§-Profeni

Dalla scoperta dei Profeni come importante classé&ANS s i sono susseguiti in
articoli e brevetti che trattano della sintesi di Profeni enantiomericamente arricchiti. In letteratura esistono
ormai numeose metodologie sintetiche ma é soprattutto negli ultimi anni che la biocatalisi sta giocando un
ruolo molto importante in questo importante ambito.

Metologie chimiche™®

Idrogenazione di acidi-arilpropenoici

Acidi saturi otticamente attivi come i p@fn possono essere si nt-dnsdtud,z at i
attraverso una idrogenazione asimmetrica. Complessi del rutenio come il [BNA#icarbossilato]

idrogenano acidi arilpropenoici prochiali con un’
COaH
1%
ﬁ/ﬁ\rjﬁﬂ e (8MH#-2
A 897% ee Ar
MeO ?'—.,l.”(
| 1
i} 14 mol% of 1.6, Hz, 30°C, 135 atm 18 Ru” o
U-._:fl*
Idroformilazione di stireni
L’idroformilazione enantioselettiva della specie
diclorurd® porta alla formazione dell’aldeide con un
puo essee portata al 96% nel caso in cui venga utilizzato il trietilortoformato, che previene la
racemi zzazione dell’aldeide deri vant e KMn@bhportaallac het a
formazione del naprossere.
CH{OEt} CHO
o m 2
.”_“‘.T?:_‘\ = i) o »LM_ i} o I\
e — (_\I Ir’”_‘\]’ —_— ]f} [
MeD” 50% P\, PSS,
17 M= M=0 15
BOC i i}]
Ph;Pu M
1.9 \ (Si+)1.2
Cl—Pt——PPh; 6%
Cl

i} 1.9, Hy, CO, HC{OEL) 5, 2700 psi, 60°C, 20h; ii) pyridinium p-toluenesulphonate; iii) KMnCy

Idrocarbossilazione dilefine
La reazione di idrocarbossilazione in presenza di un catalizzatore chirale porta alla formazione di acidi
sostituiti con alte rese, lavorando a temperatura ambiente e a pressione atmosferica.

112
113

Noyori, R.; Nagai, K,; Kitamura, MOrgChem, 1987, 52, 3176.
Stille, J.K.; Parinello, G.Mol. Cat.1983, 21, 203.



IO
e + CO + HaO (S+)-11
i 5% 1.10
Bo% cy e
3% ee 'w' 0

o

1.10 ﬁ‘_) o P oH
} O3, THF, 5% 1.10, PdCla, CuCls, HCI, rt., 1 atm. S
Epossidazione di Katste&harpless
Epossalcoli chia | i sono intermedi sintetici ver sa(R3H) i . L
attraverso il metodo di Katswl8 har pl ess, seguito dall > apertura al ct

un nuovo centro stereogenico benzilico (1.13). Scedbeil giusto agente alchilante € possibile ottenere
entrambi gli enantiomeri a partire dallo stesso precursore epossitfito.

Una variante €& | ’'idrogenol i si del | " epossido asi mm
porta alla formazionsolamente del diol@R 35,

R OH R_o o M
PP 0O gy o f:, < ToH
) & oA = HO H
1.12 1.13 i) 1.14 (2R, 35)
R=H, Me
i} Ti{QiPrl, (+)-DET, TBHP, CH4Cl \ H, Me
i} Ti{QiPrly, (+) \ , aCly b ~
i) R =H, alkylative opening with Mgl @ —“( OH
iii}) R = H, alkylative opening with MaCu(CNILis HO H
iv) R = Me, stereospecific hydrogenolysis 1.14 (2R, 2R)
1.14 (2R, 38} or (2R, 3R) ——=_ S-{+) or R--) 1.18 {&r = Ph)
Acilazione di FriedeTrafts di composti aromatici
Le condizioni acide della reazione di Friedel af t s per mettono di associare
processo di racemi zzazionge Talereseanizandel c,der il Vv
porta alla formazionel e | | ' estere metilico con un ®ccesso del (

H
Fa Me. = -.COaMe
/l\ o AlCls _ 5-11
- Q507 Me

{methylester)
98% e&

Reazioni di coupling col Grignard
E’ possi bil e oetScom oreee del 64% faceradp reagise sig@ard 1.16 col composto 1.17
enantioselettivamente, attraverso un catalisi organometallica (complesso ribkelphos)'’ .

1143) Katsuki, T.; @hpless, K.Bl. Am. Chem. Sot980, 102, 5974. b) Takao, S.; Yanase, M.; Ogasawara, K.

Heterocycles1989, 29, 1849.

15 Coghlan, D.R.; Hamon, P.G.; Maastropp, R.A.; Slobedman, Tetrahedron: Asymmetryt990, 1, 299.

116 a) Piccolo, O.; Spreafico; ¥isentin, GJ. Org. Chen985, 50, 3946. b) Piccolo, O.; Azzena, U.; Melloni, G.;
Delogu, G.; Valoti, H. OrgChem, 1991, 56, 183.

" Hiyami, T.; Wasaka, Netrahedron Let}.1985, 26, 3259.



1.16

Me__ H
MQBF [\-‘Ie\%\gl\z‘le 1) I\-'le
MeD * COC(CH; )y MeQ
117 i)

Ph,P  PPh, l
(S)H(+)- 1.2

1.18 B4% ee

i) [NICl; -1.18], THF, r.t; ii) oxidative cleavage (NalQ, KMnQy)

Protonazione enantioselettiva

L' acil cloruro racemico 1.20 puodO esser e ohedaumd or ma
Speci e -iRdsSadidi o latimni) al chetene porta alla formazione di un estere del corrispondente acido
arilpropionico con un’alta disteroselettivita e s

ottener e deradiodo Nekd s ic as o Ripantolattane, sivttiemeggaasiesclusivamerdea t o
il naprossend’*®.

CH;

CH, CH, .
,Cl N * OR
C i) Csg | i) ¢ i) _
Il — - — I — = S-(+)or R-{-)
0 O 1.19, (Ar = Ph)
1.21

1.20

i) EtaN, 25°C; i) REOH, toluene, -78°C; AcOH, H,0, 70°C: iii) AcOH, 2N HCI, 85°C

Risoluzione di sali diasteromerici; risoluzione cinetica ed enzimatica

Nel campo dei composti enatiomericamente puri, la risoluzione di racesta sempre una valida
alternativa. La formazione diasteromerica di un sale tra il naprossene racemo epaitegnidina permette

di ottenere il profenSnella forma pura, conunaresadel 49% La mi scel a di aster ome
naprosseneracemo puo essere cineticamente risolta facendola reagire Bp(+§1-(4-piridil)etanolo, ed
ottenendo in questo modo il napro¥sene S con una |
Metologie biocatalitiche**

Le metodologie enzimatiche offrono sicuramente ilghoir compromesso tra sostenibilita e purezza
enantiomerica dei Profeni sintetizzati. Tuttavia tutte le metodologie proposte fino ad ora, seppure valide,
stentano ad affacciarsi sul mercato per ragioni di hatura tecnica/economica. Il problema principedst®

del biocatalizzatore, enzima o cellula viva che sia, associato alla difficolta nella sua riciclabilita rispetto ad un
catalizzatore organico.

Gli enzimi utilizzati per queste trasformazioni sono molteplici céongono gli starting materia swlgono
importanti processi di risoluzione cinetica, risoluzione cinetico dinamica, racemizzazione e deracemizzazione.

18 arsen R.D.; Corley, E.G.; Davis, P.; Reider, R3ow&ki, E.J.J. Am. Chem. Sp2989, 111, 7650.

" Harrison, I.T.; Lewis, B.; Nelson, P.; Rooks, W.; Ruzkowki, R.; Tomolonis, A.; Fiéded.HChem1970, 13, 203.
20prank, A.; Ruchardt, Chemistry Lett1984, 1431.

1R, KouristP. Domiguerle Mariaand K. MiyamotoGreen Chem2011, 13, 2607.



Hydrolysis o _OR Esterification
o 3 OH
A oN Lipase/ Ar
esterase o
-
Nitrilase/ Upase
NHase and | ’ M
Amidase * &
Lipase
’
Biooxidation
- A OR
r
Oxidation
R=H, Ac
‘4
Decarboxylase ” Alcohol-
' dehydrogenase
o 4
Ol (o) Reduction
Esterase Ar =
i 0
g OH Ar
o
1)
(o]
OFEt Isomerase
Ar
OE! l izati
Ar Isomerization
0o

Decarboxylation

Idrolasi
Esterasi
L'’approccio che wu

' OH Racemase __OH

tilizza | a ri soluzi

biocataliici per la sintesi degi-Profeni? e ancora oggi mostra grandi potenzialitd. Questi processi, molto
numerosi, si applicano spesso sugli scheletri Profenici. La reazione puo essere fatta in solvente acquoso su

una miscela racema idliroéstsér iselPreaedpui@siisuo svolgerdla’l | ' e
reazione sui ProfeniRracemi ed esterificare sol o
_ Hydrolysis
O. Hydrolase /H(O : OH
A I
r — Ar R+ Ar/\[(
o) o)
(R,S) (R) (S)
Synthesis
OH Hydrolase : OH J\WO
Ar/%( - § 3
R-OH, organic solvent Ar/\ﬂ/ AF R
0 o) o)
(R.S) (S) (R)

Tra gli enzimi utilizzati, od a | | ' o Bacéluseiusardaserratia Marcescens

Conversione del gruppo nitrile

122\y. J. Quax and C. P. Broekhuizappl.Microbiol. Biotechnql1994, 41, 425431



Gli enzimi chagiscono sul gruppo nitrile, considerati sempre delle idrolasi, sono tre e sono rappresentati in
questo schema. La loro importanza & relativa alla sintesi di molte molecole bioattive.

Mitrilase 1
: i oM
Af CN Ar
LD
Amidase
Milrile Hydralase ]
- 1 MH
Ar H :
Q

Le amidasi di natura microbiologica offrono spesso alti livel(iSdenantioselettivita nei confronti delle
profenammidit**e spesso sono riportate sintesi da parte di sistemi di nitrile idratasi/amidasi da parte di
cellule intere D’ al tra parte pero | a stereoselettivitega de
nel | ' ambi t. ®a lanitrilasi,stamnmd rieavendo sempre piu attenzione, a partire dal primo esempio

interessante ottenuto utilizzando delle cellule intereAdiineto Bactet?®

Liasi
Tra | e metodol ogi e c¢he sifzo deltetarddmalonatd carbadssilaglaBordateai ann
bronchoseptic Que st i enzi mi catali zzano s f-arikoimetdmatonici, a de

tramite decarbossilazione, portando teoreticamente a delle rese fino al 180%.

!

AT oM
COH - R
) < AMDase
Ar CogH
) Ar COH
(8)
Mol te | imitazioni all > utilizzo dui vermgane mibitie alla piz i mi

frequente formazione delR "enantiomero non desider

Isomerasi
Miyamoto and Oht#’hanno ri portato il riarrangi amento di €
isomerasi ricombinante dseudomonas Putida.

R . .
L Styrene oxide ISomerase

Ar AT
Il 2-metil-stirene ossido isomerizza infatti alla relativedil propanale che poi tramite ossidazione puo
essere trasformata nell’acido.

Ossidoreduttasi

2%3)R. N. Thuku, D. Brady, M. J. Benedik and B. T. S&waipl. Microbiol2009, 106, 703-727; b) S. Van Pelt, ¥an Rantwijk and R. A. Sheldon,
Chim. OggiChem. Today2008,26, 2—4; c¢) M. X. Wandzhimig 2009, 63, 331-333.

24M. X. Wang, G. Lu, G. J. Ji, Z. T. Huang, O-G&éth and J. Colb¥etrahedron: Asymmetr000, 11, 1123-1135.

125K Yamamoto, Yeno, K. Otsubo, K. Kawakami and K. I. Komatspi, Environ. Microbigl1990, 56, 3125-3129.

126 Miyamoto and H. Oht&ur. J. Biochen992, 210, 475-481.

127K Miyamoto, K. Okuro and H. OhTatrahedron Lett.2007, 48,3255-3257



I metodi che sfruttano le deidrogenasi sono stati ampiamente trattati dal mio gruppo di ricecg, stato il
primo nel 2007 a proporre una sintesi @&@rofenoli (diretti precursori deglbProfeni) a partire dalle relativi
2-profenali raceme tramite una bioriduzione enantioselettiva con risoluzione cinetico dinamica (DKR)

utilizzando™ "enzi ma HLADH

HLADH, NADH
buffer

m( H orgamc solvent : /\\/O H

= . JOH

T

// HLADH, NADH

huffer

O /(\[]/ o‘r_?a‘/;-rr:' sofve.r'.'f/E\J %}\/OH
slow
R o

Sono usciti successivamente altri studi che utilizzano la DKR con deidrogenasi!Bsfkutih lo stesso
meccanismo di DKR ma partendo ddiégil propanolo racemo.

enzyme
acyl donor

. e

racemate

oo Ao

ot -t ot

Una lipasiAmano Lipase P3 daBurkholderia cepaciacila direttamente e selettv ament® || "Ral col
che non reagisce, viene ossidato ad aldeide tramite il catalizzatore st*Shaoquale racemizza e viene
nuovamente ridotta sempre dal catalizzatore si Shvo. Racemizzando e riducendosi si ottiene di nuovo in
part e &eHeliénahuovanente acilato.

Ancora piu recentemente €& wuscito un articolo sul/l
2Rf eni |l propanale ad acido carbosRd Ili'ca¥'desifdaut t and

i OH OH o
ﬁ]/\f H Tﬁ)\l(.-. 7-—‘ = [
/o HO §F Ho ) \ R

NAD* MADH

! OH J
Regeneration
System
f‘-j/'wo

1 aH

w

Tuttavial a r eazi dRp e o p e n ke Sermmrisuitanaded ota applicazioni ai Profeni.
Un’ ultima interessante appl i cazredottag daBazillub Bubtilisu d ut t ¢
enoati*®?, che perd anche in questo caso porta aifgesi di derivatiR-Profenici.

128h Giacomini, P.dletti, A. Quintavalla, G. Gucciardo and F. Paradisem Commun,2007, 403

2°p_ strubing, P. Krumlinde, J. Piera, and J. Backvall, Adv. Syntre@ata349, 1577 1581

¥ ghyo, Y.; Czarkie, D.; Rahamim JYAm. Chem. Saase, 108(23) 74062.

1¥p | Ke¢nst, H. Merkens, S. Kara, S. Kochius, A. Vogehde, D.Holtmann, |. Arends, and F. HollmannAngew. Chem. 12012d51, 9914-9917


http://en.wikipedia.org/wiki/J._Am._Chem._Soc.

o) Yaim 0
ArJ\r ~ Ar/!\’r ~
[¢] ; : [¢]

7 6
NADPH NADP~

gluconic acid glucose

2.3 Metodo chemoenzimatico per la sintesi di (§-Profeni con alcool deidrogenasi

Il gruppo di ricercan cui ho svolto il mio dottoratei occupa da moltissimo tempo della sintesi dei Profeni
enantiomericamentepuri. afproccioutilizzato & una sintesi chemoenzimatica che parte dalle aldeidi 2
arilpropioniche raceme, come € stato accennato nel paragrafoedette. Il primo step prevede una

bi oriduzione enanti os el eadturalealonate € mafldata) coticarhitanteeach z i ma
una risoluzione cineticdinamica a dare i 2aril propanolj Il secondo step € uassidazione, che puo essere

effettuata chimicamenteoppure tramitemetodologie biocatalitiche.

NaClO,
HLADH B NaClo, TEMPO B
P H buffer / organic solvent (é) OH S OH
‘ oppure e
R (@] NADH 'NAD+ R R
Tl yields up to 99% yields up to 99%
PN (S)V(R) upto99:1 —2ccase (S)(R) up to 99:1
S0 OH ' TEMPO, O, '

2.3.1 Primo Step: Sintesi enantioselettiva di 2(S)-Aril Propanoli mediata dall’enzima HLADH"*

Questa metodologia sintetica prevede la sintesi @)atilpropanoli enantiomericamente puri, a partire da
aldeidi 2arilpropiliche raceme, attraverso a riduzione enantiosélett

Lo step di riduzione enzimatica per opera di uno specifico enzima alcool deidrogenasif(ADH)2 NE S [ A
Alcohol DehydrogenagelLADH), estratto da fegata chvallo.

Horse Liver Alcohol Dehydrogenase (HLADH)

L Horse Liver Alcohol Dehydrogenas#.ADH) (Figura 7.1) € un importante enzima NADH dipendente
appartenente alla c¢classe | del | e Al c odhipesodi@ddy dr og
Da ciascunt*.

Ogni subunita puo esistere in due forme isomorfe chiamaxl E | monomeri pgsono formare omodimeri

EEedSSoppur e dar viBSa |In ebtaesreo dd Imetriopo di i soenzi ma
ver so substrati c oEfeo mbléceld stervinlde disognzing$’e Questanpeculiarita

per mett e Badsdidaredun Ad3tdl spdttro di alcoli primari a catena lineare e ramificata, secondari,

al col i ciclici e steroidi. | mo n o nke@ campokto da @74 8a, d i f f
me n t $da 384 da). Alcuni di questi amminoacidi mmgifi sono coinvolti nella formazione del sito attivo,

e quindi spiegano i ISSsmdntgradoai catadizzarecsubstratil di grosse dimendion a
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J.Pietruszka anil. Schglzel, Adv. SyntBatal.2012, 354, 751 — 756

P. Galletti, E.Emer, G. Gucciardo, A. Quintavalla, M.[Pd8iacominiQOrganic and Biomolecular Chemis2910, 8, 41174123
Vedi: Wothington Enzyme Manual (www.worthingtbiochem.com) Drunet a. 1967; Blomquiset al. 1967

Jornvall, 1970, Anderssat al. 1974
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come steroidi. Ogni monomero possiede due atomi di zinco, uno posizionato nel sito atbaycenato a

due ci steine e una i stidina | " al t r mente gna dunzibnen at o

strutturale.
L’ HL ADH enZma WADH dipendente, se paragonatolYéast Alcohol Dehydrogenage ADH)
comunemente impiegato nella riduzioneidchetoni, risulta essere piu selettivo e piu stabile in condizioni di

stress biologico come le alte temperature e la presenza di piccole quantita solventi orgaiaizati come
co-solventi

Prime prove di riduzione: la 2-fenilpropanale (1a)

Per metere a punto la reazione di riduzione e stato scaltta aldeide arilpropionica comeodello, 2
fenilpropanale 1a), caratterizzata da un gruppo arilico non sostituito, disponibile commercialmente in forma
racema. Tale aldeide é stata dispersa in una sohezidi tampone fosfato 0.1M (pH 7.5) ad una

BN

concentrazione 0.5 mM ed e stata messa a reagire con 0.01 mg/ml di HLADH e con NADH alla

concentrazione 1mM.

tampane foslila OH
a CHO ) [Ei)

O OH

La reazione e stata seguita nel tempo tramite HPLC e la conversione e stata monitorata tramitli ret

taratura dell " alcool racemo pur o, mentre | ' eccess

(Tabella 1)1 risultati mostrano laconves i one i n al 800dbpo appegagsioe edeun hppdrtb ’
enantiomericoS Rdel prodotto di82:18Tali valori rimangono pressoché invariati anche dopo 24 ore.

Tabella 1
caso durata HLADH resa S9% -
(ore) (mg/mL) (%)
1 5 0,01 81,10 82 18
2° 24 0,01 88,5 81 19
3 5 0,002 75,1 >99  nd
4 24 0,002 89,1 95 5
5° 5 0,01 88,7 84 16
6° 24 0,01 99,4 83 17

Condizioni di reazionga] 2-fenilpropanale 0.5 mM, NADH 1 mM,;
[b] 2-fenilproanale 0.5 mM, NADH 0.01 mM, etanolo 0.5 M

Anche riducendo la quantita di enzima non si osserva un abbassamento delle rese, mentre si riscontra un
aumento del |l " eccesso enan$fomeriadd aa cbmpbeera det

enantiomero (Tabella 1, casi 3 e 4).

Per rendere il processo economicamente vantaggioso, oltre ad abbassare a 0.002 mg/ml la quantita di

enzima, é stato messo a punto un sistema di riciclo del cofafftmbella 2)Per fare questo é stato aggiunto
all " ambiente di r eta’ zuilotniemod erl el @ geet nadnoo’ piamaotto @GhlipedtesgoD H

e

di riduzione del fenipropanale, viene ossidato ad acetaldeide, producendo al contempo NADH. I dati5 e 6 in

tabell a mostrano che | i ntroduzi on emodified |& resmtedan o |
stereoselettivita della riduzione.

(0]



Questi dati, sebbene derivino da prove preliminar
ti po di substrati e che | a s §8precursore del Bfes,i2) ilprocessee a | |
caratterizzato da unasoluzione di tipainetico-dinamicoe non solamente di tipainetico.

HLADH
fampone fosflo OH
wa CHO i - o
mqu MALH
P,
O OH
Tabella 2
durat HLADH
caso urata resa % R%
(ore) (mg/mL) (%)
1° 27 0,002 9620 96 4
2 27 0,002 947 95 5

Condizioni di reazione: [aR(-2-fenilpropanale 0.5 mM, NADH 1
mM;[b] (R}2-fenilproanale 0.5 mM, NADH 0.01 mM, etanolo
05M

Per valutare la fondatezza delle nostre ipotesi, ovvero di un meccanismo DKR, & stata prie(Za2a
fenilpropanale ed é stata ridotta nelle condizioni di reazione viste sopra.

Anche in questo caso | a conver mwiedalesteocenumoemuinditaat i v
formazione. del |l al cool

| risultati ottenuti da queste prove ci hanno permesso di ipotizzdireessere nelle condizioni di una
risoluzionecinetico-dinamical nnanzi tutto, essendo | ' HeideHlHvelogita en z i
di riduzione di questo enantiomero € molto maggiore rispetto alla spRcie graziea questosi ottengono

ot ti mi | ' e ¢ c ePoiché daleproeesst si attemganssecquantitative e non solamente del 50%,
come nel caso di unaemplicerisoluzionecinetica si considera la possibilita di una risoluzione cinetico
dinamica Tutto cid e possibile poichéni soluzione,| ' a | dubiscd eun continuo equilibrio di
racemizzazione, passando attraverso la forma entfica

186 ¢C. C. Gruber, I. Lavandera, K. Faber and W. KrddilaSynthCatal, 2006, 348,1789-1805.



= hrnpm'l‘.i* =
sobenie oIgInico : OH
= CHO) ——— = (5
| e veloce
R \\ R
MGH
R..--"‘"-~.,,_h__---'::'-"'
/ HLALH, MALDH
tampone
= olranie ongEmeo /%)\/DH
R | - lentc H/J‘\a;-"fl

La bassa dobilita del 2fenilproanale in soluzione tampone non consente di svolgere tale processo su grosse
guantita e tanto meno di ridurre le altre aldeidiailpropionche, molto piu lipofile. Per questo motivo si
voluta provare | sadveglgii uot gamiicidi alelr €&l nTidFabasan@ Ina c g u «
guesto modo si sono testati tre diverse tipologie di solventi: il primo completamente miscibile in acqua, il
secondo parzialmente miscibile ed il terzo immiscibile.

L’util iCRletHFdILOQZHV) ri spetto alla soluzione tampon
3). Gli eccessi enantiomerici sono maggiori col THF (10%) rispettgGNCH%), sebbene le rese ottenute

siano inferiori.

Buoni risultati si sono ottenuti su quantita maggidi substrato impiegando GEN al 16% ed utilizzando il

riciclo del cofattore (Tabella 3, caso 2). Anche in questo caso, dopo purificazione cromatografica si e
ottenuta una resa quantitativa (90%) e una buona enantioselettivita (94%) §e2-(nilpropanolo.

Tabella 3
1° CHCN (10) 5 0,01 71,9 89 11
2® CHCN(@16) 96 009 90,3 94 6
3° THF (10) 5 0,01 547 96 4
4 THF (10) 5 0,01 54,1 95 5
5 esano (90) 5 0,2 699 74 26
6 esano (95) 5 0,2 80,3 64 36
7° esano (95) 5 0,2 68 72 28
g esano (99) 5 0,2 54,6 90 10

Condizioni di reazione: [a}2nilpropanale 0.5 mM, NADH 1 mM; [b] 2
fenilpropanale (1 mmol 0.045 M), NADH (1 mmol), EtOH (5.1 mmol) in 24 mL
di tamponeCH3CN (16%), resa dopo colonna flash;-feh#ipropanale 0.5

mM, NADH 0.01 mM, EtOH 0.5 M.

Aggiungendo 10% di esano la reazione non procede, mentre impiegandone una grande quar@fiéo(90

v/v) e aggiungendo un eccesso di enzima e di NADH direttamente aklelandi reazione, sotto forte
agitazione, la reazione procede bene, dando in alcuni casi rese molto superiori al 50% (Tabella 3, esempio 6).
Studi cromatografici hanno mosta al procedere della reazione di riduzione, la formazione di un
sottoprodotto cheda analisi HPL®S,"HNMR e G®IS,risulta acetofenone.



Studi successi vi inol tre, hanno
dal |l ambiente acquoso di reazi
un diverso tampone acquoso (tampone pirofosfato) ad un pH leggermente superiore a quello usato in

precedenza (pH 8.0 anziché 7.5).

one

di

mostrato che |

a

e d ovato agudilizzere c o | a

Visto che la presenza di un-solvente organico al passare del tempo, denatura la struttura enzimatica,
disattivando il catalizzatore e quindi la catalisi, si € deciso di aggiungere una seconda aliquota di enzima dopo

5 ore di reazione.

I risultati raccol ti (Tabell a 4) di mostrano <che
soprattuttocon ClCN e THF al 10% ( Tabel | antadiunasesomdapliquotadie 3)
enzima, consente in presenzadicm | vent e di aumentare nettamente | a
HLADH
tampone fosfalo OH
s CHO "
— -
i
HA[{H MNAD+
y
0 OH
Tabella 4
cosolvente durata HLADH resa o o
(%) (ore) (mg/m) (%) * F*
1 - 24 0,01 99 83 17
2 CHCN (10) 24 0,01 8 98 2
3 THF(10) 24 0,01 80 99 1
4 THF (5) 24 0,01 88 95 5

Tampone fosfato pH 8.0, 0.1M, NAD.01mM, EtOH 0.5M, T=rt. In tutti i casi

aggiunta una secata aliquota di HLADH dopo 5 ore

Estensione alle altri aldeidi alrilpropioniche: Ibuprofenale, Flurbiprofenale, Fenoprofenale, Naprossenale e

Ketoprofenale

Abbi amo successivamente esteso

(0]

st urd 2-adl prdpanalb i or i

importanti precursori dei ProfeniLe aldeidi raceme non sono commercialmente disponibili e sono state
ottenute in due passaggi (descritti nella parte sperimentale) a partire dagli aafili@opionici.



1b, ibuprofenal

1d, fenoprofenal

1c, flurbiprofenal

oY oo ooy

1e, naproxenal

1f, ketoprofenal

Anche in questo caso le reazioni di bioriduzione sono state effettuate utilizzando il NADH in presenza di EtOH
utilizzardo la metodologia del riciclo del cofattore.

A H HLADH
i  ~ g 7 N\
B NAQH NAD+
The L
yo
N0 7 TOH
Enzyme amount 10
Ent. Sub. (U/mmol) pH Co-solvent Yield () S/R
1 1b 25 75 69 97/3
2 1b 25 7.5 CH,CN 93 .99/1
3 1b 25 7.5 THE 46 .99/1
4 lc 25 7.5 92 96/4
5 lc 25 7.5 CH,CN 08 .99/1
6 lc 25 7.5 THE 49 .99/1
7 It 25 8 CH,CN 63 .99/1
8 1d 25 715 93 66/34
9 1d 25 7.5 CH,CN 92 82/18
10 1d 25 7.5 THI 68 ~99/1
11 1d 10¢ 8 99 81/19
12 1d 25 8 THF 82 93/7
3 1d 25 8 CHCN 97 82/18
4 10¢ 8 CH,CN 98 93/7
15 1 25 8 CH.CN 82 ~99/1
16 le 25 7.5 4 92/8
17 le 25 7.5 THF 42 88/12
18 le 25 7.5 CH,;CN 38 90/10
19 le 25 8.0 63 86/14
20 le 25 80 THF 58 98/2
21 le 25 8.0 CH:CN 7 92/8
Tabella 5
I pri mi risultati 0S s er v a lbie pdr & flurbiprofemaleld ottimitrisultat e r

intermini di resa ed enantioselettivita utilizzando il 10% di MeCN in tampone fosfatao a pH 7.5, 0.1 Molare.

(Tabella 5. Per quanto riguarda la fenoprofenaid, il rapporto S/R in queste condizioni non €& risutat
soddisfacente ma & stato migliorato aumentando il pH e abbassandodatita di enzima utilizzata; in
proceduto

particol are si

e

nserendo

enzi
naprossenale, il rapporto enantiomerico éulisto buono ma non le rese, anche se valori maggiori del 50%

ma

ci hanno comunque suggerito che intervenisse il fenomeno della risoluzione cidaiamica. In tutti i casi,
| Seoma ¢éndndomdro malgggoritario. f or ni
La deerminazione della configurazione e sdafatta con diverse strategiePer gli alcolizb e 2e, la
configurazione é stata asgeata paragonandoli a campioni (®-alcoli ottenuti per riduzione deglS-acidi

tutte e quattro

commerciali coBH; SMe.

to

n



Per la determinaziondella configurazione dic e 2d (i cui §-acidi non sono commerciali), si & effettuata la

bioriduzione enzimatica molto in grande (in scala semipreparativa) e gli alcoli ottenuti sono stati ossidati ai

corrispondenti §-Profeni corKMnQ i n

in letteratura, confermandda configurazion&

I n particol

a r EMnQIndn bascausatb dazacemizzazioneodnnessuno dei due alcoli.

a c e dtatarp@ misukata la rotazione ottica con i dati presen

Su tutte le prove effettuate, le analisi dgiezzo di reazione quando le rese non erano quantitative, non e
stata osservata la presenza di aldeide ma del corrispondente arilchetone. In particolare la naprossenale
ha sempre portato a quantitativi di arilchetose molto superiori a quelli delle &k aldeidi.

L’ ul t i ma-aribpropienical €udic?a é stata la Ketoprofenal#f)(

L ’

i nteresse

r el e

composto é dovuto alla contemporanea presenza di due gruppi carbonilici, uno aldeidico e uno chetonico.

0]

H
O O RS)
O

HLADH
buffer / organic solvent

o

K
"

NADH NAD+ O O

y
AO /\OH
Tabella 6
Ereyme amaounit 1P
Entry  {LJ/mmaol]) pH Co-solvent M (yield % S/R
I 15 1.5 5 7515
2 ¥ 1.5 69 a7
3 25 7.5 CH,CM B a4 b
4 ¥ 7.5 CHCM 54 a6y 1
5 15 7.5  THF BE 55
& 10¢ 7.5  THF 36 a1
7 15 5.0 n a1
B 15 B0 CHCM g a1
L'’ HLADH ha di mostrato un el evato gr
2f desideratoinalteress€Non sono state trovate |

nfatti

OH

ado

d chetaalboé mo s e
tracce ¢

aldeide o il diolo) esono state osservate in generale alte rese ed enantioselettivita in assenza di un
ut i | i zZCANe THFiha portato a lmusnodccessi eramtioneicime a edé
significativamente piu basg@abella 6)

cosol vent e; [ 7

Meccanismo della risoluzione cinetico dinamica delle aldeidi arilproprioniche

L' e | eSvemantiaseldttivita della riduzione enzimatica in termini di costante cinetiltamostrache la

velocita di riduzione delle aldeidd((ks) € maggiore delle aldeidR( kr) ,
e strettamente connessa alla velocita di racemizzazikime)(

HLADH, MADH
= Eampone =
sobenie organico : OH
= CHO —mM = (S)
| 2 veloce
R \ R
‘l/%/J\R/OH
Rf-*-\;_;’-‘
/ HLADH, NADH
ampone
sobanie OTgEnco /\/J\JOH
i = CHO - )
) e ™ [

m ai

el n' zeaf fd ecl |

nt er



Noyori*"ha sviluppato un trattamento quantitativo di un processo DKR tramite un sistema di riduzione
accoppiato ad una stereoinversiomeha mostrato che convsioni quantitative e buone enantioselettivita
possono ancora essere ottenute quando la costante di velocita della racemizzadiones (la costante di

vel ocita di riduzione del |’ eknadiveéntapiinlentad kfagts assewa | o c e
un abbassamento nell’eccesso enantiomerico dell e
processo DKR pud essere ancora ottenutoks®es € piu elevata della velocita costante di riduzione
del |l " enanti omero chegkinvréstogi sce piu |l entamente

HLADH, NADH

: huffer H
mr H organic solvent S:I\\/O H
P o fast R~ ::

o = OH

o

// HLADH, NADH

buffer

sy e o
P e} slow R |\)

Noi abbiamo osservato in generale una diminuzione nel tempo del rap@iRa@ | Umengare delle rese di
reazione e questquo essere legato ad un&inv piu lenta di kS Inoltre sia la risoluzione che la
racemizzazione sono assolutanmenpH dipendenti; in particolare la tautomeria chedoolica avviene

tramite trasferimento di protont>® Abbiamo quindi studiato la bioriduzione delldehilpropanale a diversi

valori di pH, nel range tra-8.5, tenendo conto soprattutto la sensibilita del e n z i maConi¢lciADH .
aspettavamo, le rese sono fortemente influenzate dal pH. A pH 7.5 la resa é stata particolarmente buona, ma
non a pH 8. 5. I ri sultato potrebbe essere dovuto
con il coittore ad alti valoridi pf*®*Co munque, | ' enantioselettivita mig
piu elevati. Il noltre | a di rBiaumerzando m ©mpp di reazionet eula | e
conversione confermano che la velocita di racemizzane kinv é molto vicina o anche piu bassalgj in
accordo con | " anali si cinetica di NoyoOr.i

137 3) M. Kitamura, M. Tokunaga and R. NoydriAm. Chem. S¢t993, 115, 144-152; p) J. Andraos]. Phys. Chem, 2003, 107, 2374-2387; €) J.
Steinreiber, K. Faber and H. Grierigfhem¢Eur.J, 2008, 14, 8060-8072

18E |glesias]. OrgChem, 2003, 68, 2686-2688

%) A. LeBrun and B. V. Plapchemistry1999, 38, 12387-12393.
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Come gia sopra sottilinato, il processo di racemizzazione € particolarmente importante per questo processo
DKR; abbiamo quindi studiato piu in dettaglio aemizzazione della-&nil propanale, ibuprofenale e
naprossenalelfa,1b and 1e) enantiomericamente purey in assenza della riduzione entimatica. Abbiamo
osservato la diminuzione della rotazione ottinal tempo di soluzioni di queste tre aldeidi in tanmgo
fosfato pH 7.5 e 8.0, 0.1 M in presenza di acetonitrile come cosolvente per assicurare la completa
dissoluzione del susbtrat@arebbe stato molto significativo effettuare questo studio tramite HPLC chirale,
ma non é stato possibile trovare condiziomnisgparazione idoneese si assume che la racemizzazione non
sia niente altroche la formazione di un racemo a partire da un enantiomero puro che segue una reazione
irreversibile di ordine 1, deriva cH&®

-In(ay/ a,) =Kinwt (1)
E:

t12 = In 2Kinv(2)

MOE 3. Ebbers, G. J. A. Ariaans, J. P. M. Houbiers, A. Bruggink and B.Zwahemnbbegyon1997, 53, 94179476.



In queste formule, aé la rotazione ottica osservata al tempag, € la rotazione ottica al tempo t=0y4 ¢€ il
tempo di dimezzamento kinv é la costante di racemizzazione.

1e, pH =8

“In (er/eee)
C (8]
T
©
I
&

. L] 1b, pH =7.5

0 5000 10000 15000 20000 25000
time (s)
I n accordo all’'equazione 1, d o v r ependenzaa@rispondénte @ic i u
valori diKinv. Nei nostr.i dat i, non €& mai Sstata osservat
|l " al deide pudo formare | ’idrato chirale e il sotto

HPLC. Maamunque nel tempo iniziale si pud osservare un range lineare per tutti gli esperimenti e cid ha
permesso di calcolare i valorildinv, che sono poi stati riportati ifabella?.

Tabella 7
Entry  Aldchyde pH k,/10°s"  t,,» obs/min t,,» calc/min
1 la 75 7546 120 154
2 la 8 419+ 30 30 28
3 1b 15 29+1 320 397
4 1b 8 5242 180 224
5 le 75 41 +2 180 279
6 le 8 95+3 15 113
| tempi di dimezzamento {§) sono invece stati calcolatiamitekinvut i | i zzando | " equazi c

poi con quelli osservati(tobs), derivanti della rotazione ottica iniziale,(2).

Come ci si aspettava, la racemizzazione risultdiqud@armente controllata dal pHper tutte le aldeidi:

al | ' au det pHt aameata la racemizzazione e diminuisce il tempo di dimezzamgntha 2Fenil
Propanale €& | ' aldeide con | a piu veloce costant e
naprossenale hanno dellénv pit basse. Sperimentalmente si os&eiche buoni rapporti enantiomerici con

| i buprofenal e si ottengono in tempo di reazione
legato alla sua decompaosizione nel corrispondente arilchetone.

2.3.2. Supportazione dell’enzima HLADH

lpuno critico di tale catali si resta | impossibil
protocoll o sintetico prevede infatti di el i minare
impedendone il riciclo. Questo svantaggio igtardalla natura idrofila del catalizzatore che non consente suo

il recupero tramite estrazione.

Un altro svantaggio € la sua sensibilita. Gli enzimi infatti sono macromolecole composte da uno o piu siti
attivi e uno ‘schel et teocompleasme delicatac Quistodi oende partitolarmentea r m
instabili in condizioni di stress ambientale come: solventi organici di varia natura, pH e temperatura di
reazione.

Per questi motivi negli anni si sono sviluppate diverse tecniche di immobilizeaiamatica su fase solida.



In linea di principio un enzima imrhitizzato € in genere associat@versibilmente o irreversibilmente ad un
supporto solido di varia natura. Le scelte della tecnica di immobilizzazione e del supporto sono condizionate

dadnzZi ma e soprattutto dal tipo di processo che e:¢
i nadatta puo portare alla completa denaturazione
uno o piu siti attivi presenti, oppure, nelso vengano utilizzate condizioni di reazione particolari, il suo
completo distacco dal supporto. Quest  ultimo prol
funzionalita del catalizzatore, ne impedisce il recupero e quindi il riciclo.

Non esisteuna tecnica di immobilizzazione che non comprometta ancherminme nt e | at ti vi t a
per questo motivo € bene scegliere quella che piu si adatta al tipo di enzima per cui verra imgiegata.
generale, | ’7immobilizzasegpuntidiestadovr ebbe agire sotto
-aumenta e | a stabilita dell’”enzima, cioé portare | a
essere in grado di sopportare condizioni di reazione piu forti;

-permettere il riciclo dell’”enzi ma;

- facile separapine dalla miscela di reazione;
- modulazione delle proprieta catalitiche;
- prevenzionamigliore dacontaminazioni proteich€proteasi)e microbiche.

Tecniche di immobilizzazione

Le tecniche di immobilizzazione enzimatica possono essere suddivise imamhgé gjassi, in base al tipo di
interazione enzimaupporto:

1- intrappolamento

2-coupling

Intrappolamento

Questa tecnica consente di intrappolare | ’'enzi ma
interazione di tipo chimico. In questo modo’ enzi ma ri sulta confinato in
essere fisicamente modificato, consentendogli di mantenere inalterata la propria struttura conformazionale.
La natura del supporto deve i mpedi r e tiréilapasbaggiorsin us c i
del substrato, che del cofattore. L'"intrappol amen

0 micellare oppure in membrane o fibre.

Coupling

Diversamente da quanto visto prinzwedeecatiacoatmfisicamente n e |
ad un supporto carrien, oppure interconnesso attraverso cressking agli altri enzimi. Le tecniche di
coupling, nei casi i n cui avvengano tramite | eganm
piu stabilerispetto ai metodi di intrappolamento, permettendo di operare in condizioni di stress ambientale
maggiori (agitazione meccanica, solventi organici, temperature elevate, ecc). Lo svantaggio maggiore
nell uso di guesta tecni tamite @cazom ehimiche, spessp aggressive par o N €
|l "enzima. Questo si traduce spessoOo in una sua per .

Immobilizzazione dell’enzima HLADH: tentativi e successo'*!

Grazie ad una collaborazione con il gruppo di ricerca di Francesca Paradi$iGD di uDpebddo no e
del mio dottorato che ho trascorso pressbloro dipartimento ho potuto studiare e realizzare una

met odol ogi a di supportazi ontentatel md denze suzcessoastratbdieA d H .
immobilizzazione per intrappamento su sfere di idrogel di chitosano e di idrogel di alginato. Si & quindi
passata i mmobi li zzare | ’'enzima con metodol ogie di n .
silice o di nuovo al chitosano, ma anche in questo caso senza sudééssost at a tentata un’
covalente wutilizzando biglie di vetro che per | a |

e Paradisi, P. Galletti, D. Quaglia, M. Pori, D. Giacomii Engi neer ed Horse Liver Al coholionibthdry dr ogena

Enantioselective Synthesis §Ar y | p r ¢ASamMt®rocess Biochera013



Le biglie di vetro offrono diversvantaggi in qualita di supporto, quali la stabilitd termica e meccanica, la
mancanza di tossicita verso le sostanze biologiche e una forte resistenza nei confronti di solventi organici e di
agenti microbiologici.

Il processo di supportazione prevede una procedura necessaria di attivazione e derivatizzazione della biglia
seguendo gesto schema:

- attivazione della superficie delle biglia con un forte trattamente acido/base e ossidante;

- derivatizzazione con uno spaziatore opportuno che permetta alla biglia di legare piu enzimi;

- formazione del legame tra enzima e biglia di vetro.

La scelta della dimensioneslte biglie di vetro é ricaduta su quelle del diametro di-626 0 uy m, di men
sufficienti per ottenere un buona superficie di contatto enzisugpporto ed al contempo rendere semplici le

operazioni di supporto e di recupero dall’”ambient
Iprocesso studiato ha visto quindi | "attivazione
acido che ha permesso di liberare gruppi'®#* consentendo in questo modo di legare covalentemente
un linker a mi n i-APGES)( afla superficie. Feravor i re | ' attacco dell " enzi
Sspazi ator e, tramite | "aggiunta di anidride succin
| " enzima, attraverso®®n secondo | egame amidico

a) OH b
Q — Ggﬁ' + (Me0)3Si~ "NH, L o

O
c) CICC));Si /\/\H)WOH

o)

Lo step piu importante intito qQquest o processo € sicuramente |

superficie vetrosa derivatizzata. E’ noto in | et
enzi mati ca, attraverso numer oS i | e deflansua «trottura, | e nt
di sattivando compl etamente i st attiwvi all "int

ottimizzate con cura le condizioni migliori, tra cui appunto il pH, la temperatura eseg per essere attive
come antibiotici:

2Eo0d Chemistry04 (2007) 13851392;

“3Bull. Korean Chem. S¢2006), 27, 4;

144 Synthetic Comn86, (2006), 35913597;

*Enzyme and microbial technolog9 (2006), 10161022;



attutto le opportune quantita di EDC eelizima da utilizzare.

caso biglie di vetro EDC  HLADH T tampone HLADH supportato SA
(mg) (mg) (mg) (°C) (pH) (%) (%)
350 26 0038 4 5 99,8 1,32
2 396 4 00853 25 5 98,6 20,1
Il pH e |l a temperatura di reabodnemomondeil zEoOnawod os
l a reattivita dell’ EDC & | e'aPeraguestd rotiva it sud attacéo allee | | °
funzioni carbossiliche &€ stato eseguito a pH 5.0,
Lemg !l i or i condi zi oni relative all’ entry 2 mostrano
sia pero diminuita al 20%; | a diminuzione dell’ at
un fenomeno noto.
Le bigliesuppdrat e veni vano poi conservate a 4°C in un t a
valutata tramite |l a velocita di ossidazione del |~
venivano accuratamente e delicatamente lavate campone fosfato e ci si rimetteva nelle condizioni di
studiare il ciclo successivo.
L'"attivita dell’”enzima comunque si annull ava del
degradazi one del | " enzi ma 0 ata dalla nsupesfici® vetpsao gTale s s i
comportamento puo esser e-APTED Ld radecola aom ddriwatizzath telode & t e

perdere metanolo nel tempo in acqua in funzione del pH e della temperéat(ra.

Mel

nei confronti

del

oS ~ NH Hz0 Ho-Si7 " NH,
OMe T. pH OMe
Emivita (ore)

pH 10° 24° 37°

47 | 097 | 041 | 0,22

7.0 |56,000| 84 | 3.9

9.0 0,780 | 0,15 | 0,043
Le modalita di éna {48, @H ¥.5 mon semigrana prolvdcdreeprolemi alla sua stabilita.
Ma | a verifica dell"attivita
facil mente causare

Tutti i risultatipostivi riguardanti i Profenottenuti in precedenzai hanno spinto a dirigere la ricerca verso

a produzione di un

nuovo—o

enzi ma

HLADH m

odi

fi

cat

processo di supportazione e quello di purificazione. In particolare il gruppo di ricerca di Francesca Paradisi,
ha deciso di ingegnerizzare il gene che codifica per la subunitd E, essendo la sequenza del DNA nota e
disponibile grazie alavoro del professor Rapp**®ed essendo questa subunitd E la pill specifica per

| " ossidazione/riditzi oha dtedglifi akcahi

di 6 istidine aggiuntive sulla partsd-terminale della subunitaQuesta modifica € bemota in ambito
effettuato

b

i otecnol ogico ed vi

perché

6

gii @awviol ut a

mi

importante sottolineare che prima aver proceduto al processo di supportazione € stato necessario stabilire
un protocollo affrontand nel | " or di ne

-produzione del |
-purificazione de

enz
(I
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Park D., Plapp, B., J. Bdhem. 1991, 266, 1329613302
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-caratteri zzazi-duABFEEeevérifica deltazua atbita(patagenandalocon | > anal ogo
delle istidine (HLADHE).

La produzione:

L ' e n & stato @rodotto trasformando un ceppo Hi Colche é stato dopo fatto crescere e proliferare per
15-20 ore in un bioreattore 37°C agitando agitando per 250 giri al minuto. A crescita ultimata le cellule sono
state trattate con lisozima (da uovo) e acatamente sonicate a 0° per lisarle completamente; dopodiché si

e proceduto alla centrifugazione e successivamente alla filtrazione. Prima di procedere allo step di
purificazione della proteina, Ci S i una deidregsenast bar at i
verifica dell  attivita del Lisato €& <cruciale per
potrebbe non aver assorbito il DNA e quindi non aver prodotto la proteina; in secondo luogo, la proteina
potrebbe essere statprodotta ma la modifica della catena peptidica potrebbe aver minato la sua attivita.

La purificazione:
La purificazione é stata effettuata in un singolo tramite cromatografia per affinita metallica su di una colonna
6B-SepharosdMAC pretrattata NiS©O

o OH HO
o =
N NiSO, N----Ni%*
P R

" on HO

Questa colonna possiede una struttura polimerica e polisaccaridica di sefaBmpiardtionPhamacia
Agaose) cui sono legate molecole di acido imino diacetico (IMAC), forti complessanti per metalli.
Pretrattando lacolonna con Nichel si osserva la sua progressiva colorazione in blu per la formazione del
complesso sopra rappresentato. Quando il lisato batterico viene eluito lungo la colonna, solo la proteina
derivatizzata con le 6 istidinélisHLADHKHEE) viene legatdramite la formazione di un complesso tra il nickel

e i 6 imidazoli, mentre tutto il resto eluisce indisturbato.

Per “sganciare” | a proteina dalla colonna si el ui
molecola ha noti effetti iniltori nei confronti delle deidrogenasi zinctipendenti, probabilmente per la
capacita di complessare il metallo e rimuoverlo. La soluzione efEADHE E dopo | "uscita
conserva | a sua attivita ma vi encessocdodialish niwcd lasii mo s

sostuisce con un tampone fosfato a pH 7.5.

66.4
55.6

427 <« His-HLADH-EE
346

27.0

Tramite elettroforesi S i osserva | effettiva eff
soprattutto se confrontata con il lisato (corsa a destra), che appaneuoa banda sola dal peso molecolare
approssimativo di 424 KD (come ci si aspetta per la subunita E) per paragone con il riferimento del peso



molecolare (corsa a sinistra). Tramite esperimenti di cromatografia ad esclusione di massa € stato
dimostrato te la deidrogenasi mantiene la forma dimerica e quindi pare che la presenza delle 6 istidine non
influisca sulla struttura quaternaria.

Caratterizzazione e attivita dell’”enzi ma

Il nuovo enzima € stato valutato per quanto riguarda la sua attivita a dipetse a diverse temperature,
paragonandol o all > enzima anal ogo ma pri vocalalath | e i
neivalutandol ossi dazi one dell > etanolo ad acetal dei de. I
attivi t & a campana in funzi one eHeADH paHun pHoptimima 88,aquasii ¢ o
un’unita di differenza in meno rispetto all’enzim

HLADH —=—HIS-HLADH
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Per quanto riguarda | a temperatura, entvitaambi
all’” aumentare della temperatura fino a 60°
HLADH * His-HLADH
Linear (HLADH) —Linear (His-HLADH)
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Immobilizzazione dell’enzima His-HLADH-EE
Sono stati effettuati quindi studi di immobilizzazione di questo enzima modificato sfruttando le
caratteristiche indotte dalla presenza delle 6 istidine.

Resne StratoSphere:

Questo tipo di resine consiste in polimeri di polistirene che possiedono diversi gruppi funzionali sulle
estremita.



PL-NCO PL-WANG PL-CHO
O CH,
(@) NH
n CH3
PL-PEGA

Queste resine sono disponibili commercialmente a diversi gradi di reticolazione pichmearatteristica che
consente il rigonfiamento o meno in presenza di solventi apolari quali idrocarburi. La reticolazione della
resina e la sua natura polimerica conferiscono al supporto un certo grado di resistenza agli urti meccanici,

mentre la strutur a pol i stirenica ne consente | utilizzo

degradazione chimica. Quest’ultimo aspetto e di i
sulla resina deve essere conservata (se non liofilizzaa)ima s ol uzi one tampone per
catalitica e prevenire quindi |l a denaturazione. U

loro & noto il dato corrispondente al numero di mmoli presenti, aspetto che facilita il tordesaggio dei
reagenti chimici necessari per una corretta derivatizzazione.

Prendendo come model | o -métdloptoteinaasiuttatannella ¢ransategrafiatac z i o 1
affinita metallica abbiamo modificato le resine derivatizzandole con Higtar realizzare la supportazione

della HisTag HLADH. In particolare ci siamo focalizzati su un particolare tipo di resine Stratosphere, le PL
EDA (Ethylene diamino).

n- N
H

PL-EDA

Questo tipo di resina & not o akven'fpetiimetaliadvwenparlaper |
capacitadi legare ioni metallici in soluzione eliminandoli quindi dal mezzo.

Il nostro obiettivo era quello di realizzare un complesso metafina e poi legare la proteina a questo
supporto. Il metallo scelto peformare il legame con la resina é stato il Nickel; abbiamo perd esteso la
ricerca provando ad utilizzare il anche il Cobalto e il Rame. Per quanto riguarda il cobalto & nota la sua
capacita di interagire con la coda di istidine ed & a volte utilizzatoosiopdel nickel nei processi di
purificazione; il rame €& stato scelto per affini
periodica.

La sintesi della resina € stata effettuata mettendo a reagire la resina con soluzioni saline dekiillie met

%0 Gokak, D. T., Kamath\B, Ram, R.N., J. ApPblym. Sci1988 35, 15231535
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Le resine sintetizzate venivano poi accuratamente lavate in modo da eliminare ilgsibifogni traccia di
metallonon legato.

Per fortificare il | egame del | a rolgid dirasing buellmehe al | c
abbiamo fatto e stato | egare | ' aldeide salicilica
i
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I |l egame ulteriore al metall o proviene dall’ OH f
LA proteina HISILADHEE € stata messa antatto con le resine ed e stata valutata la quantita effettiva di
resina |l egate e | "attivita della resina al pri mo
calcol ata misurando tramite i/l t egatd rimdsia inBoluaioné;d r d |
val ore ottenuto e stato poi sottratto dalla quar
modo consueto misurando | a (VabellaBci t a di ossidazion
Tabella 8
Proteina At.tivité de.lla
RESINA Legata (%) resma.al primo
ciclo
Nickel 25 50-60%
Nickel+SA 53 0
Cobalt 0 0
Cobalt+SA 61 0
Copper 91 0
Copper + SA 54 0

Tutte le resine ad ecezione del cobalto sono state in grado di legare la proteina con delle percentuali
variabili, ma unicamente la resina al Nickel ha mostrato un certo grado di attivita al primo ciclo. Tuttavia
Il "attivita dell a r esi n aataebsersmiltaoDaidest diBradfdrdadelld soluzioeea z i
in cui é stata valutata la reattivita del primo ciclo di reazione é risultato esserci un quantitativo di proteina



molto simile alla percentuale di enzima legato. La proteina quindi si & staccataefifia pur conservando

l attivita. 1 motivo del di stacco pudo essere | a
oppure il pH del saggio cinetico (8.8) puo aver causato la formazione di speciexd{©Hanno provocato

la scissioa del legame.

Questo risultato negativo ci ha spinto a cercare in letteratura una metodologia piu robusta per portare alla
formazione di un | egame covalente tra | "enzima e
verso I " ut al resma oepossidica,unus upporto | argament e ut il
del | i mmo b'iLd strategia utilizaata @ su cui ci siamo basati prevede proprio la supportazione di un
enzima in cui € presente un “t ame’dudlegamescovalehte ree e

|l " enzima e | a resina. La procedura prevede in pri
ECEP/S, Resindion, Milan) con acido imminodiacetico con lo scopo di far reagire il 5% degli epossidi sulla
superficiee successivamente la complessazione con uno ione metallico. A questo punto si mette a contatto

| " enz iHDHEHEI scon | a resina con | obiettivo di crea
del l e istidine; | ' en zZramieairesidusnucledfilodegi hnersnsaaidi present sulpi s c
superficie (Lys, Cys, Tyr o Seon i residui epossidici che non hanno reagito per portare alla formazione di
legami covalentiSi procede dopo alla rimozione dello ione metallico con EDT&adtaiinfine la resina con

glicina per cappare” i gruppi epossidici che non
(0]
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Strategia di i mmo b i |-EEzugaadp la cesina epodsitlica émgrigiondarivatidzzatalréh IDA

Osservando I ef fi ciaimrhohilizzaizioriel si & procedute dhllor studioddella sua
ottimizzazione, da molti punti di vista. In primo luogo si € proceduto a verificare il ruolo del metallo nei

confronti del | "attivita dell’”enzi ma supphoer tla'taot tpe
del |l "enzima era molto sensibile sia al tipo di me
Il nvece in assenza di trattamento della resina ¢«

percentuale di attivitaitenuta solo del 40%.

151a)C. Mateo, G. Fernandéorente, E. Cortés, J. L. Garcia, R. Ferndnaleeente and J. M. GuisaBiotechnol Bioeng, 2001, 76, 269276; b) B. C.

C. Pessela, C. Mateo, A. V. Carrascosa, A.YianGarcia, G. Rivas, C. Alfonso, J. M. Guisan and R. Feladnelez Biomacromolecule2003, 4,
107-113; ¢) J. M. Guisaimmobilization of enzymes and celdumana Press, Totow2006
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a) Attivita del | ' -duARHEEguandondifierdnti ibni metalict (oppukeine) vengono usati per il processo di immobilizzazione.
L"attivita del 100% € st atdaelds sienmrnvoabtia ipzezra zli’oennez;i nha) |SitHuADHXE pelrepenaa | na't
dell o stesso metallo stato per | ’'immobilizzazione paragonato all’enz|

La derivatizzazione con il cobalto (utilizzando ggoClh a p o r t a tHoADHEE a nitenérenila65%ldelta
sua attivita originale. Usa |unmn zatntdiov igtlsB%@anildiakela npeit U

e22% per il Rame. Come si sa | a supportazione &€
verificare se anche il metall o avesse un effetto
presenza dei metalli utilizzati liberi in soluzione. Si & quindi proceduto aggiungendo soluzioni dei metalli
utilizzati (C6', NF*e Cd) aliimaeni bero e si & velocemente val ul
del |l "enzima senza alcuna aggi unde®.6 % drelill’ addhb avli tt @&
del | ' 83 % mane bi e esseovatanla corhpletaremediatape di t a di atti vita de
sembrano essere in buon accordo con quelli relativi alla percentuale di ritenzione rilevata sulle resine e
sembra quindi che il cobalto porti al mi g teichemae r i

risultare anche il meno tossico. Per ottimizzare ulteriormente il processo di supportazione/purificazione
abbiamo deciso di effettuare direttamente la reazione di immobilizzazione sul lisato batterico, sfruttando la
capacita della resina derivatiata al cobalto di legarsi esclusivamente con il residuo di sei istidine della His

HLADHEE. Il risultato € stato molto positiyeortandoa |l | a supportazione dell’ enz
ritenzione dell " attivitafr camteatsa altlt'esnai md tloirmer ¢
L’ultimo aspetto che €& stato studiato €& stato | ' a

(da 1 a 5 mg di enzima) mantenendo costante la quantita di cobalto e resina (1 g di resina). In particolare si &
osservato che | > aumento dell attivita dell’”enzi ma
che oltre i 2 mg di resina caricata si osservava perdita di attivita.

Caratterizzazione dell " enzi ma

Dopo aver st udne aitsiamod ¢ ditcatmi zalhkza caratteri Hsazi on
HLADHKEE).

In primo luogo abbiamo voluto verificare la morfologia della resina epossidica tramite microscopia a
scansione elettronica (SEEDS) prima e dopo la derivatizzazione per investigassipili cambiamenti sulla
superficie e/o fenomeni di aggregazianeali fenomenpossonca | | a | unga minare | ' att
che diminuire in effetti la querficie accessibile al solvente. Dalle analisi si osserva che le biglie supportate
hamo una dimensione che va tra i 100 e i 300 nm e mantengono una dimensione.dResigéano tutte
individualmente separate e non si osservano fortunatamente fenomeni di aggregazione. Sia il campione b
che il campione ¢ non mostrano la presenza di cobatiofermata dalla assenza della linea di assorbimento
specifica a 6.92 keV ¢ .65 keV. |l cobalto e invece stato trovato come previsto sul campione d dove infatti
sono state trovate le linee di assorbimento specifioo k




SEM delle resine: a) con Hi€ ADFEE; b) con HiLADHEE ad un migliore ingrandimento) pretrattamento con IDA; d) dopo il trattamento con
cd”

Si e poi procedut@lla caratterizzazione del’ e n z i ma paragpnaraaolot aguello libero in funzione
dei seguenti parametri: pH, temperatura, stabilita nel tempo, riciclo e attivita isatasdi solventi organici.
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a) Screening per la ricerca +<eADHEEp he “tOpat i ndum” epelr2 .15 enmrzaimma el il b eors

I pH e |l a temperatura sono steaetil’ sesha@adimat imaccrp
determinare i parametr.i mi gliori per | a biocatald]
del | " enziedi iogwesutnizipanr amet r i € stato valutato stu
L'tatvita in funzione del pH &€ stato studiato, tra
comecisiaspettavh a ti pica curva a campana ma con uno shi
pH pi 0o alto dell’ wmnppaoat dticdboegsombrlLd equii mai mostr al

alcalini.
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Screening di attivita a diverse temperaty@s-55°C).
E’ stato poi valutato | effetto dell a tempreimiat ur a
sembrano migliorare |l a loro attivita |inearmente
pit marcato. Oltre i 55°C nalpiu stato possibile effettuare alcuna misura a causa della impossibilita di
effettuare misure UV, probabilmente causa del |l evaporazione dell " eta
Per verificare |l a stabilita dell’ enzima nel t empo
per 160 ore a due dfferenti pH, 8.5 e 6.5. Si & osservato che ebitiglirenzimi a pH 8.5 risultavano ancora
essere attiwvi dopo 160, mentre a pH 6.5 |’ enzi ma
| " enzi mavevdpielr esroo i | 50% di attivita gia dopo 15 ¢
consevrato a 4°C dove dopo 2 mesi si 0sserva ancora una attivita identica, che & come detto in precedenza il
60% rispetto a quella dell’ enzima |ibero.
La verifica della riciclabilita dell’”enzima supp
ossi dazi one deihdraded ppriaie b ermindh e er a
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Riciclabilita di un campione immobilizzato diHiSAD-EE i n 10 <ci cl i ossidati vi (1l attivita di ogni
caduta del | ' atpteirdiittéa é pdeaviuteantalllea di resina durante | esperimento.
Dopo ogni ciclo catalitico completato, la resina veniva accuratamente e dlicatamente lavata per prepararla al
ciclo successivo. Anche dopo 10 cicli catalitici, utilizzando lo stesso campione da eémximabilizzato,
I "attivita s pecivdvitalmentt ééntica. ®al grafionssi nota imeffetteuna diminuzione
ma il dato é attribuibile alla perdita naturale di resina durante le procedure che portano alla misurazione
del | ' at ggiodella cuvetta| adereaza alle punte di plastica delle gilson). Questo risultato &€ molto
significativo perché permette il recupero dell ™ en



enzimatica. Successivamente e stata anche studiatailacric abi | i t a del | enzi ma nel

enantioselettiva delle aldeidi-aril propioniche, con risultati significativi.

E'’ noto come gli enzimi possano espr¥qQpeersesooatlt’iwsia
solventeorganico in biocatalisi € fondamentale soprattutto per favorire la solubilizzazione del substrato che

deve essere trasformato; in aggiunta il solvente organicoipuda |l ¢ u n i casi alterare |
volte in maniera inaspettata. Risulta iqu d i mol to i mportante valutare |
supportato ai solventi organici uti | i zz#&LNddHFjiln pa
DMSO e il Me OH. Puo sembrar e st rgenasicomélaHLADH, maé& de
avval orato che questo alcol non €& susbtrato per |
solvente®®® 1 | comportamento e | attivita del |’ enzi ma |

10% edel 20% di solvente e confrontati con il comportamento in un tampone di Tris a pH = 8.5, 50 mM al
tempo zero e dopo 24 ore.

120 oh
/. W free His-HLADH
2 I immobilized His-HLADH 0h 2ah
Oh
100
0h 24n
80 E
24h
. 24h
'% 60 Ch u
R on
40 H 0n
24h
20 ] oh
24h 24h 24h Oh 24h
o —_ —_
Buffer 10% 20% 20%| 10% 20% 20%‘ 10% 20% 20%| 10% 20% 20%
CH;CN THF DMSO MeOH
Stabilita dell’’”enzi ma i n -HCi50 mMofie, aptb85vent i al 10% e

I ri sultato gesumortatd sEmbea toliehaee mblto bemez iicosalventi organici rispetto

all " enzima | ibero, aspetto che di mostr.i comeSi | a s
osserva che | 7enzima | ibero t olsteaumm significativa pertlita di 0 % ¢
attivita dopo 24 or e; |l " enzima supportato invece
THF, MeOH e DMSO | ' enzima supportato in presenza
delli'manti bero; in particolare poi in DMSO | " enzim
Dopo aver caratterizzato completamente | ' enzi ma s

sua attivita nel compiere la reazione di bioriduzione enantioselettiva delleidil@arilpropioniche per
ottenere gliS2 arilpropanoli, i precursori deglB¢Profeni.

Lo studio é stato inizialmente fatto sullafénil propanale, aldeide considerata modello per tutte le altre
aldeidi 2a r i | propioniche: eellalmiaatinali eszima suppartato utilizzaw £ fleepHt o
sulle rese di reazione, utilizzando le condizioni di partenza migliori che sappiamo fornire i migliori dati di
eccesso enantiomr i co e r es a plLeireselkdnestate vahtate thhinike ethcalibrazione.

152 3) A. KlibanovNature, 2001409, 241-246; G. Carrea ar8. RivaAngew. Chem. Int. E2000,39, 22262254
1533) C. Wratten and W. W. ClelarBlpchemistry1965 .4, 24422451; b) F. M. Dickinson and K. Daleiture, 1967214, 31-33; c) H. Sund and H

Theorell, inThe Enzyme#\cademic Press, New ¥p1963, vol. 7, pp. 283; d) J. B. Jones and H. M. Schw&#&n). J. Cheml982,60, 1031
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La prova effettuatai t ampone fosfato a pH 7.5 con il 10% d
ri corda, sembra essere il s o havpertatb aresenjuagil quactitive inp e r |
al col ; |l "aument o del pH fino a 8.5 porta progres
Il "intervento di fenomeni di autocondensazione al
come lo spostamento del pHdireaz7n e ver so quell o in cui " attivita
del |l " etanolo) dell " enzima supportato e migliore,

ma va in direzione opposta.

Anche in questo caso si osserva il veriBcaella risoluzione cinetico dinamica, essendo la resa di reazione
molto maggiore del 50% (aspetto che escludedmpglice risoluzione cineticapuccessivamente abbiamo
studiato gli effetti dovuti alla quantita di enzima utilizzato: a parita di quantitadi aldeide sono state

testate 3 aliquote differenti di enzima: 500, 50 e 25 mg di enzima immobilizzatblUABFEE (che
corrispondono a 0.4, 0.04 e 0.02 wunita in accordo
ottenuto con 50mg di enzima; con 25 mg la reazione € stata piu lenta mentre la prova con 500 mg,
soprendentemente, ha portato ai risultati peggiori. Questo dato pud essere legato ad un potenziale

“adsorbi mento” e/ o reatti vipora il sulsttato 'carborllieoi adl esseceo n |
progressivamente consumato e t#atto dalla soluzione. Infine € stato valutato’ ut i | i zzo di [
come cosubstrato al posto dell’ etanolo per il rici
100
pH 7.5, enzyme 50 m|
90 -
pH 8, enzyme 50 mg
80 1 pH 8.5, enzyme 50 my
701 pH 7.5, enzyme25mg
60 -
xX
> 50 -
,‘5 pH 7.5, enzyme 500 m
40 -
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20
101 iPrOH as cosubstrate
0 ‘
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time (h)
Influenza del pH e della quantita di enzima sullairidi one enzi mati ca di la (0.5 mM) -HAAD#EErné MR a us an
di un tampone fosfato a pH 7.5 e al {OM di 10% con NADH cataliti€o,A,A,,, O wutili zzando etanolo come cosub:

enzima, isoprognol come substrato.

L'utilizzo del | ' i sopr oplapnodotta di éssidazioret @oé paastad me prrei
sicurament e menoeitdssneo dehfFraocéefaldeel | " enzi ma;
probabil mentiescemtavormte su alcanlbsacondari..

Dopo questo screening iniziale ci siamo rivalta applicazionedi sHisHLADFEE nella bioriduzione della
naprossenale e della ibuprofenale, paragonaadal quel | a del |-HLADHEE evautando ber o



ancrel " enantioselettivita. I'n tuttdi guest. esempi S
termini di pH, temperatus, cosolvente, concentraame di susbtrato(come osservato dal predente

screening).

L' ut iellil Z zeon-HUABHEE iRUnhagmiscela al 10% di GEN in tampone fosfato come solventg

portato arese eccellentiperla2 e ni | propanal e e napr oss €laballb®lLoe pi u
stesso trend e stato 0sS s er v-HUADHEEC dowe isE 'osservatd mm i mi
rallentamento nella velocita di reazione e non si e ottenuta una resa quantitativa a causa della formazione
dei not i sottoprodotti arilamedtd ormpirwip,i otnii gihei. ‘Sdar

immobilizzatoche libero hanno mostrato una enantioselettivita totale verso la configuraZBmeon sono

state trovate mai trace  dRe Qulesto aspetto sembra peculéad e déntima HidHLADBEE perche con

Il " enzi ma ¢HiADksmnostaticotteauti rappognantiomerici peggiori fortementi dipendenti dalla

natura del cosolvente. Questo puo dipenderalld presenza dellestidine, che in qualche modpossono

alterare la stereospecifita nei confronti del susbtrato; ma & altrettanto vero che ci puo essere anche un
effetto opposto, che porta la proteina ad essere meno specifica e in altri casi anche meno stabile. Studi
recenti messi a punto su due lipasn c u i era stata inserita un *“tag”
mostrato come il potere catdlco fossein effetti inalterato mentre risultava profondamente modificata la
stereosel etti vi t™ Uma pdssithe spiagazionec® she la eaddisiidine possa in qualche

mo d o modi ficare la flessibilita dnealnlt’ieonszeilneat t e v a.
spiegazione che potrebbe giustificare |l a migliore
non abbia nessun ruolo: come si ricorda la struttura quaternaria della nostra proteina clonata ¢ fatta solo di
subunt a E (subunita affine e specifica per alcoli
miscela ES. Questo significa che per la reazione utilizziamo un catalizzatore piu specifico rispetto a quello
commerciale e questo potrebbe bastare per spiegil risultato ottenuto

Free or immobilized =
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Tabella 9
Ent. Ald. enzyme solvent 2h 4h 18h final yield (S/R)
Y% (time, h)
1 1a free CHCN 10% 56 74 90 100 (42) >99/1
2 1b free CHCN 10% 33 39 64 61(42) >99/1
3 le free CHCN 10% 56 65 92 100 (66) >99/1
4 1a immobilized CHCN 10% 46 53 77 88 (42) >99/1

%% studier, FWProtein production by auténduction in highdensity shaking culture®rotein Expres Purif 2005; 41:2034


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_urlVersion=4&_origin=SDTOPTWOFIVE&_version=1&_piikey=S1046592805000264&md5=06ea8119472660acea5e3fb8def96006

5 1b immobilized CHCN 10% 18 21 37 34(92) >99/1
6 le immobilized CHCN 10% 16 20 63 79 (42) >99/1
7 1a (5mM) immobilized MTBE 50% 3 6 54 82(42 >99/1

8 1a (5mM) immobilized Hexane 50% 10 10 39 84 (72) >99/1

At t i v enzifa lideeole immobilizzato HisLADFEE sulle aldeidi 1a, 1b e 1e. Condizioni: aldeide 0.5 mMolare (entries 1 to 6), NADH 0.01 mM,
EtOH 0.5 M, tampone fosfato 0.1 M pH 7.5, 27°C, V = 5 mL, quantita di enzima 50 mg.

Per studiare ulteb r me nt e i vant aggi rel ati vi all’>immobil i zz
bifasico utilizzanddert-butilmeti etere (MTBE) ed esano per la riduzione deHrtl propanale ma a
concentrazioni piu alte di essa. Abbiamo osservato chedaioneprocedecon successo, con valori di resa

simili e anche in questo caso completa enantioselettivita. Se la stessa reazione viene fatta alla stessa

concentrazione di aldeide ma non in un sistema &k
supportato appare denaturato.

Abbi amo voluto poi s tnzinthi ilmoleilizzdtca testandaloiel@ Iridubiané di ura d e |
soluzione 0.5 mMolare di aldeide in acetonitrile al 1@aesto esperimentdi riciclabilita deve essere
confrontatoeassoci ato all o stesso studio fatto qudondo s

ad acetaldeide nel paragrafo.

18h 18h 18h 42h
100 -
90 - 5h
A 18h
8o | S 2h| 5h
70 - 2_h
60 -
2a Y% 18h 42h
50 - 2h 5h
40 -
30 - 2h
20 - h
2h2
10 -
18h
0 : : : : : [ -
1 2 3 4 5 6
cycles

Riciclabilita di un campione di enzima immobilizzatehti®\DFEE sulla riduzione enzimatica di 1a a 2a.

Dopo ogni ciclo catalt i ¢ o, |l "enzima veniva delicatamente | av
nuova soluzione di aldeide a concentrazione 0.5 mMolare. Abbiamo osservato che la velocita e la resa della
reazione appaiono costanti fino al terzo ciclo; al quarto @closserva un rallentamento della reazione ma

con | "arrivo a completezza della reazione, mentr e
fondo.

Per far |l uce sui fattor.i che possono cidof dohiamma z ar e
verificato gl effetti del |l "incremento dell a conc
concentrazione portandola a 5 mMolare (10 volte piu concentrata) e 25 mMolare (50 volte piu concentrata)
si & osservatain abbassamnto della resasuggerendo subito che |’ aldeid

|l " enzi ma. Questo effetto di ini bizione appar e



accuratamente lavato utilizzato la seconda volta (a concentrazione di aldeideMotare) dopo esser stato

me s s o i n contatto con | " al dei de

5

mMo |

ar e,

non

Combinando assieme il risultato relativo alla bassa resa ottenuta con una concentrazione alta di aldeide &

possibile ipotizzare cha | ¢ u n i residui ammi ni ci

portando quindi alla denaturazione della proteina.

del |~

enzi ma

pos

100 startingconditions1a 0.5 mM,
90 A
80
01 startingconditions:1a 5 mM, 1st cycle enzyme
° 60 -
> 50 -
©
N 40
30 startingconditions:1a 0.5 mM, 2nd cycle enzyme
20 T el e e cmc e m————— A== rrcr e cccrccrccc e c e e -
10 - startingconditions:1a 25 mM
— °
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
time (h)
Influenza della concentrazione di al dei de i ni zi atbietamporielfoafatca ptl @.2,i one ¢

CHCN al 10% con NADH catalitico, usando poi etanolo come cosubstrato.

Abbi amo esteso | o studi o al |

poi

a

bi or

i duzi

one (

immobilizzato sHisHLADKEE. Le aldeidi aromalie sono state trasformate in modo quantitativo nei
rispettivi benzil alcoli, osservando in particolare tempi di reazione piu lenti pemiatossi benzaldeide se
paragonati alla benzaldeide e affenitro benzaldeide. Le aldeidi alifatiche sature e insathanno portato

alla formazione dei relativi alcoli tutte in maniera quantitatifabella 10).

@] Immobilized enzyme OH
R H ; \_« R)
NADH NAD+
X0 “oH



Tabella 10

Aldehyde Alcohol Yield% (time, h)
1) benzaldehyde 100 (5)
0 OH
o <
2) p-methoxybenzaldehyde 95 (20)
0 OH
o jog
MeO MeO
3) p-nitrobenzaldehyde 100 (5)
o OH
o g
O,N O,N
4) Cinnamaldehyde 100 (2)
o N
OH
N
©/\)J\H ©/\/\
5) Cyclohexanecarboxyaldehyde
O OH
: Il y : J 100 (20)
6) Octanal
o
A, TN o 100 (5)
Attivita del |’ enhBLADMEE su adeidi bronaiiczez alifabchetiCordizioni.: Aldeide 0.5 mM, 0.01 mM NADH, 0.5 M EtOH, 0.1 M

tampone fosfato e C4€N al 10%, pH 7.5, 27°C, V=5 mL, quantita di enzima 50 mg.

Visti i risultati positivi ottenuti su altre aldeidi abbiamo deciso di estendere lo studio alla riduzione di chetoni,
con | " obiettivo di ottenere eventual mente alcoli
tutti quelli qui sotto rappresatati.



In nessuno di questi casi abbiamo osservato la formazione del relativo alcol, aspetto che ha confermato la

acctophenone 4-nitroacetophenone  2-phenyleyelohexanone  2-chlorocyclo hexanone

o]
W o l,-' "~ TO
- B N, -
= I S
4-t-butyleyelohexanone [f-ionone 4-N-benzyl piperidone
i i
e g _,-":_-:T»"-\_l ]/ ~oH
s}

benzyl acetoacetate 2-phenylpyruvic acid

Chetoni e chetoesteri usati coem substrati di -HISADHEE

speci ficit a-HWBHEE hee coafront aelleHaldsidi e degli dicprimari. Si ricorda anche

I
p

i nef fi
arte K

Ci
i

enza della reazione

quando
banov in un articolo riporta

S i

ut
a

[
r

ZzZa
duzi

presente nh piu isoforme, aspetto che puo allargare il range di chemoselettivita dei substrati carbonilici che

p

ossono

essere™®™idotti dall’'enzi ma.
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Grunwald J, Wirz B, Scollar M, KlibanovAgymmetric oxidoreductions catalyzed blcohol dehydrogenase in organic solvedtsAm Chem Soc

1986; 108:67326734.

0



2.4 Metodo chemoenzimatico per la sintesi di (§-Profeni: Ossidazione

La trasformamone dei 2aril propanoli (alcoli primari) enantiomericamente puri a dare i corrispondenti acidi
2-aril propionici o profeni (acidi carbossilici) € una reazione di ossidazione. Il nostro obiettivo & quello di
compiere | ' ossi dazi damdowanche nalterat il cardre stereaganico chigla. | a s ¢

Ossidazione degli alcoli primari

La reazione di un alcol primario ad acido carbossilico porta ad incrementare lo stato di ossidazione del
carboni o. E’ una reazi o0ne ednasisttno reagenti che @Eossano portaredah i mi
reazione direttamente ad acido carbossilico oppure ad aldeide. In letteratura i reagenti piu comuni sono
generalmente metalli pesanti ad elevati stati di ossidazione (Cr(VI), Mn (VII)) anche se di receme stann
avendo spazio metodologie piu ecosostenibili. In particolare anche la biocatalisi sta mostrando la capacita sia
di enzimi isolati che di cellule intere di catalizzare il processo ossidativo.

Ossidazione di alcoli primari ad acidi carbossilici: metodologie chimiche
Una dell e metodol ogie piu comuni per | " ossidazion
potassio KMnQ) come agente ossidante. E’ un reagente f
molti gruppi funzionali oltre aghlcoli primari: alcheni, ossime, solfuri, tioli, alcoli secondari, dioli e aldeidi

L'’ ossidazione di alcoli primari ad acidi carfbossi
nel 1907, in cui IKMnQ veniva semplicemente inseritoi una sospensione del |l ' al
alcalina. La reazione € poi stata svolta e sviluppata in miscele di acqua con un solvente organico quale il
di ossano, Il a pi trBu@H. Namalmdnte dec osdidazio® vemrgond svolte in comdizio
fortemente alcaline NlaOHKOH1N) per avere una miglior velocita di reazione. Ma per molecole sensibili

alle basi, si puo effettuare la reazione anche a pH piu bassi e/o acidi, ottenendo perd un rallentamento della
reazione.

Un’ altra metodol ogia molto comune & |

ossi ddzione

Il reagente si preparaslis ol vendo | ' &€mQ) ith HEQ @n la formaziore ai una soluzione
rossastra contenente acido cromico,(Q) e var.i ol i gomeri. L'’ ossidaz
Il " al col primario e il reat t lowgplicata agliJaloali sesondiarnpore@ @ie t o r
chetoni corrispondenti . L’utilizzo del cCr omo, pa
la ricerca allo sviluppo di una metodologia alternativa del protocollo; Zhao ha sviluppato una peoaedu
cui S i riduce | " anidri de2%)r oumiiclai zazla nrdugtOh) i eadeidsalcoa tpae

come ossidanté>®

Un’ altra metodol ogi a c¢he c o ipindiniotlogoeromato(ROC), Unireageme d i |
normalmente utilizzato per ossidare alcoli primari ad e secondari rispettivamente ad aldeidi e chetoni.

L'’ ossidazione ad aci do c arabapmedutaisviuppatd dagClorey e &tchmidt! i

nel 1979 che & | egata unicamente all ' utilizzo di DMF
procedura non ossidi ad acidi carbossilici gli alcoli primari allilici e benzilici.
Una procedura pitr ecente risulta essere | '"ossidazione di F

platino su carbone come catalizzatore. La reazione viene normalmente svolta in ambiente neutro o

|l egger mente basico, con | "utilizzo di bi carbonat o
Un’ al t r a iandiedsidadiané relgtivamente recente utilizza il tetraossido di rut@fid) ossidante

molto forte in grado di ossidare non solo gli alcoli ma anche gli stessi idrocarburi. In questi utilizei RuO
preparato in situ in quantita catalitiche da Ru®RuUC] e viene rigenerato aggiungengeriodato di sodip

come solvente si usa una miscelaadetonitrile acqua detracloruro di carbonio Alla fine si pud
aggiungereetere dietilicoper precipitare e recuperare il precursore di rutenio.

158 3) Fournier, H.M.1807). Compt. Rend. Chimi831; b) Fournier, H.M1809). Bull. Soc. Chim. E20.

Heilbron, I.; Jones, E.R.H.; Sondheimen947), 315, J. Chem. Sacl586
Zhao, M.; Li, J.; Song, Z.; Desmond, R.; Tschaen, D.M.; Grabowski, E.J.J.; Rag#8), Fdtrdhedron Lett.39 (30): 5323
Corey, E.J.; Schmidt, @979),. Tetrahedron Let20(52): 399
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Dato cheil RuQ & un ossidante molto aggressivo, le reazioni si possffattuare in condizioni blande, in
genere a temperatura ambiente. L'ossidazione con fo@ agisce sui cén stereogenici che non vengono

ossidati. Questo es ejogmNwetimorlmat®a | > utilizzo di Ru
O\h -0 C\'hU’/,O
L -
OH . (oA (o 0
RUO.: ( @] {O
- ™ = —_—
R/N\H -OH R/k\H RV H -OH RJ\OH
H H RUO~
A B uts
-RUOy | A RUO,
[0

O  Ho o QH--

R H

Anche l'ossidazione di alcelbossidichon coinvolge I'anello epossidico:

RuCly, NalOy
Fh CCly, MeCN Ph COuy
7 % OH @ — - s ?

o "
H H

o

H o

'..|'.|r|"

Ossidazioni chimiche di alcoli primari “green”

Una nuova procedura di ossidazione di alcol & quella messa a punto da Nbparie vede | ' uso
ossigenata (FD,) al 30% in soluzione acquosa come agente ossidante, accompagnato a sodio tungstato
(NaWo, *2H,0) ed un catalizzatore acido di phase transfer. Questa procedura & diventata molto famosa
perché oltre ad essere applicabile all’®”ossidazi
secondari), € anche molto vantaggiosa in terminiatisostenibilitd e impatto ambientale. La reazione infatti

non utilizza solventi organici e il NaW®un sale non tossico che funge da precatalizzatibio ruolo p
guellodiformareu n ¢ o mp | e Hche catatizaa il rilascidt, Gon la massim efficienza.

-a* —a*
no ) o B . Ho® o |
QT W~0 °~'1v|v i
o, N
H ¢l R
R R
"o~/ @ ®
R,CHOH R.LC=0
-a* -a*
HO\(I)I,D\ N 1 ,OH—]
oGt ° o ,"i“o
o 0.
H _JH H H
organic (D) (©)
phase a’y \ I—Q+
water —Na' [ f \ 1* Na'
phase - H.0 H,0, “Na*
Na* £ 22 o Na
Ho_§ ,o\_‘ s n ,ou—l
o W— oFY=o
o't ‘T)
& &
H.,O H,0,

-+ ~ta* \
2Na [e] Na .0_ 0O
“0\9,0\—| n+ HOUTi O L Wt HTONLO

o—W

N I(I.’— i oi——)lfl—o “nr o't
H o Ple N
H _"H H H
® ©

%0 A, Schmidt, C. B. W. Stazi11, Vol. 13, No. 16 4164167

%1 Noyori, R.; Aoki, M.; Sato, &hem Commun2003, 1977.

C


http://it.wikipedia.org/wiki/Epossidi
http://it.wikipedia.org/wiki/File:RuO4epoxy.png
http://it.wikipedia.org/wiki/File:RuO4epoxy.png
http://it.wikipedia.org/wiki/File:RuO4epoxy.png

I meccani smo di reazione puoO essere cosi rappres
| " 0os s i dEaWOppareperd della b0, a dare un complesso secondo questa reazione:

NaWOQ, + 2HO; A Na[WO(Q)(OH}] +H0

Il perossido risultante risulta in equilibrio corB e concC in funzione del pH e le specie piu reattive sono
proprio qgueste ultime due. Ri sulta determinante
dal catalizzatore di trasferiento di fase: A prevale fino a pH 4, mentre tra 0.4 e 3 prevale Quando
prevale B e si & in condizioni di diluizion® viene trasferito nella fase organica dal catalizzatore di
strasferimento di fase. Il comples@psubisce poi lo scambio di legareequa/alcol per formare: Il " al co
viene poi ossidato e il composto carbonilico ceduto, mentre il catalizz&oi®rna nella fase acquosa per
venire nuovamente riossidato dall’’acqua ossigenat
nuovanente ossidato ad acido carbossilico. La procedura risulta quindi applicabile a molti alcoli primari e in
particolare si puo decidere di fermarla alla formazione di composto carbonilico cambiando la quantita di
H,O, utilizzata.

Molto recentemente sono appse diverse metodologie ossidative di alcoli primari ad acidi che utilizzano il
TEMPO (2,2,6:@trametil piperidin N-ossido), un radicale persistente, come ossiddfté.” i nt er es s e
gueste metodologie risiede silipesana era possibilitandeshvalgérela i t a
reazione in condi zioni davvero molto blande. 1
costo: esso viene sintetizzato facilmente tramit
successivaN-ossidazione.

La prima ossidazione con il TEMPO, sottoforma di ossoammonio fu fatta da Golubev, Rozantsev e Neiman

nel 1965*dove fu trasformato | 'etanolo in etanale.
CHy CH,OH > CH,CHO
<) OH
Ci
Me—l_ @ L-Me
Mé N Me
0

Successivamente nel 1975 Cella dimostra che un alcol benzilico puo gaséwemato nel corrispondente
acido benzoico utilizzando acido metacloro perbenzoico (MCPBA) e quantita catalitiche -2,2,6,6

tetrametilpiperidina’®
\Q/\D MCPBA MBQ\Q/L
cat Meﬂ

Me
60%

I meccani s mo suggerito e che il MCPBA ossi di .
loossi dazione dell ' al

MCPBA M Me MCPBA Me—. ® L -Me
M Me ——= =" w N —_—
Me I Me Me Il M
0O O

e

TEMPO (13) 14

Il meccanismo di ossidazione mediato dal TEMPO sembra essere quindi il seguente:

162http://www.springer.com/cdalcontent/document/cda_downloaddmment/978038735431{f‘£6.pdf?SGWID=045346628p173663739(per
tutte le immagini del paragrafo)
'**Golubev. V, Rozantsev E., Neiman I, Akad. Nauk SSSR Ser. Khgas, 11, 1927

%4 Cella. J., Kelley A., KenehanJEQrgChem 1975, 40, 1860


http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/9780387354316-c6.pdf?SGWID=0-0-45-346628-p173663739
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Risulta importante osservare che:
-l "ossidazione sia dell’al col cformaddossbdmmaeniodei de avyv
-l "al dei de viene ossidata nella sua forma idrata (

meccanismo di ossidazione)

Nel 1987 Anelli pubblicd un importantissimo articolo in cui mostrava come gli alcoli primari potessere

ossidati ad aldeidi o acidi carbossilici in miscele bifasichgClid¢qua con NaClO come ossidante
stechiometrico, (derivantedalla candeggina di uso comunelaHC@ KBr e 4metossi2,2,6,6
tetrametilpiperidina N-ossido (4OMe TEMPO) in quantitd talitica.’®®In particolare la reazione poteva
essere fermata ad aldeidi interrompendo la reazione o lasciata andare ad acido carbossilico aggiungendo

anche un catalizzatore di trasferimento di fase p
H'CHon basic conditions - -CHO . R-CH({OH), > R-CO,H
Mechanism as in the
Catalytic primary oxdation of aloohols
oxidant: into aldehydes
oxoammonium salt
Me‘ﬁﬁl-hﬂe Mem-Me
M Me M M
ee 6 e le e
X

Thea oxidation is greatly accelerated by the

The oxoammonium addition of @ phase-transfer catalyst

aalt isunstable in Catalytic secondary
water above ca. 15°C oxidant: HOBr
BI'B HD’BI’ - &$
The HOBr concentration decreases
undar very basic pH producing a
) retardation in oxidation speed
Stoichiometric ﬁ'
oxidant HOCI Cl

HOCI can produce chlorination
in some functional groups
such as alkenes

Il TEMPO informadissoammoni o € | ' ossidante pri mari o, ci oe
Dopo aver ossidato | " al col ed essersi ridott o, i
ossidante secondari o, |l a cui ossntdiambtae Boemaziomee r
L'utilizzo di NaCl O provocava pero clorurazioni S
cui I’ossiz,dalnaseciéarNchoCIIOipoclol‘iﬁito solo in quantit

%% Anelli P., Biffi C., Montanari B.,0rgChem, 1987, 52, 2559.
%8 Zhao M., Mano E., Song Z., Tschaen D., Grabowski E., Reid&r®rgl.Chen1999, 64, 2564.



NaClOo
R-CH,OH » R-CHO .1""_FI-(:'J—C~H — 2, g — "o

H | +
H G4 H\O,CI

Me Me
eo0
X Stoichiometric NaClQ, is the primary
oxidant for the transformation of
aldehyde in carboxylic acid
NaCl NaOCl geactgmgry A catalitic oxoammonium salt is the

primary oxidant for the transformation

>< oxidant of alcohol in aldehyde

NaClO. NaQCl| Catalitic NaOCl is the secondary oxidant for
the transformation of alcohol in aldehyde

Stoichiometric
oxidant
In questo protocolld | TEMPO ossoammonio €& |’ ossidante pri ma
ad aldeidi, mentre e il clorito (CJp | ' ossi dante primari o per l e ald
continuamente dopo | ' os s icldritozéisaomeellodigibstidare Il KEMIPQd e d a |
Sempre nel 1999 Epp e Widlanski sostituiscono i sali di cloro inorganici ceadétussi iodobenzene (BAIB)
i cui vantaggi sono la formazione di iodo benzene e acido acetico come sottoprodotti, maolenali®tate
ditossicita®®Un al tro vantaggio della procedura @ |l a poss
H,0  OH
R-CH,OH » R-CHO «—2— R—C—CH - —» R-CO,H
/'— —\\ H Mechanism as inthe
transformation of
alcohol to aldehyde
@ Me M Me
Primary oxidant: Meeg Me
OXOAM Monium HOAC):
sall
Secondary
oxidant
TEMPO bismutation is The initial AcOH necessary for the
catalized by AcOH lu'le b Me bismutation of TEMPO can be
+ 2AcOH generated by ligand exchange of
TEMPO BAIB with the alcohal
Tut ti gueste procedure hanno in comune | "utilizzo
gli alcoli primari, manonsepr e per | e al dei di ; nel protocoll o d
clorito. 1 TEMPO riesce a ossidare quest:i gruppi
interessante notare che tutte queste procedure neceassitdi unsistema di ossidazione stechiometrico
secondari o -paianavadlot’e “R:eaemint emente sono usciti mo

TEMPO: Ca(ClQ5®t-BuOCH® CuCio,,*"°Br,' ! e acido tricloroisocianurict’?
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Epp J. B., Widlanski T.5.0rg. Chem1999, 64, 293.

Ying L., GervaMague JCarbohydr. Res2003, 338, 835

Li K., Helm R. FCarbohydr. Res1995, 273, 249

Semmelhack M. F., Schmid C. R., Cortés D. A, Chod.@\r8.Chem. Sa984, 106, 3374.
Merbouh N., Bobbitt J. M., Bruckner CarbohydrRes, 2002, 21, 65.

DelLuca L., Giacomelli G., Masala S., Porcheddu @rg. Chem2003, 68, 4999



E’ i nt er es s ant altroraspetta; menostamecilhnTEMPO rsia in effetti un radicale, tutte le
ossidazioni sopracitate avvengono tramite un meccanismo ionico.

2.4.1 Ossidazione chimica dei 2S-aril propanoli'’®

Come si € potuto osservare, | ieprimare ad acido tadagsiliei sopoe r I
particolarmente numerose. In accordo con la scelta della metodologia che porti alla resa maggiore e alla
ritenzione di configurazione del centro steeogenico, sono sate scelte le procedure con il piu alto indice di
ecosastenibilita, in accordo con i principi della Green Chemistry.

Abbiamo quindi scelto di studiare la reazione di ossidazione con due protocolli: quello di Noyori e quello di
Zhao, confrontandoli con una metodologia poco sostenibile che sfruislilQ comeossidante.

Gli alcoli scelti sono i-&ril propanoli che abbiamo gia incontrato nei capitol precedenti e che fanno parte
delle strutture dei Profeni piu importanti.

2a 2b 2c 2d
(@) OH 1) o)
H U, H
2e of 29 2h

Gli alcoli scelti sono stati rappresentati nella figgoprastante. Tutti gli alcoli delREnil Propanolo §,R-2a,

(9-2a, and R-2a ) sono commercialmente disponibili; gli alc@b{2h) in forma racema vengono ottenuti

tramite riduzione con BESMe dei relative acidi commerciali ed enantiomericamepigi (S-2b-h tramite

il processo di bi oriduzione enantioselettiva medi
La procedur a d9-lbuprefenodlad(8-2b) comkeMnQlire dohdizigni acide é gia presente in
letteratura ’ (Table 1, entry 1), ma abbiamo decisa dpplicarla comunque sui substraf)-@a, (9-2¢, and

(9-2d ottenendo dei risultati molto scarsi (Tabld,lentries 34). S'i ricorda ch&MNO4 os si
procederebbe meglio con catalisi basica, ma queste condizioni faciliterebbero la racemizzazi d e | | ' al
chirale intermedia e quindi la perdita della purezza enantiomerica. In conclusione questa procedura ha
portato a rese molto basse in acido carbossilico e alla contemproanea presenza di quantita significative del
relativo arilchetone8a,cd( del | a cui sintesi € gia stato discuss
la ritenzione di configurazione per del prodot®-#a, ot t enut o d&l2d.”’ ossi dazi one
L'applicazione del ,@rNaW cataliidolal®% diduat 138)yconeicatatizaatore Hi
trasferimento di fase e ha portato in generale a basse rese anche aumentando la quantita di catalizzatore
fino al 10% (Tablél,ent ri es 9 and 11)0,chtm soisdotperaocetided |
BwNHSQ@non ha portato ad alcun miglioramento (Tablg, &ntries 1013). Per escludere anche in questo

caso il manifestarsi della racemizzazione del centro stereogenico é stata verificata e accertata la purezza
enantiomerica di9-4a e (R-4a per ossidazione dB-2a or (R-2a. (Table 1, entries 78).

OX|dat|on
| X
<
R
2a-d 4 a-d
Tabella 11
p.  Galletti, M OneBteprOixidatioD of -Ai@Ipra@panolsito 2AryIpropibnic Acids: Improving Sustainability in the Synthesis of

Pr o f,8ymlst{'2010, 17, 26442648



Entry Alcohol Oxidation Methodology Resa4 | S/IR (4)| Resa (1)| Resa (3)

1 (9-2b KMnQ, acetone/HSQ 3N, 0 °C 77

2 (9-2a KMnQ, acetone/HSQ 3N, 0 °C 36 55

3 (9-2¢ KMnQ, acetone/HSQ 3N, 0 °C 47 >99/1 50

4 (9-2d KMnQ, acetone/HSQ 3N, 0 °C 51 >99/1 12

5 (S,B-2a H.0,, NaWO: 2%, Aliquat 138 2%, KHEZ%, 90 °C 27 - 10 30

6 (S,B-2a H.0,, NaWO: 2%, Aliquat 138 2%, KHEZ9%, rt 12 - 40

7 (9-2a H.0,, NaWO: 2%, Aliquat 138 2%, KHEZ%, 90 °C 20 >99/1 5 17

8 (R-2a H.0,, NaWO: 2%, Aliquat 138 2%, KHEZ%, 90 °C 25 <1/99 2 16

9 (S,B-2a H.0,, NaWO: 10%, Aliquat 138 10%, KHSI0%, 90 °C 40 - 4 28

10 (S,B-2a H.0,, NaWO: 2%, BUNHSQ2%, 90°C 20 - 2 18

11 (S,B-2a H.0,, NaWO; 10%, BUNHSQ10%, 90 °C 36 - 9 40

12 (S,B-2a CHCOOOH, N®&/O: 10%, BiNHSQ@10%, 70 °C 5 - 5 30

13 (S,B-2b H.0,, NaWQ: 20%, BUNHSQ@20%, 90 °C 15 - 15 44
®Resa dei composti isolati.
®Resa stimata da GC o MR del grezzo.
L’ applicazione di quest.i due protocol I ha portat
configurazione dell "alcol di partenza; inoltre so:
derivanti dallascissione ossidativa del legameCGC fenomeno gia osservato n
omobenzilico con PCC, nel LG ® sewnplessi i mamganesd €Ill) coo u me

porfirine.r“Ma proprio la conversione dellaf@nil propanale ad acetofem® avviene se mediata da catalisi
metallica’”® La catalisi metallica quindi fa convergere siaairi propanoli che le -aril propanali verso la
formazione dei sottoprodotti non desiderati, gli arilchetoni, inficiando la resa nei rispettivi acidi céidbossi

1 protocoll o di Zhao, che wutilizza il dimeMR® com
gui ndi pudo essere promettente. La procedura ol tr
I ' N admelossidante in usistema CkCNtampone. Le prime prove di ossidazione hanno mostrato

ot ti mi risultat:i e rivelato qui ndi -drilpraptiania veegbrfoi ci e

direttamente isolati tramite workup acideb a s e c o n p ur eddn eFend PPanocicouq),

I " | b u pab)pilfFerbigrofefe4c) e il Fenoprofenead) sono stati isolati in rese eccellenti. In alcuni casi

|l a reazione e stata molto |l enta ed e stato IRecess
entries 1, 5, 7, or 12).

NaCIOz, OH
X NaCIO cat, TEMPO cat _ N

R// OH CH,CN/buffer pH 6.7/H,0 R
2 a-h 4 a-h

174a) Baciocchi, E.; Belvedere, S.; Bietti,Tdtrahedron Lett1998, 39, 4711; b) Tokunaga, M.; Aoyama, H.; Shirogane, Y.; Obofauy,;YCatal.

Today 2006,117, 138
"*Tokunaga, M.; Aoyama, H.; Shirogane, Y.; Obora, Y,; W€lgital. Today2006, 117, 138



Tabella 12

Entry | alcohol | T (°C)| NaClQ(eq) | NaCIO (%) TEMPO (%] Time (h) | 4Y (%)| (9/(R
1 (S,B-2a 35 2 2 2 6 93
2 (S-2a 35 2 2 2 4 88 >99/1
3 (R-2a 35 2 2 2 4 92 >1/99
4 (9-2b 35 4 4 4 21 99 >99/1
5 (S,B-2¢ rt 3 4 4 24 88
6 (9-2¢ rt 3 4 4 24 85 98/2°
7 (S,B-2d 35 3 4 4 24 97
8 (9-2d 35 3 4 4 26 96 98/2°
9 (S,B-2e Rt 4 6 6 21 65
10 (S,B-2e 35 3 4 4 20 32
11 (9-2e rt 4 6 6 26 59 >99/1
12 (S.B-2f Rt 4 6 6 24 25
13 (S,B-2f 35 3 4 4 24 40
14 (9-2f 35 3 4 4 24 42 97/3°
15 (S,B-28 Rt 8 12 12 24 -
16 (S,B-2g 35 6 8 8 20 -
17 (S.B-2h rt 3 4 4 20 62

#Resa dei prodotti isolati.
Eccesso enantiomerico degli acidi coerente qudlo degli acidi di partenza

Il Naprossenedg) € stato ottenuto in media in rese piu basse probabilmente a causa della bassa solubilita
nel sistema ED/ICHCN del | ' al c 2e), oppure pgr aia dek potera disattivanete della catena
metossi naftagénica (Tablel2 entries 911). Sono state osservate basse rese anche per il Ketoprafene
partendo da2f e nulle partendo da2g (Table12 entries 1217), probabilmente a causa della possibile
formazione di un radicale stabile di natura benzofenonica clueda il ciclo catalitico ossidativo. Per
risolvere il problema e verificare la nostra ipotesi abbiamo sintetizzato il deriatdl derivato e stato
sintetizzato trasformando il ket oprofene aleégomdo ne
glicole etilenico sul gruppo chetonigo e riducend:

0 0
‘/N\‘)\WOH H*, EtOH ‘/”\‘)\”/oa
— =
(T U1 nad OROR:

4f
OH

Ho/\/OH Toluenz, TsOH
Iy %
NaBH, OEt
2h
Come aspettato, | " ossidazi one dké avugnuta pop succeskocsié i ¢ o

poi facilmente proceduto alla rimozione del gruppo acetalico tramite catalisi acida. In tutte le prove
effettuate, anche in quelle con bassa resa, la formazione dei relativi arilchetoni é risultata molto bassa come
anche la presenza di aldeide non reagita. Laformaze e | a per manenza dell ' ald
rappresentare un problema in quanto puo intervenire un fenomeno di racemizzazione del centro chirale per
tatutomeria cheteenolica. Tuttavia questo fenomeno é risultato essere molto limitato visteotapteta
ritenzione di configurazione degli acidiailproprionici ottenuti: cid probabilmente é dovuto al fatto che in
guest e condi zioni | "al dei de e rapi damente ossi d:
ossidazione € piu veloce dellaradem z azi one (Si veda il meccani smo de



Ossidazione di alcoli primari ad acidi carbossilici: metodologie biocatalitiche
Ol tre alle important:i met odol ogi e chi miicesigonper | =
anche innovatie e interessanti procedure che utilizzano la biocatalisi; in questo ambito ci sono stati spesso
buoni risultati coHlih’ guiliz2zmnzdmacehlulie iedferte,
tutto indentificato.
La reazione piu famosa e conosciuta da secol i da
ossidativa (aer obi c aAcetolbaetér|La ednaenchitica cgnelessiva faclitata dad i
questi batteri e:

CHCHOH + @ - GGOOH + 0
Se una soluzione diluita di alcool viene inoculataAsmiobactee viene mantenuta in un luogo caldo e
arieggiato, essa diventera aceto nel giro di pochi mesi. L'industria produttrice di aceto accelera questo
processo fornendo un supplemindi ossigeno ai batteri.

Recentemente il gruppo di ri cerca AcetbbacteraoetMeMs s o r
2000/ 28 nel | -fond stanalcaakrélativo acidalcarboss@itdl n parti col are |’ a
ceppobat eri co €& anche risultata modul abil e: in sol

mentre in un sistema bifasico acqua/isoottano viene prodotta la relativa aldeideilteriore miglioramento

e stata la possibilita di imnhilizzare le celluleni alginatodi calcio, le quali hanno mostrato comunque
grandie attivita riuscendo a produrre fino a 23g/L di acido fenilacetico in 9 giorni senza formazione di
emulsioni.

Un altro esempio messo in luce da Ohta sfrutta due enzimi estratti dal microorgarmsavidacterium

PEDH (feniletanolo deidrogenasi) e PADH (fenilacetaldeide deidrog€Rhggiksti enzimi NADH dipendenti
catalizzano | ' ossidazione di vari al col i pri mar.i
ossidasi) estratta deactobadius BreviSs°c he ri genera il NAD+ grazie al/l

PEDH, PADH, NOX

NAD™ (1mM)
buffer
25°C. 12 hr

R-CH,OH R-CO,H

Recentemente Riva ha r,Oh otrdrarhion d Fglacerdsidi crinreptaararidici el e |
di saccaridici a COOH con | " otteni mentonaldeeas)una an al
ossidasi e st r Arametes Rliescér® or gani s mo

OH CHO COOH
0 0 o
"0 o oPh —— HOH%O% — He OPh
OH OH OH

Le laccast*sono note per condurre reazioni di ossidazione, ma normalmente in chimica organica vengono
utilizzate per cat al irimariaadealdeide odeolssecdnaariia chetali’. Gonoinn  a |
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W. Kroutil, H. Mang, K. Edegger, K. Faber, Adv. Spathl. 2004, 346, 125 + 142
R. Gandolfi, K. Cavenago, R. Gualandris, JbGBgMolinari Proces8iochemistry, 392004) 747-751

J. Hirano, K. Miyamoto, H. @h Tetrahedron Letters 42008) 12171219
Hummel, W.; Riebel, B. Biotechnbktt. 2003, 25, 51
a) Marzorati M, Danieli B, Haltrich D, Riv&&en Cher2005, 310-315; b) Baratto L, Candido A, Marzorati M, Sagui F, Riva S, DahikloBCat B:

Enzyn006, 39:3-8
181 A, Kunamneni, S. Camarero, C. GaBeiegos, F. Plou, A.Ballesteros and M. Alcaltlerobial Cell Factorie2008, 7:32
a) Baiocco P, Barreca AN, Fabbrini M, Galli C, Ger@itgBjomol Chen2003, 1:191-197.39; b) FabbrinM, Galli C, Gentili B: Mol Catal B Enzym
2002, 16:231-240. 40; c) Frittanghals E, Kunath Betrahedron Let1998, 39:/59555956. 41; d) Potthast ARosenau T, Chen CL, Gratz) 2ol
Catal A Cher996, 1085-9. 42; e) Fabbrini M, Galli, Gentili P, Macchitella OietrahedronLett 2001, 42:7551-7553.
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http://it.wikipedia.org/wiki/Acetobacter

grado anche di catalizzare reazioni di accoppiamento con fenoli e st&foidazioni di polimerizzazione e
costruzione di legami carbonizotd®,

Le laccasi (EC 1.10.3.2diphenol: dioxygen oxidoreductas&)sono delé glicoproteine ubiquitarie in natura

e appartengono alla famiglia delle “ossidasi bl u”
loro consiste in una struttura monomerica, anche se esistono molte laccasi di natura multifidiiggeso
molecolare medio si aggira attorno a-80 kDa e il contenuto medio di carboitir& tra il 10 e il 20%; si
ipotizza che la funzione dei carboidrati (generalmente mannosio, galattosib-aaktil glucosammina) sia

guella di stabilizzare molto queste proteirfono presenti in molte piante e sostanzialmente in tutto il regno

dei funghi e recentemente la loro presenza e stata riscontrata anche negli insetti.

Queste proteine possono essere secrete dai microorganismi o localizzarsi dentro le cellule e ach@sse so
attribuite numerose funzioni biologiche: pigmentazidfiélignificazione della parete cellulat&,

biodegradazione della lignina, tumv er del |’ humus e pr'® e eagslazioned i d
omeostatica del ferro e del rang’

A livello industrialequesti enzimi sono usati in maniera massiccia nello sbiancamento della'taréda

modifica dei coloranti tissutal?’ nel trattamento della lignina o materiali basati su essa tramite processi di
crosslinking**nelladetossificazione dagli inquinanti eattamento dei reflui**

Tutti questi processi, sia in ambito biologico che applicaseno resi possibili dalle reazioni che é in grado

di catalizzare questo enzima: reazioni di polimerizzazione/depolimerizzazione e reazioni di ossidoriduzione.

I meccmi s mo di azione della 1l accasi € catalizzato
molecolasubstrato (fenolo, molecole aromatiche, ammine alifatiche..) tramite ossigeno, la quale viene

trasformata in un radicale reattivo.

Questo processo awine con | > ausilio di un cluster di guat:
catalitico dell ' enzi ma. Gl i aTlgime T3 T1 eMacoengormmum  d |
atomo di rame, il sito T2 ne contiene 2. |l sito 1 (T1) élixato a 12 Angstrom dal cluester trinucleare T2 e
T3, luogo in cui avviene |la rid®@zione dell ' ossige
@ His 452, His 111
Cu
His 4007 |
H0 | His 39
| NG
Cu i OH _Cu
_ : _ / Phe 463
His 396 His 64:”3 yon, | / His 458
" cu
/ ~
His 66 His 109
T2 T3 T1

¥ ponzoni C, Beneventi E, Cramarossa MR, Raimondi S, Trevisi G, Pagnoni UM, RivaA8lyRytith, Cata1007, 3491497-1506

Mikolasch A, Hammer E, Jonas U, Popowski K, StielowayeBd-,Tetrahedrore002, 58: 75897593

S. Riva, TRENDS in Biotechnology, 2006, 24, 5
Marques De Souza CG, Peralta. RBhsic Microbi@003, 43(4)278-286.

Williamson PR, Wakamatsu K, It Bacteriol998, 18015701572

O' Malley DM, WhetterR, Bao W, Chen CL, SeedorfR&ht 1993, 4:751-757

Baldrian PFEMS Microbiol R@006, 30:215-242

Stoj C, Kosman CHEBS LeR003, 554422-426

Bourbonnais R, Paice MG, Freiermuth B, Bodie E, BornemgplSEnviron Microbidl997, 63(12)4627-4632.

a) Abadulla E, Tzanov T, Costadbr&kKH, Cavae®aulo A, GubitéaM: Appl Environ Microbid000, 66:3357-3362; b) Kunamneni A, Ghazi |,
Camarero S, Ballesteros A, Plou FJ, Alcalderdtess Bioche2008, 43:169-178.

%3 widsten P, TuomineB, Qvintud_eino P, Laine J&ood Sci Technapoa, 38:521-528.

Bergbauer M, Eggert C, KraepelinABpl Microbiol Biotechndl991, 35:105-109; b) Berrio J, Plou FJ, Ballesteros A, Martinez AT, Martinez MJ:
Biocatal Biotransforn2007, 25:130-134.

**piontek, K. et al2002), J. Biol. Chem. 277, 376&3669.
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La presenza di questi atomi di rame, spesso gli enzimi isolati assumono la colorazione blu tipica
del | ' as s or me.nleprotesso abmplessivoaconsisieindi nella riduzione di una molecola di
ossigeno a due molecole di acqua con la concorrente ossidazione di quattro molecole di susbtrato e la
produzione di quattro radicalgli atomi di rame passano dallo stato dsmazione +2 a +1.

| quattro radicali che derivano dal susbtrato possono produrre dimeri, e poi oligomeri e poi polimeri, o

possono a loro volta ossidare un altro substrato e quindi dare vita ad un vero e proprio circolo di elettroni,

un ciclo ossidativd®

(b)
4 Sub

cu'
Cull

Cut

Fully oxidized
copper cluster

4 Sub -

Cu!

Cu!

Fully reduced
copper cluster

Tutti i potenziali casi cui va incontro il meccanismo di ossidazione della laccasi sono qui rappresentati:
1) Nel primo caso, il pisgemplice,il susbtrato &

cluster di rame.

direttamente ossidato dalla laccasi per interazione con il

2) Spesso peroospr attutto nell’”ambito della biocatalisi,

ossidare un determinato substrato che perod non pu
succedere per svariati motivi: a) incapacita del substratssidarsi secondo il meccanismo noagletronico

della laccasi; b) substrato potrebbe non essere in grado
| " ossidazione del susbstrato richiede un potenzi a
Il problema pud essererisoltoadl | * ut i | i zzo di una mol ecola detta

potersi ossidare secondo il meccanismo della laccasi ma allo stesso tempo ossidare il hostro susbtrato di
interesse. E i mediatori a volte possono essere anche piu di uno, casteriha con la FADH

HoO =

Y4
,./"\__

0, - - Laccase, 4%
H,0 = > laccase, . __
o ‘\ Va fo0 \ e
02-*/ \"-- Laccase, ;< '/ N\

H,0 =~

/\

Laccase{red]

196

- Laccase{m -

- Mediator

—» Mediator,

/ \\-—r- Mediator

— Substrate”ed]

N/
I

AN

- Substratewx

eSS Substratem]

N/
[
N\

— Substrate

(ox) (red)

\/-x— Laccase,, — \/ Mediator s, -h\/-p Flavoenzyme,, -~ -\\/ Substrate .

/\ /\

—» Substrate

—Flavoenzyme (red) (o)

o

a) Claus, H004, Micron, 35, 93968;b) Solomon, E.I. et 8996 Chem.Rev. 96, 2562605.



Il meccanismo di interazione della laccasi con un mediatore € comune anche in natura. Infatti se i funghi
sono in grado di depolimerizzare la lignina tramite le laccasi, & impensabile pensare che un substrato
ingombrante comeunpalier o possa entrare kel nsdatoiattiwvcudbdalkl
la lignina da sola non porta a nessuna reaziotle.

L’utilizzo di un medi atore offre quindi mol t i vV a
del | ' ehe puopessare da5ad000 mV a ol tre 1100 mV; b) | * aume
reazioni; c¢) |l a capacita di ossidare molecole mol"
Tra i mediatori piu utilizzati qui rappresentati, il primo artifie | e e stato |’ ABTS, u

depolimerizzare la lignina.

CHZCH, CHLCH, L g
@4 ; 7@ i &-ot
=
HMNOS S/km —Nfl\s S0,MH, i | r/ |
CH.0 ™ S OCH, T OCH
ABTS T o & o
o T Acetosyringone Acetovanillone
™ ./k NOH CH; L . s
L E - H0 CH; ril CHy c} 0
07y 0 o c—H —H
H ] A
VIO TEMPO 1 [ |
CH,0" 5" OCH, 57 OCH.CH,
e CH, oH OH
| N Gt CH; CH, — N
o N’N e M CH, Syringaldehyde Vanillin
| :
+ Hel
L0
g T o
g [
HBT p7 HO —(ﬂ—CH:CH —C-OH
\://
OCH,
Oy -C aric aci Q
. p-Coumaric acid RN :
HO - CH=CH-C-0H
0 N
°\ OG ; oo OCH,
Py 7o ¢ 0 Sinapic acid
o % 5 PR I pic
Het Na* Ho—"  Y-CH=CH-C-OH
NNDS Ferulic acid

La scelta del mediatore giusper la trasformazione chimica € un aspetto veramente cruciale, perché al di la

del potenziale redox e del lltaimpomaete basarsidsel méceanisme di o c i
ossidazione che ne Sgesesdmpi@osdida sesondb sntmeaanismo diltrasfemento

di el ettroni (ET) ; | " HBT invece effettua un trasf
nitrossile (NOe+ ) ; il TEMPO (e i derivati) seguono invece

struttura del sale di ossamonio (come peraltro si € osservato nei protocolli di ossidazione di Anelli e di Zhao).

Tuttavia anche iatbri’ hatdegli svantaggi: soroi moletelal molto spesso costose e i

sottoprodotti sono tossici. Il noltre a volte | o
trasformato in una molecola non piu in grado di svolgere il compito di trasferitorediani. Si sta quindi
cercando di rivol geflevicoak '’ wt isloipzrzaot tdiit t me dlii atoorriig

aniline, laddove possibile compatibilmente al meccanismo di ossidazione richiesto.

Il nostro interesse nel mettere a pt;n una metodologia biocatalitica di ossidazione dei noSta aril

propanoli a profeni ci ha spinti a studiare una laccasi come catalizzatore. Le prime prove sono state
effettuate ispirandoci al l e condi z dioutilizzandohileFerli v a |
propanolo come molecola iniziale su cui iniziare lo studio. Riva utilizza come laccasi quella estratta

%7 Bajpai, P.1999), Biotechnol. Prog. 15, 14757.



dal | > or ganiTrametes Rulbeacgmma o n o i abbiamo deciso dadda util
Trametes Versicolb¥ molto utilizzato in ambito industriale facilmente reperibile.

Le condi zioni I niziald/ g ui n dqliV comiseorde dlla quantith di enkzima i z z
che converte 1 micromole di catecolo al minuto a pH 4.5 a)28{@r millimoledi susbtato alcolico, il 20%

di TEMPO (Riva utilizza quantita di TEMR®wariano tra il 10% e il 20%3petto al susbtrato alcolico da
ossidare e come solvente un tampone acetato a pH 4.5. Risulta anche molto importante effettuare la
reazi one i n aria ressendo dauldceasi anh lossidaisiognosa di ossigencAbbiamo quindi
effettuato uno screening iniziale suRZnil propanolo racemo variando il solvente, il pH, la temperatura, la
qguantita di TEMPO ed enzima utilizzati rispetto al susbtrato e iticpéare la modalita di ossigenazione.

Tabella 13
. . Resa HPLC
Entry | Substrato Mediatore (%) | Solvente 0, T | Time Acido Chirale
AB pH 4.5 All'aria/ o
1 Alcol / 01M Apetto RT| 7499 0%
AB pH 4.5 All'aria/
2 Alcol TEMPO (20%) 01 M Aperto RT| 699 53%
. AB pH 4.5 All'aria/
0,
3 Aldeide | TEMPO (20%) """ Aperto RT| 699
. AB pH 4.5 All'aria/
0,
4 Acido TEMPO (20%), 01M Aperto RT| 6gg
AB pH 4.5 All'aria/
0,
5 Chetone | TEMPO (20%) 01M Aperto RT| 699
i AB pH 4.5 All'aria/ . RI(9 =
6 (R-Alcol TEMPO (20%) 01M Aperto RT| 5gg| traccia 7723
_ AB pH 4.5 All'aria/ . R/(9 =
7 (9-Alcol | TEMPO (20%), 01M Aperto RT| 5gg| traccia 8/92
AB pH 4.5 All'aria/ 0 R/(9 =
8 Alcol TEMPO (20%) 01M Aperto RT| 599 30% 50/50
9 Alcol TEMPO (20%) A% qHM4'5 Bubbled/chiusg RT| 6 gg 60%
10 Alcol / A% qHM4'5 Bubbled/chiusg RT| 9 gg 0%
11 Alcol TEMPO (20%) A% qHM4'5 Chiuso RT| 99g| traccia
12 Alcol TEMPO (10%) A% FiHM4I5 Bubbled/chiusg RT| 2 gg 7%
13 | Alcol | ABTS (20%) A% FiHM“'S Bubbled/chiusd RT| 9gg| 0%
14 | Alcof | TEMPO (100% A% FiHM“'S Bubbled/chiusd RT| 7gg | 0%
PBS pH . .
15 Alcol TEMPO (20%) 6.5,0.1 M Bubbled/chiusg RT| 7gg 0%

%8y, Jiajia; Nyanhongo, Gibson S.; Guebitpr@h!., Biocat and biotrans2012, 30, 1, 125140

1% http:/vww.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/51639?lang=it&region=IT



16 | Acol | TEMPO (20%) ggfage_lpk'ﬂ Bubbled/chiusd RT| 8gg | 0%
AB pH 4.5
17 Alcol TEMPO (20%) 0.1 M/ | Bubbled/chiusq RT| 9 gg 0%
DCM 50%
AB pH 4.5
18 | Aol | TEMPO 20%) OMlT I';"E’ Bubbled/chiusd RT| 9gg| 0%
50%
AB pH 4.5
0.1M/ :
19 Alcol TEMPO (20%) {BUOH Bubbled/chiusg RT| 7gg 15%
10%
AB pH 4.5
20| Aol | TEMPO (20%) OMleg"N" Bubbled/chiusd RT| 6gg| 5%
10%
Le prime proveTabella 13entries1-8) sono state svolte tutte all’ ari
a concentrazione 0.1 dlare, utilizzando 68 U di enzima per millimole di substrato. La entry 2 ha portato ad
una resa nell acido del 53% con | a presenza di q
Il i mportanza del TEMPO come e @abald i3gngryal) la reazione honf at t
procede.Per verificare | effetto dell’ enzi malabelad3 as:
entries 35), rispettivamente la & e ni | propafheatiel prapgandoi,abbiareo | ' ac

studiato il comportamento di questi prodotti con laccasi. Questo aspetto risulta molto importante da
approfondire perché la laccasi, per via del suo meccanismo di ossidazione monoelettronica, potrebbe avere
un’ attivita ossidanltekeisdid Sianel d omp@lr@tmame ttoe dsS @i
inalterato mentre | " acetofenone ha portato all a f
di verificare se la laccasi potesse avere un comportamento differente in funzidné dee n a rRtoiSo me r ©
(Tabella 13, entries-8), verificandotramite HPLC chirala configurazioned e | | ' ac i ¢ abbiamb s ul t
osservatoc h e i n tutti i casi | " ossidazRomdaSnmeagedeyv
enantiomericamente puro (rigitivamenteRIS= 77/ 23 p ar tReISd &92 gaaténdlo’'dds RS o |

= 50/50 partendo dall ™ alcol r a c momnawa) ad unVdcidot racemo h e |
abbi amo i poti zzatfassee mantli’cesnpzeicmaf i ©@n Reo Srlee parziatea s o
racemizzaziongossae s sere i ntervenuta sull > aldeiidtee ol 'saudui l
chetoenolico.

In tutti i casi qui rappresentati abbiamo osservato dei valori di resa molto diversi e bassi per ciascuna prova e

abbi amo pensato che i t empi di reazione associat.i
facile volatilizzazione degl: i i nter medi , tra cui
un sistema chiuso gorgogliando ossigeyassosottenendomiglior risultato in termini di resa (60%abella

13,entry 9), dove | '"unico sottoprodotto osservato
presenza puo essere dovuta alla concentrazione superiore di ossigeno che pateocadacilitare il cleavage

ossidativo dell’ al dei de. Per verificare che | " ecc
del substrato senza | " aiuto di al tri 0SS i Uabefia i , a
13,entry 10) € una con i |Tabdllg MBlRrry IMpentrarebe negativie.’ Quastz i ma

risultat sembramodi mostr ar e c¢ o me -Fénil prapanola ssazfortemerte lahatd alla2triade
ossidativa @LaccasiTEMPO. Osservando i tempo di lieae spesso molto lunghi abbiamo deciso di

verificare | " effetto di una maggior quantita di T
in quantita equimolare rispetto akecheablconauharasdel pr ov
77%.L utilizzo di ABTS al 20% alternativamente al T
che | a scelta del medi atore €& giusta e che | ' o0s

Variazioni di pH del solvente (pH3epH®) hanno bl occ atobeid effdtitrisuitavavetea d e
l a massima attivita tra 4 e 5.5, L'utilizzo di f



solubilita del substrato e velocizzare la reazione ha portato a risuftaitio scarsi e insoddisfacer{ffabella

13, entries 1720).

Tabella 14
Resa
Entry Sm Mediat. Solv. 0, T | Time Acido C:iprl;(l:e
(STIMA)
1 Alcol TEMPO (20% HO milliQ Bubbled/chiuso| RT| 2gg 74%
2 Alcol TEMPO (20% m|II|Q/MNaCI 0.1 Bubbled/chuso | RT| 9gg traccia
3 Alcol TEMPO (20% H,O milliQ Bubbled/chiuso | RT| 2gg 60%
4 Alcol TEMPO (10% H,O milliQ Bubbled/chiuso | RT| 2gg 45%
5 (9-Alcol | TEMPO (20% H,O milliQ Bubbled/chiuso| RT| 2gg 92% (?/igoz
H,O milliQ / .
0, 0p ?
6 Alcol TEMPO (20% DMSO 10% Bubbled/chiuso | RT| 5gg | 100% 7~
H,O milliQ / .
0, 0,
7 Alcol TEMPO (20% DMSO 30% Bubbled/chiuso | RT| 5gg 0%
H,O milliQ / . 0
8 Alcol TEMPO Acetone 10% bubbled/chiuso | RT| 6 0%
9 Alcol tempo | RO MHOLTHE L buppredichiuso | RT| 7 0%
(]
10 Alcol Hobt (20%) H,O milliQ Bubbled/chiuso | RT| 4 gg 0%
0,
11 Alcol ?Eﬁééo(/zoz%; H,O milliQ Bubbled/chiuso | RT| 3 gg traccia
metilestere
12 Alcol dell'acido H,O milliQ Bubbled/chiuso| RT| 6 gg 0%
siringico
13 Alcol 4'0(2;)/5)'\"% HOmiliQ | Bubbled/hiuso | RT| 3gg | 15%
14 Alcol 4'”?5;50')\’"30 HOmiliQ | Bubbled/chiuso| RT| 3gg | 0%
H,O milliQ
15 Alcol TEMPO (20%) + Aliquat (20% il Bubbled/chiuso | RT| 3 gg 0%
Volume)
H,O milliQ
16 Alcol TEMPO (20%) +GoMimNT% Bubbled/chiuso| RT| 3gg 0%
(20% in volume)
H,O milliQ
17 Alcol TEMPO (20%) +N(But)HSQ Bubbled/chiuso| RT| 3 gg 0%
(0.02 mmol)
Quantita quadrupla di enzima utilizzato
Tut avia | "utilizzo di a ¢ qabaonirmitermini dixesa Tir¢dbellald, endry 10

e abbiano deciso di ottimizzare ed effettuare altre prove con questo solveneer
ionica abbiam condotto una remme in acqua milliQ con aggiunta di N&Glbellal4, entry 2) osservando

veder e

a r
ef f et



solo la formazione di una traccia di prodotto Per velocizzare ulteriormente la reazione abbiamo utilizzato
una quanti a di e n zi mgTabglla®kdentry J), masenza adcpneisultatm intereskanta | ¢ o
in termini di resa. Abbiamo quindi verificato nuo
porta dopo due giorni al 45% di resa con la presenza di molte impu&zellal4, entry4). Questa volta

| "uti ISE-Eewi Idi Pr2Zopanol o Stome unicorehaatioreroamostrandac condeoqueste

condizioni non favoriscono evidentemente la racemizzazione (Tabella 14, enBt5).anament e | ' u
analoghi del TEMPO come iidtossi TEMPO ie4-ammino TEMPQTabellal4, entries 13,14hon portano a
risultatdi sodi sfacenti . L’utilizzo di medi at or i d

(che dovrebbero agire secondo un meccanismo HAT) non porta alla formazionedlima¢ s ol ament e
di Hobt associato al TEMPO, con la formazione di un sistema di doppio mediatore, porta ad una traccia di

acido(Tabella 14, entries 102). Perquantorigar da | ' ut i | (Takekads, emtry6-ID)csasloocbrnv e nt i
DMSO al 10% i € avuto una conversione completa ad aci c
|l "attivita dell > enzi ma. L utilizzo di i qui di i on

(Tabella 14, entries 157).

Questi risultatisul 2 Fenil propanolo ci hanno portato a ipotizzare il seguente meccanismo.

N o)
@
*0—0" + LAC 2H,0 + LAC?* LAC +
1 | OH

Come si vede, i TEMPO sembra essere fondamental e
ossidare quest’ uilltioma. adl amédoarciasmosdi azione de
se essa €& in forma idratata come d’'altra parte p
ossidazione alla metodologia di Zhao che abbiamo precedentemente utilizzatosgeatare il Z-enil

Propanol o e gl al tri propanol i. Con qgquesto mecca
TEMPO (dal TEMPO in forma di ossoammoni o, possi b
del |l " ossigenonostmeantcroeme Z heasos a si a ossidataOdiret

| " ossidante stechiometrico.

Per verificare comunque questa ipotesi, abbiamo provato a mettere-feni propanale in acqua milliQ
unicamente con ognuno dei tre ossidanti: a) EnzimaDb) ¢) TEMPO. La reazione come previsto non &
andata in nessuno dei tre casi. Questo ha di mostr
e ha bisogno di un mediatore; il mediato’ al t r as spiada el ' al dei de dol o |
ossammonio e comungue essendo presente in forma substechiometrica ha bisogno di essere rigenerato e
necessita quindi di far parte di un ciclo catalitico ossidativo.



Successi

vamente ci S i

amo

C 0 n c e n R-ariapropanacd (tektdtian fosmau d i o

racema) precursori dei Profeni. Tutte le prove sono sempre state effettuate utilizzando il TEMPO al 20%,
gorgogliado | ossigenoe mantenendo chiuso il sistema ma con una quantita di enzima utilizzato doppia

rispetto al 2 fenil pppanolounitamente ad una quantita doppi solvente utilizzato.
L"i buprofenol o, il

ad ottime rese in acido in sola acqua milliQ; il dato € molto interessantd sensiderano i tempi
relativamente brevi di reazione (3 giorni al massimo per il feno profenolo e il ketoprofendiolo) e il fatto che
gli alcoli non sono solubili se non in minima parte in acqua. Per il flurbiprofenolo la stessa reazione condotta

in acquaha portato ad una resa del 35%abella 15, entry 13) dopo quattro giorni mentre per il
cosol

portato a buone res@e entrambi gli alcoli.

naprossenolce stato necessario usare cosolventi L’ ut i | i zzo di
Tabella 15
R == Addo
E BAlbcol Sode. T T
nibry o ime (STIN)
1 buprofenolos Hz0 milll i RT lEE el
2 Fenoprofe nolo Hy O milll i RT 3IEE T3
3 k= toprofenclo Hz0 mallid BT 2EE SR
4 k= toprofendiol o Hz0 millil: RT 3EE oR:
3 Na prosse nolo Abm H?SQMEEH RT e L1
] Na prosse nolo FOmima/ DMs0 RT 3IEE L1
7 Na prosse nolo FOm 13_;5 DRSO RT GEE L1
H, 0 millic +
B Naipross nolo MyBuwt]sH50y (Q02 | AT 3EE 0%
T el |
HoD milid; + Trit
| Naipross nolo e f A 3EE Ol 10003
HyD milil f OMIF
10 TE—— : TH;; ar | Egs 70-BIF
11 TE—— "‘:""mi-’ THE | v | 8ee 70-BIF
HeD milid f - a.. -
12 Naipross nolo A N R EBee TO-BiB:
13 Flurbiprofendo H,0 mallid BT dEe IT%
14 Flurbiprofendc FOmimt/ DMSD | or [ g, BFs
13 Flurbiprofendc FOm ;ﬂ; DM o | 5zs S5
HOmilid, DMSOD |
18 Flurbiprofendic " ; ol 708
Ho0 milily + Trit
17 Flurbiprofendic e f e | 2z o5
H, 0 millic +
18 Flurbiprofendo MyBuwt]sH50y (Q02 | AT 3EE 0%
T el |
cosol venti sono stati

I mi gl iori
12)) eil DMSQper il flurbiprofenolo(Tabella 5, entry 15k °
entrambi sia in effetti st ottenuto utilizzando il TRITONIRO, un surfattante non mico (Tabella 15,

entries 9 e 18).

Tuttavia gli acidi ottenuti nomiuscivano ad essere separdaiil surfattante se non probabilmente con una

separazione su colonna a scambio ionico (una DOWEX).

nteressante

infattn t

fenopr of e (Tabella 15 entriels-4) kaarto paptatco n o | o

(Ol

| aTalzMARS, eniriegs 2O HF €

notar e

cor



Per verificare la robustezza del protocollo cosi ottimizzato per ogni alcol aril propanoico, abbiamo deciso di
effettuare uno scale up nelle condizioni migliori, partenzo paafprofenoloenantiomericamente puro per
verificare contemporaneamente lacogfur azi one del | " aci do ottenuto.

In tutte | e prove effettuate €& stato ottenuto I’
superiori al 99%.

7% OH C OH
0 0
Acido 2 Fenil Propionico Acido 2 Fenil Propionico
Y = 99% ee > 99 % Y = 99% ee > 99 %
H>0 milliQ H>0 milliQ
: S _OH
e S0k
@] \o 0
Ibuprofene Naprossene
Y = 95%, ee > 99 % Y = 78%, ee >99 %
H;O milliQ H>O milliQ/ acetone 10%
- : 8] -
0 G OH % OH
0] 8]
Fenoprofene Flurbiprofene Ketoprofene
Y =80%, ee > 99 % Y = 99%, ee > 99 % Y = 95%, ee > 99 %
H,O milliQ H>0 milliQ/ DMSO 10% H,0 milliQ

Questo risultato ha dimostrato come il protocollo sia applicabile anchguantitadi alcol maggie; inoltre
soprattutto le condizioni di reazionemon portano mai a fenomeni di r
enantiomero dell’  acido ottenuto una configurazi oni
La racemizzazione € tanto piu facile quanto piv il pK ddlgrone i n o del composto c
guanto | a deprotonazione porta all’ enol o, il qual
nostro caso | "enol o che si f or mae sés eanndcoh ec omaillat goa t sot
aromati co. Nel nostro sistema sia | aldeide che |
protone i n a pipilvemaiente. Leracendzzagioné e naoko piu veloce a pH basici ma il
pH del | ' acqua ame heutiorQapmdgredsivdiente tdndelae acido per via della fozioae

del | " aci dovicsarob acshsei Ili'caoc.i do che si forma e enantic
dimostrato che non interviene alcun fenomeno di enolizzazione o avviene solmadnpercentuale
indeterminabil e. L’aldeide intermedia quindi vier
equilibrarsi con | "enolo e racemizzare.



|

| = N | ~ H + | N H
R—— OH R—— 0 R S
ENOLIZZAZIONE = = =

/ RACEMIZZAZIONE

N\

IDRATAZIONE AN OH OSSIDAZIONE o
R——

/

L.
)  OH R oH

Gli ottimi risultati ottenuti con i Profeni ci hanno spinad estendere il protocollo alla ossidazione ad acido
carbossilico di al tri alcol . L'utilizzo del |
precedentemente <citato, propende per | * oshetonid a z i
Tuttavia il nostro protocollo sugli alcoliail propanoici sembra dimostrare che & possibile per gli alcoli
pri mar.i anche ossidarsi ad aci di carbossilici

| i drato, se&mbiranc kteasdsiidratfdéfisldédcenie gk siala forza guida
L'idratabilita di un centro carbonilico dipende

-sol ubilita del |sscciodetgrugpe carboniliewlc guau @ pceagent e”
- elettrofilia del cento carbonilico;
-ingombro sterico dei gruppi carbonilici.

Abbiamo quindi effettuato le nostre prove preliminari sui seguenti alcoli.

Cl Cl

Gli unici alcoli che hanno portato alla formaziodieacido sono stati il -2 dinitrobenzil alcol, i piridin
metanoli e il 2fenil etanolo. Tutti gli altri substrati non hanno reagito o hanno portato solamente alla
formazione di aldeide. A tuttora é difficile interpretare e giustificare i risultati otterugli studi relativi a
questo aspetto sono ancora in corso

e

O |

S«

d .



2.5 Parte Sperimentale

Parte sperimentale relativa al paragrafo 2.3.1

Procedura Generale per la riduzione enzimatica:

Metodo con NADH Stechiometrico

Into a vial equipped with a magneticrsér (double spinfin magnetic stirring bar) all reagents were added in

the following order: 0.5 mL of a 5 mM solution of the starting aldehyde in CH3CN or THF, 0.5 mL of a 10 mM
solution of NADH freshly prepared in 0.1M phosphate buffer (pH 7.5), 0.1Mpphtes buffer (pH 7.5) to

reach a total final volume of 5 mL and the chosen amount of enzyme from a freshly prepared solution in
phosphate buffer. In the case of-solvent absence, the aldehyde was directly added to the reaction mixture.

In the case of erymatic reductions in hexane, data were obtained by adding solid lyophilized cofactor
together with lyophilized enzyme into the reaction vessel before adding the solvent mixture and the
substrate. Et20

Metodo con il riciclo del NADH

Into a vial equipped Wl a magnetic stirrer (double spinfin magnetic stirring bar) all reagents were added in
the following order: 1.5mLof a 5mMsolution of the starting aldehyde in CH3CN or THF, 0.45 mL of EtOH, 1.5
mL of a 0.1 mM solution of NADH freshly prepared in the appmgp0.1 M buffer, 0.1M buffer to reach a

total final volume of 15 mL and the chosen amount of enzyme froma freshly prepared solution in buffer. In
the case of cesolvent absence,-arylpropanals were diluted in EtOH.

Metodo semipreparativo

Into a flaskequipped with a magnetic stirrer were added in the following order: 0.5 mmol of the starting
aldehydela,c—d in 10 mL of CH3CN, 3.4 mL of EtOH and phosphate buffer 0.1 M8pkd reach a final

total volume of 100 mL. After 15 min NADH (0.01 mmol, 7g) amd the enzyme (1 mg, 0.46 U/mg) were
added to the solution. After 96 h the reactions were worked up by adding 1 g of solid NaCl to the aqueous
phase and extracting 3 times with EtOA&(& mL). The organic phases were dried over Na2S04 and
concentraedin vacuo Yields after flash chromatography (80/20 cyclohexane/ethylacetate). Oxidation to 2
arypropionic acids is reported in the ESI. Formation of arylpropanols was monitored by inverse phase HPLC
analysis: at different reaction times, aliquot samplesre filtered, diluted and directly injected. Calibration
curves obtained with pure arylpropanols (five dilutions, each in triplicate) were used for quantitative analysis.
Enantiomeric ratios were determined by HPLC analysis on chiral columns.

Sintesi delle aldeidi aril propioniche (1b-1f)

Metodo 1(Si considera come esempio generale la sintesi della ibuprofebale

Racemic Z4-isobutylphenyBpropanoic acid, Ibuprofen, (30 mmol, 6.2 g) was refluxed in EtOH (50 mL) in
the presence of a catalytic amouot BF3.BEO (0.5 mL). At disappearance of the starting carboxylic acid, the
solvent was concentrated, the crude dissolved in EtOAc (50 mL) and washed with aqueous NaHCO3, the
organic phase was concentrated furnishing eth{d2sobutylphenyBpropanoate in 80% yield. The ethyl

ester (25 mmol, 5.9 g) was then dissolved WOHLO0 mL) at78°C, then iBsAIH (1M solution in hexane, 36

mL, 36 mmol) was added dropwise. Conversion was followed by GC, at completion the reaction mixture was
poured into a 2M ageous solution of potassium sodium tartrate, diluted with@&t100 mL), vigorously
shaken until phase separation and-egtracted with E£O (3x 50 mL). The combined organic phases were
dried and concentrated under vacuuzb is obtained as overeductionby-product in the same reactiorLtb

and 2b can be easily separated by flashchromatography and were obtained in 65% and 15% yield
respectively.

Metodo 2:(Si considera come esempio generale la sintesi della ibuprofébale

Racemic d4-isobutylphenyBpropanoic acid, lbuprofen, (10 mmol, 2.06 g) was dissolved,d &0 mL) at

0°C, then the complex BMe,S (49 mmol, 4.6mL) was added dropwise. Conversion was followed by TLC, at
completion the BEIMe,S in excess was carefully quenched wit®HNaOH 2N (56L) was added and the
mixture was extracted with EtOAc (3x 50 mL) and concentrated affopdig 98% vyield. In a flask charged
with a solution of oxalyl chloride (12 mmol, 1mL) in CH2CI2 (100 ril§°a, DMSO (22 mmol, 1.56 mL) was
added dropwise. Afte10 minutes2b (10 mmol, 1.9 g) was added and the mixture is stirredr&tC for 1h



then TEA was added (40 mmol, 5.58 mL). Conversion was followed by TLC, the reaction was quenched with a
saturated solution of NH4CI, extracted with CH2CI2 and

washed withNaHC@ The organic phase was concentrated dbdvas obtained after purification by flash
chromatography in 80% yield.

2-(4-isobutylphenyl)-propanal (Ibuprofenal) 1b: Obtained in 80% overall yields following method 1.

cHo 1HNMR (300 MHz, CDCIB).94 (d,J= 6.6 Hz, 6H, {@)2CH), 1.46 (d= 7.2 Hz,
3H, G13CH), 1.89 (m, 1H,
(CH3)2ECH2), 2.50 (d]= 6.6 Hz, 2H, CH2), 3.64 ¢, 7.2 Hz, 1H, CHB{; 7.10
7.21 (m, 4H, arom), 9.73 (s, 1H, CHO); 13C NMR (50 MHz, 6R¢&I3)22.1,

29.9, 44.852.3, 127.8, 129.5, 134.6, 140.6, 200.8,MR:3433, 2950, 1722; elemental analysis calcd (%) for

C13H180: C 82.06, H 9.53; found: C 82.01, H 9.58.

:

2-(2-Fluoro-biphenyl-4-yl)-propionaldehyde (Flurbiprofenal) 1c. Obtained in 70% overall yields followin
method 1.
CHO 14 NMR (200 MHz, CDCRBY.51 (d,J= 7.4 Hz, 3H, CH3), 3.70 (dg,1.4, 7.4 Hz,
1H, CH), 7.6Z.11 (m, 2H, arom), 7.34.59 (m, 6H, arom), 9.73 (& 1.4 Hz, 1H,
CHO); 13C NMR (50 MHz, CDCI3): 14.2, 51.1, 115(& (), = 27 Hz), 134(d,
JC,F) = 3Hz), 127.7, 127.9, 128.4, 128.QdF) = 3 Hz), 131.1 (C,F) = 4 Hz),
135.1, 139.9 (d, 1QXC,F) = 8 Hz), 159.8 (d, IXC,,F) = 248 Hz), 200.2; iRs
3433, 3080, 3030, 1727; elemental analysis calcd (%) for C15H13FO: C 78.93, H
5.74; found: C 78.92, H 5.81.

&

2-(3-Phenoxy-phenyl)-propionaldehyde (Fenoprofenal) 1d. Obtained in 65% overall yields following method
1. 1H NMR (300 MHz, CDCB}..45 (d,J= 7.2 Hz, 3H, CH3), 3.62 (dg, 1.2,
O CHO 7.2 Hz, 1H, CH), 68198 (m, 3H, arm), 7.037.06 (m, 2H, arom), 7.12.17
©/ \©/ (m, 1H, arom), 7.33.40 (m, 3H, arom), 9.69 (d+ 1.2 Hz, 1H, CHO); 13C NMR
(75 MHz, CDCI3y:14.4, 52.7, 117.5, 118.5, 119.0, 122.9, 123.5, 129.7, 130.2,

139.6, 156.7, 157.9, 200.6; IR:= 3430, 3070, 3034, 17261582, 1250;
elemental analysis calcd (%) for C15H1402: C 79.62, H 6.24; found: C 79.71, H 6.28.

2-(6-Methoxy-naphthalen-2-yl)-propionaldehyde (Naproxenal) 1e. Obtained in 80% overall yield following
CHO method 1. 1H NMR (200 MHz, CD@33):52 (d,J= 7.0Hz, 3H, CH3), 3.75 (dq,

J=1.0, 7.0 Hz, 1H, CH), 3.92 (s, 3H, OCH3}7/B304m, 3H, arom), 7.60 (s,
1H, arom), 7.69.77 (m, 2H, arom), 9.74 (d= 1.2 Hz, 1H, CHO); 13C NMR

MeO (50 MHz, CDCI3):14.5, 52.8, 55.2, 105.6, 119.2, 126.6, 126.9, 127.60129.

129.1,132.7, 133.8, 157.8, 201.0;¥R: 3350, 1720, 1606; elemental analysis
calcd (%) for C14H1402: C 78.48, H 6.59; found: C 78.35, H 6.70.

2-(3-Benzoyl-phenyl)-propionaldehyde (Ketoprofenal) 1f; obtained in overall 50% yield following method 2.
1H NMR (200 MHz, CDCIB8)1.51 (d,J= 7.0 Hz, 3H, CH3), 3.74 (de, 1.0,

(@)
CHO 7.0 Hz, 1H, CH), 72884 (m, 9H, arom), 9.74 (d= 1.0 Hz, 1H, CHO); 13C
NMR (50 MHz, CDCI3)14.7, 52.8, 128.4, 128.9, 129.3, 129.7,
O O 130.1, 132.2, 132.7, 137.4, 138.3, 146200.5; ; IRv = 3400, 3060, 1730,
1658, 1596 1317, 1281; elemental analysis calcd (%) for C16H1402: C 80.65,
H 5.92; found: C 80.58, H 5.96.

Ossidazione dei (29-arilpropanoli

Ossidazione di 2c e 2d

Solid KMnO4 (0.52 mmol, 82 mg) was added to atienl of (23 - (2-Fluorabiphenyt4-yl)-propanl-ol 2c

obtained from enzymatic reduction (0.13 mmol, 30 mg) in acetone (1.5 mL) and H2SO4 3N (1.5 mL) at 0°C
under stirring. The solution was kept at 0° C for 4 more hours and at room temperature for 3@&sinu
Conversion was followed by TLC. The reaction was diluted by adding 5 mL of HCI (1N) and solid Na2SO3 until
the discolouring of the solution. The aqueous phase was extracted twice with EtOAc (2 x 10 mL), the organic
phase was then extracted with a 29a®H solution (2 x 10 mL). The collected acqueos phase was acidified to
pH 1 with HCI (2N) and extracted twice with CH2CI2 (2 x 10 mL). The final organic phase was dried over
Na2S04 and concentrated in vacuo obtaining 15 mg of Flurbiprofen as a light gitilow6 % yield.o]20

D =+37.2 (c = 1, CHCI3); lit. dataSpfKlurbiprofen {]20




D = +42 (c = 1, CHC#9)

Ossidazione di 2d

Solid KMn® (0.88 mmol, 139 mg) was added to a solution d§ (2-(3-phenoxyphenyl}propan-lol 2d
obtained from enzymatic reduction (0.22 mmb0 mg) in acetone (2 mL) and H2SO4 3N (2 mL) at 0°C under
stirring. The solution was kept at 0° C for 4 more hours and at room temperature for 30 minutes. Conversion
was followed by TLC. The reaction was diluted by adding 5 mL of HCI (1N) and solid Na#SBS3
discolouring of the solution. The aqueous phase was extracted twice with EtOAc (2 x 10 mL), the organic
phase was then extracted with a 2% NaOH solution (2 x 10 mL). The collected aqueous phase was acidified to
pH 1 with HCI (2N) and extractedite with CH2CI2 (2 x 10 mL). The final organic phase was dried over
Na2S04 and concentrated in vacuum obtaining 25 mg of Fenoprofen as a light yellow oil in 47 #4ield. [

D = +36.5 (c = 2, CH)CIit. data of §- Fenoprofen ¢]20

D=+46 (c =1, CHE"

Determinazione dell’eccesso enantiomrico degli alcoli e assegnazione della configurazione del maggior
stereoisomero

Enantiomeric ratios were determined by HPLC analysis on chiral columns. In the case of 2dc@bpke
and2f the (§ configuration of the major isomer was established by direct comparison with commeSgpial (
phenylpropanol or$ alcohols, obtained by reduction with BH3.Me2S of the commeiSialcjds. Fo2c and
2d the (S configuration of the major isomer was established byvawting the alcohols obtained in the
semipreparative procedure into acids by oxidation with KMnO4 and comparing the optical rotation with
reported data.

HPLC chirale degli alcoli: condizioni

2a-f on Daicel chiral columns.

Rt(min) Rt (min) Column, hexanefoH (0.5 mL/min)

23) 13.2 R 15.6 § OF, 93/7 isocratic analysis

2a) 38.2 R) 39.4 § OD, 99/1 isocratic analysis

2b) 10.6 R 11.9 § OF, 94/6 isocratic analysis

2¢c) 13.9(S)16.5 R) OD, 89/11 isocratic analysis

2d) 22.1(S)23.9 R) OF, 95/5 isoctec analysis

2e)16.4 § 17.3 R OD, 94/680/20 in30 min

2f)43.6 § 44.8 R OF, 97/23/7 in 20 min then 60/40 in 50 min

2-(4-lsobutylphenyl)-propanol (Ibuprofenol) 2b.
OH 1H NMR (300 MHz, CDCI8p.92 (d,J=6.6, 6H, (Ei3)2CH), 1.28 (d=7.2, 3H
CH3CH), 1.4 (bs, 1H, OH), 1.86 (m, 1H, (CHERR), 2.46 (dl=7.2, 2H, CH2),
2.93 (sextet)=7.2, 1H, CH), 3.70 (8 7.2, 2H, €20H), 7.167.17 (m, 4H,
arom); 13C NMR (75MHz, CDGi3)7.5, 22.2, 30.0, 41.8, 44.8, 68.4, 127.0,
129.0, 139.6, 149; IRNn=3372, 1684, 1513, 1465; elemental analysis calcd (%) for C13H130: C 81.20, H
10.48; found: C 81.15, H 10.52.

2-(2-Fluoro-biphenyl-4-yl)-propan-1-ol (Flurbiprofenol) 2c.

1H NMR (200 MHz, CDCI8}.34 (d,J=7.0, 3H, CH3), 1.57 (bs, 1H, G2
OH (sextet,J=7.0, 1H, CH), 3.77 (@ 7.0, 2H, CH2), 7.63.16 (m, 2H, arom),
7.28-7.61 (m, 6H, arom); 13C NMR (50 MHz, CD€13):4, 41.9, 68.4, 114.9
(d,JC,FF23), 123.5 (d)C,=3), 127.2 (d, 1GC,F=18), 127.5, 128.4, 128.9
(d,XC,=3), 130.7 (dXC,FF4), 135.7, 145.5 (d, 143 ,F=7), 159.9 (d, 1GC,F
F =247); IRn=3373, 1023; elemental analysis calcd (%) for C15H15FO: C 78.24,
H 6.57; found: C 78.19, H 6.58)-%c obtained from semypreparative enzymatic reactiora]20D=-11.5, €
=2.6, CHCI3).

2-(3-Phenoxy-phenyl)-propan-1ol (Fenoprofenol) 2d.

20\, Allegretti, R. Bertini, M. C. Cesta, C. Bizzarri, R. Di Bitondo, V. Di Cioccio, E. Galliera, V. Berdini, AafiqeiaG/.Russo, N. Di

Bello, G. Nano, L. Nicolini, M. Locati, P. Fantucci, S. Florio, F. Colbteal Chem, 2005, 48, 43124331
21| carde, D. H. Davies, M. R. StadleZhem. Soc., Perkin Transactions 1: Organic ar@drgamic Chemistr2000, 15, 2455—2464



o 1H NMR (300 MHz, CDCI8).30 (d,J=7.2, 3H, CH3), 1.4 (bs, 1H, OH), 2.97
OH (sextetJ=7.2, 1H, CH), 3.72 (@ 7.2, 2H, CH2), 6.89.19 (m, 6H, arom),
©/ \g 7.30-7.42 (m, 31, arom); 13C NMR (75 MHz, CD@3)7.5, 42.2, 68.4, 116.7,
117.9,118.8, 122.3, 123.2, 129.7, 145.9, 157.0, 157.44R350, 1584,

1489, 1250; elemental analysis calcd (%) for C15H1602: C 78.92, H 7.06; found: C 79.0%#d7.05. (
obtained from mi-preparative enzymatic reactiona20 D=-10.0 ¢=2.4, CHCI3).

2-(6-Methoxy-naphthalen-2-yl)-propan-1-ol (Naproxol) 2e.

OH 1H NMR (300 MHz, CDCI3}X.38 (d,J=7.0, 3H, €13CH), 1.4 (bs, 1H, OH),
3.11 (sextet)J=7.0, 1H, CH), 3.70 (@5 7.0, 2H CH2), 3.94 (s, 3H, OCH3),
MeO 7.14-7.28 (m, 2H, arom), 7.34.40 (m, 1H, arom), 7.63.76 (m, 3H, arom);

13C NMR (50 MHz, CDCIt8)7.6, 42.4, 55.3, 68.6, 105.6, 118.9, 125.9,
126.3, 126.2, 127.2, 129.1, 133.5, 138.7, 157.5) #8300, 1604, 1028; eleméad analysis calcd (%) for
C14H1602: C 77.75, H 7.46; found: C 77.91, H 7.51.

[3-(2-Hydroxy-1-methyl-ethyl)-phenyl]-phenyl-methanone (Ketoprofenol) 2f.
9] 1H NMR (300 MHz, CDCIB)X.35 (d,J=7.0, 3H, €I3CH), 1.4 (bs, 1H, OH),
3.07 (m, 1H, CH), 3.79 (6.6, 2H, CH2), 7.44.86 (m, 9H, arom);
OH 13CNMR(75MH£DCI3)d17.6, 42.3, 68.5, 128.3, 128.4, 128.6, 128.9, 130.0,
131.7,132.4, 137.6, 137.8, 144.2, 196.8; elemental analysis calcd (%) for
C16H1602: C 79.97, H 6.71; found: C 80.05, H 6.69.
Parte Sperimentale relativa al paragrafo 2.3.2

Biologia

Materials, strains, vectors and culture conditions

All chemical reagents, unless otherwise stated, were purchased as analytical grade fromABigoheor TCI

and used without further purification. Aldehydevere commerciabr prepared as reportedAlcohols were
commercial or prepared from the corresponding aldehydes by reduction with NaBkkthanol. All spectra
were consistent with reported data. NAvas purchased from Apollo Scientific Ltd, Stockpdrk. Staining

and destaining was performed using the Stain/DeStdress protein detection kit (Enzolve Technologies.,
Ltd., Ireland). E. coli BL21 competent cells were purchased from Novagen (Germany). Tran&auotied
strains were generally cultureth LuriaBertani (LB) agar and in LB broth, both containing ampicillin (100
pg/ mL) at 37° C, E.eolstaing harbpourang a pRSEEQADHKE mector were cultured in PG
(minimal media) agar and in Auto Induction broth, both containing amipiaill ( 1 0 0 Mg/ mL) at
at 250 rpm. 46 Sepabeads -E€/S were kindly donated by Resindion SRL (Binasco, Milan, Italy).
Morphological investigation was carried out with a Philip2&IScanning Electron Microscope operating at
15kV coupled with Emgy-Dispersive Xay Spectrometer. Samples were-diied, then sputtercoated with
carbon 60s prior to examination.

Expression and purification of His-HLADH-EE

HisHLADFEE gene inserted in vector pRSETb was expressed and the ppotdiied as previouy
reported?°? Crude protein concentration was determined by Bradford protein assay dye reagerR&Bio
Laboratories GmbH, Germany) with bovine serum albumin as a standard. Pure protein concentrations were
determined by UV absorption at 280 nm using theaibitivity reported in the literature (041 mL/(mg cm)

for HisHLADHEE}®

Immobilizzazione dell’enzima HLADH su biglie di vetro:

1)Lavaggio biglieLavare le biglie di vetro da 0.5 mm di diametro con una soluzione gIBOM v/v , HO,
30% v/v, HO in mpporto 1:1:4 a temperatura ambiente, filtrarle e sciacquarle con acqua®liletterle a
reagire con una soluzione di HCI 30% v/¥Q,80% v/v, HO in rapporto 1:1:4, e scaldare la miscela a 85
90°C per 1 ora. Al termine, lascare raffreddare la masddtrare le biglie, sciacquarle abbondantemente
con acqua MilQ ed asciugarle a 50°C sotto vuot@n caso di stoccaggio tenere palline in frigo in
etanolo)2)Procedura generalegp la sililazione delle biglitesare la quantita di palline desideraper es. 2

23 Bradford, MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the principleteh-dye binding.

Anal. Biochem976; 72:248254.



grammi. Sotto azoto, in un pallone a 2 colli mettere 5 ml di toluene anidro ed aggiungere in succ&86ione

pl -AP T B@nmingtrimetossisilano) e le biglie. Lasciare sotto agitazione e a riflusso la reazione per 18

24 ore. Al termine, lasciare raffreddare, filtrare le palline e lavarle con toluene. Anidrificare sotto vuoto a
110°C per circa 3 ore peompletare la sililazione. In caso di stoccaggio, lasciare le palline in frigo immerse in
metarolo (stabili per 1820 giorni);3) Pr ocedur a generale per | 'attacco
succinicaPrendere 2 gr di palline di vetro e metterleun pallone a due colli, sotto azoto. Aggiungere 2 ml

di diossano anidro. Sotto agitazione, gocciolare 200 mg di anidride succinica in 2 ml di diossano e scaldare la
reazione per 60 minuti a 80°C. L asci albberipreapitafer e d d a
raffreddando) e filtrare le biglie e lavarle con{CHN per togliere | " anidride n
filtrate in frigo (usarle entro pochi giornd)Procedura di coupling enzimatiderelevare la quantita voluta di

palline (es. 200 mg) e metterle in una fiala. Pesare 2.0 mg di EDC e scioglierla in 1 ml di tampone pH 5, 0.1M.
Aggiungere immediatamente la carbodimmide alle palline e sonicare la miscela a temperatura ambiente per
30 minuti. Filtrare le palline e lavarle piu volten la soluzione tampone. Mettere le palline in una nuova

fiala ed aggiungere la soluzeri enzima in buffer preparatprecedentemente (per es. 1 ml dilsgione

per 200 mg di palline)Sonicare la reazione per 30 minuti tenendo il bagno sonicanteriater 4-10°C.
Prelevare la soluzione e travasarla in una eppendorf per le misure successive ed aggiungere una quantita
nota di buffer (es. 1 ml) alle palline, sciacquare e travasare il liquido in una nuova eppendorf (per prelevare
compl et ame rchemonlsi’e attaczaton a

Il mmobilizzazione su ResiHA®DHEEtrat osfere ® dell ' enz
100 mg di resina (circa 0.5 mmol) vengono sospeslihmL di acqua milliQ e successivamente vengono
aggiunti 3 equivalenti di sale; il tutto viene lasciato adagi su orbital shaker a 120 rpm per 24 ore. La
resina viene poi accuratamente lavata e si procede al coupling enzimatico mettendola in contatto con una
soluzione di Hi$ILADHEE.

Resina derivatizzata:

100 mg di resina (circa 0.5 mmol) vengono sospesismmL di Metanolo e vengono aggiunti 1.1 equivalenti

di aldeide salicilica. Dopo 4 ore, il metanolo viene separato, viene aggiunta acqua milliQ (15 mL) e
successivamente vengono aggiunti poi 3 equivalenti di sale; il tutto viene lasciato ad agitardaiisioalier

a 120 rpm per 24 ore. La resina viene poi accuratamente lavata e si procede al coupling enzimatico
mettendola in contatto con una soluzione di HHEADFEE.

|l mmobilizzazione su ResinaHLApEEsSsi di ca trattata del
If not otherwie stated, the following procedure was adopted. Sepabead&MS were derivatized with
iminodiacetic acid (IDA) and Ce@llowing the procedure reported in literature by Guisan, allowing a
modification of around 5% ofhe epoxygroups in the suppoff*211 g of beads was shaken at room
temperature for two hours in 2 mL of support modification buffer (0.1 M sodium borate, 2 M iminodiacetic
acid, pH 8.5). The derivatized resin, rinsed with double distilled water, was then resuspended in 5 mL of
metal containimg solution (0.05 M sodium phosphate buffer pH 6.0, 1.0 M NaCl and 5 mg/mL ¢f &uall
shaken at room temperature for 2 hours. The resin, rinsed again with double distilled water, was then put in
contact with HisHLADHEE (1 mg of enzyme per 1 g of re#imot otherwise stated) and the mixture was
gently shaken at room temperature over 24 hours. The resin was then thoroughly washed using a desorption
buffer (20 mM NaHPQ-NaHPQ, 50 mM EDTA, 0.5 M NaCl, pH 7.4, as per IMAC purification
procedure)(Quagdi et al., 2012) and water to achieve complete removal of the cobalt first and of the
residual EDTA after. The-w@acted epoxides were neutralised using a blocking buffer (3 M glycine, pH 8.5, 4
mL per g of beads) over 20 hrs at room temperature, with igeghaking. The immobilized enzyme was
thoroughly washed and routinely stored in buffer (THEl, pH 8.5). To achieve immobilization using
different metals the following salts were used: NiICbHO, CuSex 5HO (5 mg/mL, 5 mL for 1 g of beads,
allowinga 2hrs contact with the derivatized beads). The metal solutions were prepared using buffer 50mM
NaHPQ-NaHPQ, pH 6.0. Immobilization has been performed on purified enzyme, if not otherwise stated.

Saggi di attivita

Spectrophotometric activity measureants were based on the substratiependent absorbance change of
NADH at 340 nm and routinely done in reaction mixtures (1 mL for the soluble enzyme and 5 mL for the
immobilized) at 25 °C, using a Varian Cary 50 Scaridible spectrophotometer equipped thia Cary single

cell Peltier temperature controller. For the immobilized enzyme the reaction mixture was shaken at 25 °C,

D4 pegsela BCC, Mateo C, Carrascosa AV, Vian A, GaRivasiG, Alfonso C, Guisan JM, Fernahdfente, Biomacromolecule2003; 4:107113.



250 rpm and the absorbance at 340 nm was recorder every minute as single readings. To test the
recyclability of the enzyme after eadycle (9 minutes in total duration) the resin was washed thoroughly
with buffer and a new reaction was set up. Unless otherwise stated, the reaction mixture for the oxidative
step contained NAQY1 mM), ethanol (4 mM), enzyme sample (appropriate amount) @p to 1 mL of 0.1 M
sodium pyrophosphate buffer, pH 8.8. The buffer was equilibrated at 25 °C prior to the assay. One unit of
HLADH corresponded to the amount o fpermimat35T@ Fortheq ui r
pH stability test the fllowing buffers were used: 50 mM BHPQ-NaHPQ buffer pH 6.5, 50 mM THBICI pH

8.5. To investigate the optimum pH of reaction the following buffers were used: 50 mMRAGNaHPQ

buffer pH 6.5, 7.5, 50 mM T#4Cl buffer pH 8.5, 0.1 M pyrophosphateffes or 50 mM GlycindNaOH

buffer pH 8.8, 50 mM GlyciAdaOH buffer pH 9.5, 10.5, 50 mMJN&Q-NaOH buffer pH 11.0, 11.5. 50 mM
GlycineNaOH buffer, 50 mM K@laOH buffer pH 12.5.

pH 9.5 was used to investigate the optimum reaction temperature and teaipegs between 25 and 55 °C

were tested. The pH values of the buffers were always adjusted at the temperature at which the experiment
was carried out. To test the stability at different solvents the enzymes were incubated in 10 (free enzyme)
and 20 % (freand immobilized enzymes) of solvent gCN, THF, DMSO and methanol were used) in 50 mM
TrisHCI, pH 8.5 buffer. The activity was recorded at time zero and after 24 hours in the usual conditions. To
test the inactivation upon contact with metals, the enzynvas incubated at room temperature for 24 hours

in a 3.5 mM metal solution (maximum concentration if total leaching occurred). Samples with different
metals (CoGJ NiC} and CuSg) were checked for activity over 24 hours and compared to a control sample.

Chimica

General procedure for enzymatic reduction of aldehydes

Metodo A

Into a vial stirred on an orbital shaker (140 rpm) all reagents were added in the following order: 0.5 mL of a
5mM solution of the starting aldehyde in €N, 0.146 mL of EtOH, 0.9 raf a 0.1 mM solution of NADH
freshly prepared in the appropriate 0.1 M buffer, 0.1 M buffer to reach a total final volume of 5 mL and the
chosen amount of enzyme.

Metodo B:

Biphasic systeninto a vial stirred on an orbital shaker (140 rpm) all reagevdse added in the following

order: 2.5 mL of a 5 mM solution of the starting aldehyde in the organic solvent, 0.146 mL of EtOH, 0.5 mL of
a 0.1 mM solution of NADH freshly prepared in the appropriate 0.1 M buffer, 0.1 M buffer to reach a total
final volure of 5 mL and the chosen amount of enzyme.

Immobilized enzyme recycling.

Into a vial stirred on an orbital shaker (140 rpm) all reagents were added in the following order: 0.5 mL of a
5mM solution of the starting aldehyde in ¢EN, 0.146 mL of EtOH, G of a 0.1 mM solution of NADH
freshly prepared in the appropriate 0.1 M buffer, 0.1 M buffer to reach a total final volume of 5 mL and the
chosen amount of enzyme. After the conversion of the starting aldehyde the solution was removed and the
enzyme waglently washed with the same buffer (3 x5 mL). The enzyme was reused for the reaction with the
same starting conditions.

Analisi dei prodotti

Formation of arylpropanols and alcohols was monitored by reverse phase HPLCHID @@alysis: at
different readion times, aliquot samples were filtered, diluted and directly injected.

Method 1 reverse phase HPLC on Agilent Technology HP1100, column ZB&PBseXXDE8 5 um, 4.6 X
150 mm Agilent Technologies. The compounds were eluted wigCiEH,O, flux 0.5 mimin-1. Method 1,:
50% of CECN and 50% of 8 in 25 min.

Method 2 reverse phase HPLC on Agilent Technology HP1100, column ZE&ips&XXDE8 5 um, 4.6 X
150 mm Agilent Technologies. Eluition program from 70% to 100%:6fM\Cid 15 min, then 100% oH{CN
for 10 mi Method 3,far al®lBols2i abd 2h, GCFID Agilent Technologies 6890 using gradient
from 50° to 280°C over 30 min, column HP5 5%elsilicon.

Calibration curves (five dilutions, each in triplicate) were used for quantitative sinady arylpropanols,
while for the other alcohols the reaction was evaluated by the disappearing of the starting aldehyde.
Enantiomeric ratios of-Arylpropanols were determined by HPLC analysis on chiral celumn

Parte Sperimentale relativa al capitolo 2.4.1



Procedure Generali per I'ossidazione degli arilpropanoli 2a-h a acidi 4a-f

Metodo di ossidazione cakMnQ

Solid KMnO4 (0.88 mmol, 139 mg) was added to a solutionSp(znylpropanolia in acetone (2 mL) and
H2S04 3 N (2 mL) at O °C underisiiyr The solution was kept at 0 °C for 4 more hours and

at r.t. for 30 min. Conversion was followed by TLC. The reaction was diluted by adding 5 mL of HCI (1 N) and
solid Na2SO03 until the discoloring of the solution. The aqueous phase was extracted itWiE¢Q#c (2 x 10

mL), the organic phase was then extracted with a 2% NaOH solution (2 x 10 mL). The collected aqueous
phase was acidified to pH 1 with HCI (2 N) and extracted twice with CH2CI2 (2 x 10 mL). The final organic
phase was dried over Na2S0O4 anmhcentrated in vacuum obtaining add in 36% yield.

Metodo di ossidazione con la procedura di Noyori

In a roundbottom flask fitted with a water condenser the following reagents were added: alc($6b

mmol, 0.5 mL), Aliquat 138 (2%, 0.07 mmol, 29 KHSO4 (2%, 0.07 mmol, 20 mg), Na2WO4-2 H20 (2%,
0.07 mmol, 24 mg), and H202 (2 mL, 30% soln). The solution was kept at 90 °C, and the reaction progress
was followed by GC. The solution was then cooled to r.t. and 10 mL of a 10% Na2CO3 aq solution were
added followed by extraction with EtOAc (2 x 10 mL). After concentration in this organic phase unreacted
alcohol and byproducts could be isolated. The aqueous phase were then acidified with diluted HCI until pH 2
and reextracted with EtOAc (2 x 10 mL)tekfevaporation pure acid could be obtained.

Metodo di ossidazione di Zhao

To a stirred solution of alcohdla—h (0.4 mmol) in MeCN (2 mL) the following reagents were added: a
solution of NaClO2 (0.8 mmol, 85 mg) in H20 (0.4 mL), TEMPO (0.008 mma\{), gh6gphate buffer pH

6.7 (1.5 mL), and a solution of commercial household bleach (5.25% in NaClO, 10.6 mL) in H20 (0.2 mL). The
temperature was maintained at the values reported in Table 2 with a silicon oil bath. The conversion was
monitored by TLC anduirther portions of TEMPO/NaCIO/NaClO2 (0.008:0.4:0.008 mmol ratios) were
eventually added as reported in the Tables. When the reaction was complete (TLC monitoring) it was
guenched at 0 °C by adding H20 (3 mL), aq sat. solution of NaHCO3 till pH 8 a0d {la28mol, 183 mg).

After a 30 min stirring, EtOAc (2 mL) was added, and the solution was stirred for further 15 min. The organic
layer was separated and discharged. HCI (1 N) was then slowly added at 0 °C till pH 2 to the ag solution
which was then exacted with EtOAc (2 x 5 mL). The collected organic phases were washed with brine, dried
over Na2S04, filtered, and concentrated in vacuo to affory®propionic acids pure by HPLC or NMR
analysis.

Eccessi enantiomerici degli acidi 4a-f ottenuti

Enantianeric ratios of acid2a—h were determined by HPLC analysison chiral columns, configuration of the
major isomer was established by direct comparison with commercial products or by comparing the optical
rotation with reported data.

4a) tR = 5.5 minR), 6.0min (9, Daicel AD, hexarePrOH (92:8), TFA 0.1%, 1 mL/min.

4b) tR = 7.9 minR), 8.9 min §, Daicel OD, hexarePrOH (98:2), TFA 0.1%, 1 mL/min.

4c) tR = 6.2 minR), 8.0 min §, Daicel AD, hexarePrOH (90:10), TFA 0.1%, 1 mL/min.

4d) tR = 6.8 mifR), 8.0 min §, Daicel AD, hexarePrOH (90:10), TFA 0.1%, 1 mL/min.

4e)tR = 10.8 minR), 11.8 min §, Daicel AD, hexarePrOH (90:10), TFA 0.1%, 1 mL/min.

4f) tR = 12.9 minR), 15.3 min §, Daicel AD, hexarePrOH (90:10), TFA 0.1%, 1 mL/min.

Parte Sperimentale relativa al capitolo 2.4.2

Ossidazione del 2-fenilpropanolo 2a ad acido 4a

To a stirred solution of the c¢chi dGalmLa)l ciothod HQ nmur
added TEMPO (0.2 mmr®!| g ) hacangdwd & gh eb temlzlyende f(or 30 sec
er

was stirred on an orbital s hak at 150 r pm, kept
TLC. When the reaction was compl estag &rf &g ueacsu sa dsde
fek and 20 mL of DCM. The organic | ayer was separ
at 0 °C til!l pH 2 to the aqueous solution which w
phases wer e ,SKfi ¢ daenclwehic eNarated i2mryvyapouoptoniné€farc

NMR analysis and chiral HPLC.

Ossidazione degli alcoli 2b-f ad acidi 4b-f
To a stirred solution of the chira I al cohol (1 mn
addedPOE(O0O. 2 mmol ), and thewaanzlymebl(d fmagrn aAbhds & d




was stirred on an orbital shaker at 150 r pm, kept
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at 0 °C till pH 2 to the aqueous solution which w
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NMR analysis and chiral HPLC.



3
a-Amminonitrili

3.1 a-Amminonitrili: reattivita e sintesi

Gl tammi noni trili sono precursori ver saniiodcd™ p2r | a
diammine, 1,2amminoalcoli e molti altri composti contenenti I'atomo di azoto.
L ' i mpza di quasti composti deriva dal loro carattere bifunzionale, la presenza cioe del gruppo amminico

e del gruppo ci ano. Qu e samminoucitdliracdsdere grandet ogget di stadiop o r t
a classificarsi come intermedi sintetici impemti nella preparazione di diverse tipologie di. L'interesse della
ricerca si € quindi f oc al-amminanitrilpsoprattlittdb gerd some @ecwesgri e d
di n amminoacli.

Tali molecole subiscono le reazioni tipiche delkemine e dei nitrili in generale e qualora entrambi i gruppi
funzionali siano suscettibili della stessa reazione €& necessario, dove possibile, ricorrere all'ausilio di
opportuni gruppi protettori.

NH,
_JCN
R’ R"
NH2 NH2 NHZ
COOH
R.)<R.. R' R" NHZ R' R" OH

o-amminoacidi 1,2-diammine 1,2-amminoalcoli

3.1.1 Reazioni degli a-amminonitrili
a) N-acilazioné®®
G| Famnainonitrili primari e secondari subiscono Nacilazione in presenza di un agente acilante. Un

esempi o di i mpiego € rappresentato dal lammisonimle e d i
primario conetilcloroformiato o diossido di carbonio:
0
NH co . R O R_,
e aom @ w § e
R~ "R" NC™ "N” "N~ "CN
H H
b) N-alchilazione
L'atomo di -ammiooniwili pdoeegdere alchilato per reazione con gli alogenuri alchilici. Un
esempi o €& | a qu a t-anminanitrile grzasiz i one di un a
R4
R3 Ra Rs | Rs
N, N,
N ReX ©oN
KCN > CN
R; R R, R,

) 0
pr-or /I

2050. Najera,J. M. Sansar@themRev2007, 107, 4584; A. Perdih, M. S.Dole@yrr. Org. Chen2007, 11, 801.

206 Shafran, Y. M.; Bakulev, V. A.; Mokrushin, V. St"8ya s i s a n d -aminoniriées"Ruse €hern. Re¥889, 58(2), 148162; Opatz, T.
"The chemi st r y -Amihonibilesh.Syothesiseoast 18 d9461959; D. Enders, J. P. Shilvackem. Soc. Re2000, 29, 359-373.



La reazione tra le ammine primarie o secondarie e gli alogenuri alchilici non é utilizzata spesso in quanto il
problema della polialchilazione porta alla formazione di miscele di ammine e sali di ammonio c@n dive
gradi di alchilazione dell'azoto.

¢) Reazioni con agenti ossidanti

Le ammine primarie trattate con il perossido di idrogeno, i perossiacidi o altri agenti ossidanti, sono ossidate
in sequenza ad idrossilammine, a nitroso composti ed a nitro compas@immine acondarie e terziarie
sono ossidate rispettivamente ad i dr os sammiaomtnli ne s
primari con gli ipocloriti dei metalli alcalini in un solvente organico da gli azobisnitrili.

j<1CN clo N\\\c;\l )R<lC//’N
R;” “NH, R, "N=N" "R,

d) Idrolisi del gruppo CN

La reazione sicur amearhrai rpad uniitmrpiolrit aéntle’ ideergd lii i de
carbossilico c¢ emmihoaclitQuesto procedimento ragppresemta sicuramente una delle

pit importanti appli@zioni sintetiche di queste molecole.

Ry

R
)<cr\| )<1COOH
R;,” “NH, R;” “NH,

La reazione & generalmente condotta in soluzione acquosa (sia acida che basica) ma nel caso in cui la
molecola contenga altri gruppi suscettibili di idrolisiilse ve opt are per una scelta

i noltre modul are | e condi zioni di reazione i n mao
bi ocatalisi offre interessanti sol ##{6Co3bi5.1)ridedlizaa i v e
il nitrile ad acido; la nitrile idrata®Sf, enzima cobalto dipendente, (EC: 4.2.1.84) ad ammide.

+ 2 Hy0

2 R-COCH + NHg
Nitrilase
R-CN
.. Nitrile hydratase
R-CONH,
+ Hy0

Entrambi gli enzimi sono noti in letteratura per le loro applicazioni su molecole contenenti il gruppo CN tra
cCui app-amniinonitrij.1 i o

e) Reazioni con agenti riducenti
La r i duz i-ammimonidile comidrogeno su nichel Raney, platino o palladio, o con litio alluminio
idruro in un solvente etereo anidro da origine ad una 1,2 diammina:

NH
)é,\, H, / Ni Raney (LiAlH,) NH2
)CNHZ
Ry R2 solvente etereo R, R,
207Singh, R., &rma, R., Tewari, N., Geetanjali and Rawat, Di#/a@006) |, Nitrilase and Its Application a:
Biodiversity,
3:1279-1287.
208
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Un' eccezione all o s c hema -gnanmnenitrifi Ican gld &genti eiducendi @z i o n
rappresentata dall'idrogenazione su nichel Raney dei composti sotto riportati in presenza di semicarbazide
c h e -amninealdeidi:

o)
cN Hy / Ni
RZN/\( 5 ~ R,N H R= C,H40C;Hy, =(CHy)s™
H,N .
NR; 2 HJ\NHz NR,

f) Reazioni con reagenti organometallici

La r eazi-amnmanondré goh commosti organometallici quali i reattivi di Grignard e gli organolitio
porta al | a -&noninoclheton wamige urdmeccanismo di addiziegleninazione. Il prdotto piu

comune € perd un‘ammina ottenuta per sostituzione nucleofila del gruppo ciano da parte del carbanione. Il
rappor teomnmirmmoclheat one e | ' ammi n aameinamitila ¢ raojto sastituit@cs e mp i
se presenta sostituenti ingombrariegati all'azoto amminico.

0

Ry * MgX, THF HZ)N<'L
R Rs

2

Ry
0
NH, s H-N
k.Y Ry *LiTHF %Rz;
Rl R2 Rl RZ
0
1ReMgX (RLi), THE ~ HoN >HLR
5
2.H,0 -
R2

g) Sostituzione nucleofila del gruppo ciano
G| iamnainonitrili possono subire reazioni di sostituzione nucleofila del gruppo ciano. Il gruppo infatti &€ un
buon gruppo uscente, se consideratl, del suo acido coniugato

o
Nu
NH,
\/, CN — ~ NuNH2
~—v
Ry R

2 Rl R2
h) Reazioni di eliminazione
Gl fammi noni trild9 possono dar e r e a zelinobnazionediHCN ¢hé dai n a z
enammine:
R_ R R_ R
N KNH N
eN_ T2 )\ KCN
+ NH» +
AN 3
Rl)ﬁ NHy () R
Rz RZ

f) Mobilizzaione dello ione cianuro

La mobilizzazione dello ione cianuro negiamminonitrili € promosso dalla donazione del doppietto
elettronico dell'azoto amminico e da origine ad uno ione immonio, lintermedio dal quale & possibile
ottenere alcuni tra i divergdrodotti citati in precedenza oltre che i composti carbonilici di origine nei metodi
retrosintetici:



.R R3®.R Rs<, .R
N éN N 3 |N 4 - 3NN H4
R1 R2 Rl)\RZ R1KR2
H,0 \ H* RsM
Rs., .R Rs-, .R
)(J)\ 3 N 4 3 N 4
R; R, Rl)\ . Rl/*\ Rs
R R2
f) Acidita deglio-amminonitrili
1 protone in o ad un nitril e p oanminaitdleconamenoenr t o ¢
idrogeno in a sono trattat:i con basi in grado di
sono | argamente i mpiegati nel |l a si{amhn@n®darbanionme e qui
Una possibileapgliazi one in tale senso r idnetlaenmiaojfenitacemnitrdet u d i o
La-ammi noni tr i | ealchilata ppeec tiatamenta cog soadio ammide in ammoniaca seguito da
addi zi one di bromuro di b éA) gubidce una eliminanidne di MENdbBase c o

indotta con formazione dell'enammina (B) che puo poi essere ridotta ad ammina (C) o idrolizzata a chetone
in ambiente acido (D).

(miscela degli isomeri
geometrici E e Z)

HC.\-CHs  L.KNHp  HsC. .CHs 1. KNH, CHs
_LoN NH; (1) CN NHz () HeC™N _ Ph
Ph H 2 BnBr Ph or A Ph
Ph
A . (B) 1. Na,NH3 (I)
H30 2. NH,CI
O NM62
Ph Ph
©) Ph)J\/ (D) Ph)\/
La capacita di donare elettroni del gruppo ammiaM(CH), favorisce l'allontanamento dello ione cianuro
per ri scal dament o, motivo per il qual e | ' enammin

amminonitrile A.



3.2 Lassintesi di Strecker degli a-amminonitrili

La sintesi di Strecker degiramminonitrili € considerata una delle reazioni piu importanti e di grande
interesse in chimica organica e la sua scoperta risale af¥858 sintesi prende il nome da Adolph Strecker,
un chimico tedesco vissuto nel diciannovesimo secolo i cui studindurivolti ad una varieta di tematiche
riguardanti la chimica inorganica ed organica.

O NH,CI/KCN HzN),{CN
R

R'

R™ "R H,O

La si nt amminoritréi gdsdritta da Strecker nella letteratura del tempo prevedeva la reazione tra
un'aldeide, 'ammoniaca I'acido cianidrico in ambiente acquoso.

Nel primo passaggio del meccanismo l'aldeide, attivata dal protone dell'acido presente in quantita
stechiometrica, subisce Il'attacco nucleofilo da parte dell'ammoniaca con formazione della carbinolammina
N-protonata. L'eliminazione di una molecola di acqua dalla carbinolamr@ipeotonata genera lo ione
immonio che perde un protone formando la corrispondente immina:

.. H\2. H~ = .
. -/\ ) N X N /\" H - .:
e —— ® -

R H R H R H R H

H \8/ H
+ + . _ _ +
-H"/+H ( (NHZ HZO R ® H R .
_— >=NH2 >:N\
R H H H H
Nel secondo passaggio l'immigaattivata dalla protonazione e lo ione cianuro agisce da nucleofilo nei
confronti del c ar b o ndammindnitileii ni co, generando | o
R H* R oH R| H ‘CN R H
=N =N ——— )N = N=—"N
H H H H H H H H

3.2.1 Modificazioni alla sintesi di Strecker

La reazione di Strecker rappresentanza alcun dubbio il metodo piu semplice ed economico per la

pr epar az i-ammmonitilesialinilabomatorio che su larga scala, sicuramente grazie alla disponibilita
commerciale ed ai costi generalmente ridotti dei reagenti utilizzati. Il protodtill&trecker & stato di
conseguenza estensivamente studiato e sono state introdotte diverse variazioni rispetto alla procedura
originale. La ricerca si € rivolta in particolare alla ottimizzazione dei catalizzatori, del solvente e soprattutto
alla scoperta i font.i di cianuro alternative all’™HCN e ai
di astereoselettivo ed ena-anmimmEtdichiali.tVedlamo ocana dettaglo t t e
guali sono le modifiche piu significative ctame state apportate recentemente al protocollo di Strecker.

Catalizzatori

209 Strecker, A. "Ueber die kunstliche Bildung der Milchsdure und einen neuen, dem Glycocoll homologen Kanpeien der Chemie und
Pharmazie
1850, 75(1), 2745



G| tamnainonitrili sono di solito preparati in presenza di catalizzatori che agiscono da acidi di Brgnsted,
acidi o basi di Lewis sebbene diverse procedure di sintesi di questniedi sintetici non ne prevedano l'uso
come nel protocollo originale.

| catalizzatori impiegati sono di natura diversa: possono essere ad esempio metalli o non metalli, molecole
inorganiche o organiche, omogenei o eterogenei. Alcuni esempi song Ri@l, Rhi, InC}, BiCJ, iodio,
Cu(OT%H, EgN, guanidina idrocloruro.

Solventi

Il protocollo di reazione originale prevede di condurre la reazione in soluzione acquosa. L'impiego dell'acqua
comporta numerosi vantaggi: € un solvente economico, facilmeafeeribile, non & tossico e non crea
problemi legati al suo smaltimento.

La sintesi di Strecker puo essere condotta in presenza di diversi solventi o loro miscele. | piu frequenti sono
l'acqua, il metanolo, I'etanolo, il toluene, M4,N-dimetilformammide,il diclorometano, I'acetonitrile ed il
tetraidrofurano. La ricerca di processi piu ecosostenibili ha portato allintroduzione dei liquidi ionici come
valida alternativa all'uso dei solventi organici convenzictiaé; recente una reazione svolfamim]Pk e
[bmim]BFR. La sintesi ongot a partire da un'aldeide, un‘ammina e TMSCN in presenza di un liquido ionico
non richiede I'aggiunta di acidi di Lewis perché & il mezzo stesso a fungere da catalizzatore promuovendo la
formazione dell'immina. La maggioreasostenibilita del processo deriva dalla minore volatilita dei solventi
ionici rispetto ai comuni solventi organici e dalla possibilita di riciclarli facilmente e quindi riutilizzarli piu
volte senza perdita di attivita catalitica. Alcune metodologie ditsie s i -aghmigohnifrili operano
addirittura in assenza di solventi con TMSCN come fonte di cighuro.

Fonti di cianuro

La reazione di Strecker originale prevede l'uso dell'acido cianidrico come fonte di cianuro in ambiente
acquoso. llsuo ruocloeame quel |l o di catalizzatore | " addizi on:¢
Lewis favorendo la formazione dellimmina. L'estrema tossicita e volatilita di HCN richiedono I'adozione di
particolari misure di sicurezza per evitare i danni alla salutesaih da una sua eventuale inalazione o

contatto con |l a pelle. La tendenza e quindi guel
utilizzate KCN, TMSE&R BuSnCR, EtAICN™ K[Fe(CN)?*>, (E+O)P(0)CN’, MeCOCRHR’e I'acetone
cianidrind®1 ci anuri di sodio o potassio in ambiente ac

solidi e quindi piu facili da maneggiare;, sebbene sia comunque necessario adottare misure di sicurezza nella
loro manipolazione. Questi sali alcalini a cdttacon l'acqua liberano infatti HCN, il promotore della
reazione, ma la loro applicazione nella sintesi di Strecker € limitata. Questo & dovuto sia alla scarsa solubilita
dei cianuri alcalini nei solventi organici che alla generale incompatibilita delizzatori nei confronti
dell'ambiente acquoso.

La tossicita dell'acido cianidrico e dei suoi derivati ha spinto allo studio del trimetilsilil cianuro (TAdBEN)

fonte di cianuro nei protocolli di sintesi di Strecker modificata. || TMSCN e un ligusiocot@er inalazione, a
contatto con la pelle o per ingestione; € piu facile da maneggiare ed é considerata una migliore fonte di ione
cianuro per l'addizione nucleofila di immine in condizioni blande se confrontato con l'acido cianidrico o con i
cianuri atalini. I TMSCN €& usato nella sintesi deggimminonitrili mala sostituzione dell'acqua con i
solventi organici come il diclorometano, I'acetonitrile o il toludnén assenza di solventende necessaria

la presenza di acidi di Brgnsted, acidi o bdisiewis per promuovere la reazione, a meno che non siano il
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Yadav, J. S.; Reddy, B. V.; Eshwaraiah, B.; Srinivastvymurthy, P New J. Chem2003, 27, 462465

Hajipour, A. R.; Ghayeb, Y.; SheikhanJNan. Chem. Sa2010, 7, 447-454; Khan, N. H. et aletrahedron Lett2008, 49, 1640644; Baeza, A.;
Néjera, C.; Sansano, J. 84nthesis2007, 8, 1230-1234; Mojtahedi, M. M.Can. J. Cher2006, 84, 429432.
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solvente stesso o 'ammina a fungere da catalizzatdti.l cost o el ev at oonpréclud€iMS CN
suo util i zzo -amarinbndrili ediessad renane attdadngemtd la forde cianuro alternativa piu
utilizzata in letteratura nonostante la ricerca sia orientata all'introduzione di composti pit economici. Lo
svantaggio dal punto di vista economico puo pero limitare I'applicazione di questa fonte di cianuro nell'uso
della reazine di Strecker su larga scala per la sintesi degli amminoacidi chirali, in favore di fonti piu
economiche.

Il tributilstagno cianuro BwSNCNE un solido ed € quindi piu facile da maneggiare in laboratorio rispetto
all'acido cianidrico. Il suo utilizzichiede comunque l'adozione di misure di sicurezza dato che € tossico per
inalazione, per contatto con la pelle e per ingestione oltre all'essere irritante per gli occhi, la pelle e le vie
respiratorie. Il BeSNCN € considerato piu efficace nelle reazéhriddizione nucleofila in condizioni blee
rispetto all'acido cianidrico o ai suoi sali alcalini. Il composto & un reagente stabile in acqua, al contrario di
TMSCN che subisce facilmente l'idrolisi per formare HCN anche in presenza di una piccoladjzenfita.

3.2.2 ’acetone cianidrina come fonte di cianuro

L'acetone cianidrina (Rirossiisobutirronitrile, ¢4;NO) € un reagente liquido, solubile in acqua e facilmente
maneggiabile; & considerata una delle fonti di cianuro piu stabili ed econon8dh@5($/100g), anche se
tuttavia pericolosa in quanto comunque potenziale fonte di HCN; in acqua il rilascio di HCN avviene molto
lentamente e non in maniera quantitativa, raggiungendo uno stato di equilibrio dopo 18 ore. L'acetone
cianidrina viene ottenwd per reazione tra l'acetone e un cianuro alcalino, ad esempio KCN, in presenza di un
acido:

"O"/—\‘ T OH | o

+ —u: OH
e T e, | e K
H3C .CH3 H3C CH3 ch €] H3C CH3

E' una molecola molto G#iiduano 2 prearsoie el metimeétacrdato,iiln d u s
monomero del polimetimeacr i | ato ( PMMA) . E’ un reagente Ccoml
un’ altra caratteristica e quella di generare LiC

cianidrina € utilizzata in laboratorio soprattutto nelle reazioni di addiziomicleofila di a pH basico, in
guanto rilascia HCN per deidrocianazione.

H.
? CH 0
P = JL .+ ho + OcN
HaC™ CCN H;C”~ “CHs
Il vantaggio é sicuramente la formazione di acetone facilmente eliminabile dalla miscela di reazione.
I n | aboratori o | aanidrinaacomeifomté di éianwloevierne sfauttat@ peo la gintesi di altre
cianidrine, cosa che avviene peraltro anche in natura.
OH
o]
HO 2N
HO onl 0 c”
HoG  CHs
Linamarina
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I'n natura |’ acetone <cianidrina €& ©presentnmpiolaome
linamarina (presente nella cassava, nei fagioli di Lima e nel lino) con lo scopo di agire da meccanismo di
difesa contro specie microbiche ed erbivori tramite il rilascio di HCN. Sono noti molti altri agliconi

1 - diversi ualil il mandelonitrile sente
N RZJ"‘;‘? _,,--"'Cj“\/""'sm sull’qamigdalina), (ﬁ’idross
C=N- L e . . . -
H---d c!anldrme_ _a_llfatlche. _In tutt_l .ques_tl gllCOSldl )
i1 O \H cianogenici !I meccanismo 'dl.l‘l.|aS(..':IO di HCN e
“%\_H_ﬁlw,}?\N/H'_Q._'(_Aspm? mediato da liasi dette Idrossi nitrilasi (HNL, 4.2.1).
e: In figura € riportato il meccanismo per la idsd
< — o nitrilasi da Hevea Brasiliensis(HbHNL)**" nella
Ser™ His?% formazione di HCN da acetoncianidrina L’ ut i | i z z «
HNL in chimica organica ha dato facile accesso alla sintesi di cianidriné*€bohNantaggio di evitare
l "utilizzo di HON, r isnoes tcihteu i d compcoomg olneo cii agnl i cosi di
cianidrina.
Nel 2002 ¢ stato ipotizzato che le HNL potessere riconoscere le immine come substrati e rilasciare HCN in
modo da oeammiaonndriti ehirab®® nel |l > articolo i mmine enanti on
condensazione di aldeidi ®a me i | ane, ivdnivanorfatte reagire a pH87con acetone cianoidrina e
un estratto di mandorla contenent®H N L , con | otteni mento di rapport
Tuttavi a, se |l a stessa reazione Vi ene,siotefigenogliuat a
stessi rapporti di astereomeri ci a Rgaamunsian ad e ILI’'"aicre
cianidrina infatt:i a pH basici rilascia | HCN per
meno; | ' en z pudaeaatalgzaie fa deaziomepeasendo la reazione stessa spontanea.
HiG HaNG Mo
i Amond meal X I\IJ R
nQ H ok me ¢ M bitieyeetoril 5
: Acetone cyanide / sy-(R.R)
& NH, X e R \ H;C He Ha CN
(R) H ' i
(R)-1a le X N R
d.
anti-(R.S)

3.2.3 ’acetone cianidrina come fonte di cianuro per la reazione di Strecker

L'"utilizzo dell " acetone cianidrina come fonile di
solamente in alcuni sporadici artcoli.

221 G. Grtler, C. Kratky, K. Grubelpurnal og Biotech129,2007, 87-97.

222J. Andexer, J. Langermann, A. Mell, M. Bocola, U. Kragl, T. Eggert, MnBetl, Chem. Int. E2007, 46, 8679-8681.
2T Lee and Y. AhBull. Korean Chem. Sp2002, 23, 10



Una recente applicazione riguarda la cianazione di alano aldimmine generate in situ con acetone

cianidring?”.
en 2?;44 |:R\‘,/\N[\TI.~T/} (8)-(-)-1-phenylethylamine {R”‘\-N’ii){/‘\\}
289G 05 g EtN,-78°C. 2 h A
1 2
R CH HO_ _CN -78°C - 20°C
Nch\ H/\[ J N 18h
Paraskar and Sudal ai hanno riportato -potwmtasdnti z z o

organici utilizzando BN come catalizzatore basféd Ricci ha riportato un interessante articolo in cui
| " acet one ci anN-Bodaoamnadosul®ra ginteszzapda-amonimonitrili enantiomericamente
arricchiti in presenza un catalizzatore di trasferimento di fase chifle.

Cat* =
Bo
|_ﬁ:Buc H"_"' C
Eas
R S p-TOI (1o m"'%) up to 95%? :eld
R = alkyl organic phase up to 88% ee

aqueocus or solid KaCOy

Verma, Jain e Sain riportano nel 2012 una sintesi-@nminonitrili a partire da ammine terziarie con un
proces 0 di ci anazi one o0s s isdaalticowe acqua psaigenataén metanéda. i | i z z o
R' RZN-EHRa +H,0

N
CN g'l J _ __Ru_

OH HCN ___/ __\4202

;
|'

A'APN=CHR® )

Ru-OH Au-00H

f |

1)‘\,____ Au=0 *"/

R'R2N-CH, R

3.2.4 Sintesi one-pot non catalizzata di Strecker con acetone cianidrina®®

Osservando come in |letteratura f oecmmdrinaedlardationeadne nt |
Strecker, abbiamo deciso di studiae un altro e nuovo protocollo di sintesiadiminonitrili utilizzando

| "acqgua come solvente. l noltre abbiamo | n pri mo
esplorativo su tre aldeidi modell o e benzil ammi n:
altre specie carboniliche amminiche.

In particolare il protocollo prevede la preformazione della specie imminica tramite il mescolamento
del |l " aldeide e della benzilammina e | 'inserimento
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TN 2 53
I, P R R

s i3 4 N s
R™OR+ RO R )N<CN
L ROR!
aldehydes, ketones - o
1-37
Prima di tutto abbiamo studiato lcmpor t ament o del | ' acetone <ciani dr.i
molto | entamente | eq @imentrd mipresenzadi unlequigatentel d amminam i d r
immina, il processo é istantantan€@ Con | * obi et t i v o dionidel hoptmo protacallo e | e
di reazione, per cui | "acetone cianidrina si trov

preformata, si & deciso di monitorare la reazione di deidrocianazione a dare aceton® imidH-NMR,
introducend quantita catalitiche di benzilammina in un caso e successivamente della sua immina con la
benzaldeide.

><OH D0 i + HCN

CN

0,8 )
D,0 with 5%

y J “NHy

o o
RN

D,0 with 5%

[
[

[Acetone]/
[Acetone Cyanohydrin]

o o 0o o ©
[ B VS R =¥, |

0 5 10 20 35
Time (min.)

Effetto dei catalizzatori basi ci sQu.l B’ drexzppnpeseé rztoateo diell | t appbohe ¢t
del | " adisuogeel | o del llgirafeneBEdnedeléempoi ani dr i na

Nel primo esperimento in un tubo NMR si aggiunge acetone cianidrina (100L}0F mL) éH NMR e si

registra velocemente uno spettro 1H ogni 5 minuti per 35 minuti (riga btuktesso esperimento viene poi
condotto inserendo 5 mol % di Nbenzlidenel-fenfetanamemina((fga ga Vv
rossa). | tre esperimenti vengono rappresentati come il rappddd.) t r a | " i nt egral e di g
deldioheala 2. 11 ppm) rispett o aly,dgubd ppmpinfuheidné deldecngbt o n e
grafico mostra chiaramente un raggiungimento piu rapido delle condizioni di equilibrio quando vi é

all’interno una b as ezilammina eplasua imnmiralgia so® al % sonodri gratoadi b e
catalizzare | a decomposi zione del |l " acetone ci an
di mostrando quindi come queste siano condi 4d oni

reazione di Strecker
A questo punto abbiamo condotto uno studio teoric
(AE¥*e | > environmental impact factor (EI) della foc
guantitativa (condizione emssaria affinché questi parametri abbiano senso) del prodotto. Queste due
grandezze come si sa sono legate dalla seguente relazione:

1

1+ Euyw

AE =
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In particolare si definiscono reazioni a basso impatto ambiental quelle per cui AE > 0.67
contemporaneamente ad un valorei EI < 0.67. Abbiamo inserito nel grafico lo studio della reazione
utilizzando acetone cianidrina, paragonandol o all

-
8]

ENVIRONMENTAL
HCN ACCEPTABLE REACTION

-

. Acetone Cyanohydrin

o
o0

- TMSCN

ENVIRONMENTAL
Bu,SnCN UNACCEPTABLE REACTION

» Ky[Fe(CN)g]

=
ES

Atom Economy
°
o

o
1)

o

0 2 4 6
Environmental Impact Factor

J
Come si osserva, | acetone cianidrina olrtdrice) ec he

anche classificabile come reagente che porta la reazione ad avere complessivamente un basso impatto
ambientale.

La decomposi zione del |’ acet opotgouoandare inamtro a ate destini un a
differenti: i) puo reagire corl * i mmi na Adanredomeld’i ammi noni tr i lijepuod i St
reagire con |l a cheti mmina derivante dall’  acetone
B;iii) pud reagire direttamente ¢ on ortishoaderdee ¢iadidrinad i p a
(guest’ ultima reazione puo essere Visto come un
cianidrina e | aldeide).
BnHN‘,CN
Bn. B

1 A0 ey N

| —
RIgCN R R~ A
Reazi oni possi bili nella procedura one pot di Strecket con | ' acetone
Dopoaverosser vato il comportamento dell’”acetone <ci an
previsto i prodotti possibili, abbiamo iniziato

utilizzando benzilammina su tre aldeidi differentirzaldeide, butanale e-f&nil propanale.

HO_ CN

0 X NHBn
BANH, — o
R)LH + BNR2 R)\CN
solvent, rt
1-3

Tabella 1



Condizioni: aldeidede (1 mmol),

tracce di

Ent. R solvent Time | Product| Byproducts
(h) (Y %) (%)
1 Ph CHCb 20 | 1(76) A (24)
2 Bu CHC} 20 | 2(76) B (20)
3 | CH(CHPh| CHC} 20 | 3(76)" B (10)
4 Ph tBuOMe 20 1(0) A (99)
5 Bu tBuOMe 20 | 2(33) | B(33),C(33)
6 | CH(CHPh| tBuOMe 20 | 3(20) n.d.
7 Ph CHCN 20 | 1(36) A (64)
8 Bu CHCN 20 | 2(67) B (33)
9 | CH(CHPh CHCN 20 | 3(68/F | B(11),Cc(12)
10 Ph Neat 0.5 | 1(54) A (46)
11 Bu Neat 0.5 2 (30) n.d
12 | CH(CHPh Neat 05 | 3(9) -
13 Ph tBuOMe 2 1(67) | A(12)B(8)c(12)
IH,0
14 Bu tBuOMe 2 2 (90) B (5)
IH,0
15 | CH(CHPh| tBuOMe 2 3(87) B (4),C(9)
IH,0
16 Ph CHCN/HO | 05 | 1(99) -
17 Bu CHCN/HO | 05 | 2(93) B (7)
18 | CH(CHPh| CHCN/HO | 0.5 | 3(99) -
19 Ph H,O 2 1 (96) -
20 Bu H,O 0.5 | 2(90) B (10)
21 | CH(CHPh H,O 20 | 3 (90 -
22 Ph H,O™ 2 1(99) -
23 Bu H,O™ 20 | 2(99) -
24 | CH(CHPh H,O™ 20 | 3 (99 -

acetofenone
® 1 mmole di acetone cianidrina.
‘eccesso diastereomerico 65/35 determinato da HPLC chirale delle relatifiubroacetammidi (IC, hexaneiPrOH 85/15).

derivanti

dal | a

benilammina (1 mmol), acetone cianidrina (1.5 mmol), solvente (4 mL), rt
decomposi zi one

del |~

al dei de

La reazione e stata efftuata in diversi solventi: miscele binarie acqua/solvente organico, acqua e senza
solvente. Le reazioni sono state effettuate in vial chiusi per evitare la fuoriuscita di prodotti volatili, messi in
agitazione su un oscillatore orbitale. Le reazioni teifte direttamente nei solventi organici e senza
solvente sono state direttamente concentrate e analizzate; quelle in acqua sono state prima estratte in
solvent organico. In Tabella 1 per le entr@ sono stati usati 1.5 equivalenti di acetone cianidrniispetto

m &4, tnrselo eguivalente. e reamidnirsgno &ate controllate tramite analisi
HPLC e NMR e la loro durata riportata é relativa al dato ottenuto che mostra la migliore conversione

al | ' al

del | ' al

dei d

dei

€,

de

di

partenza.

Nei solventi organici Ci&€h, tBuOMe e CKCN le rese negli amminonitrili3 sono state scarse e/o modeste

(Tabella 1, entries-2 ) .
guantita significativa e in particolare itBu O Me
butanale e Zenil propanale hanno dato anche i prodotti B e C (Tabella 1, entries 2, 3, 5, 8, e 9). Senza

solvente la reazione é risultata in generale molto piu veloce ma soledail2propand e

Con

benzal dei 4 &eelfiguie @2)ndistata seinpnet recuperaadin a
era |

uni co

prodotto

h a

(Tab

po-rtat

amminonitrile 3 in modo quantitativo. La benzaldeide ha portato Adon una resa del 53% e un 46% di
immina non reagita; la butanale ha portat@2acon una resa del 30% assieme a humerosi sottoprodotti non
identificati, probabilmentea s soci at i a
migliori risultati sono stati ottenuti in solventi omogenei 0 miscele bifasiche solvente organico/acqua. La
miscelatBuOMe/HO 1:1 ha dato buoni risultati con un numero tmobasso di sottoprodotti ad eccezione
della benzaldeide (Tabella 1, entries-15). | sottoprodottiA, B e C sono ulteriormente diminuiti usando

miscele omogenee GAN/HO 1:1 e

for mazi

one

di

un

processi

di

pol i me¥rlR)zlzazi

la reazione é risultata anche piu veloce (0.5 h per una conversione
comple) (Tabella 1, entries 1B3). Infine abbiamo testato la reazione in sola acqua e nonostante la

s i st e ma -ammimonitdligneaticerese. Ladbbnzaldeide @ la@t t e
fenil propanale hanno dato buoni risultati mentre sgler la butanale é stata osservata la presenza residua



deMdenzil ammi no ni

tr

e

B (@dbella hentaes 691)e Abbassdndodaoquantap r o ¢

di acetone cianidrina utilizzata ad 1 solo equivaleritgfe le tre aldeidi in acqua hanno portato alla

formazi one dei-ammiaanitrili 1s3 pnoatied rese tcdn la csoppressione del sottoprodoBo
(Tabella 1, entries 224).
Da questi risultati pr el i mi n adrina abbiano standapdizzato ¢ definito  u t
il protocollo in acqua con i seguenti rapporti molari tra le specie utilizzate: composto carbonilico/ammina/
acetone cianidrina in rapporto molare 1/ 1/ 1. E’
(Tabella 2) e chetoni (Tabella 3).
- HO_ CN R R?
w25 Y
+ N\~ —_—
N
R H N H,0, 1t R CN
amine 4 -26
Tabella 2
Ent. R amine product Y% Ent. R amine product Y%
CN
1 Ph PhNH Ph)\szh 58 14  4-NQPh BnNH 15 -
H 4
NC H H CN Jren
1,2
2 Ph benzenediamine \P(h \P(h 33 15 4NGPh BANH @CN 5
5 O2N 15
CN NHBn
/k “ Ph : N
3 Ph H.NCHCHNH;, Ph” N 99 16 2-pyridyl BnNH [ en 98
H CN 6 = 16
CN CN H
4 Ph Morpholine N >Ph 0 Bu H.NCHCHNH, /\)\NNNW 65
OJ 7 H CN 17
CN CN
5 Ph piperidine N Ph o 18 Bu AllyINH NN 99
8 H 18
)(.1\1
CN
6 Ph piperazine Ph ,\O\‘ P 70 19 Bu PhNH M,\rph -
\( H 19
CN 9
NHBn H H
N N
7 2.0HPh BnNH @\)\CN - 20 Bu 12 g .
benzenediamine CN CN
OH 10 20
CN
@l i KN/V\
8 2-OHPh BnNH 10 65 21 Bu Morpholine o 30
21
NHBn oN
9 2 BnNH CN 86 22 Bu Piperidine N 99
OCHPh
OMe 11 22
NHBn CN
trace . . ﬁNJV\
10  4-OHPh BnNH CN 23 Bu Piperazine N 50
S \/\(
HO 12 CN 23
NHBn
11 4-OHPh BnNH 12 758 24 iPr BnNH \ﬁCN 92
24
NHBn NHBnN
4-
12 oluph BnNH dCN 68 25 tBu BnNH %em 99
MeO 13 25
NHBn CN
13 4CIPh BnNH @CN 83 26 Bu 4-piperidinone o NJV\ 30
Cl 14 26

Condizioni: aldeide (1 mmol), ammina (1 mmol) o diammina (0.5 mau#}pne cianidrina (1 mmol), acqua (4 mL), 20h, rt.

?Senza solvente, 2 equivalenti di acetone cianidrina.



La benzilammina e | "allilammina hanno dato ri sul
alifatiche (Tabella 2 entries 22 e ZRbella 2 entries 18, 24, e 25), tra cui la pivalaldeide (entry 25, molto

i mportante perché | ' i derttelcing.iLgp-Nitobenzaldeide, spaesdousath eomeg o r t
aldeide modello nelle reazioni di addizione nucleofila, ha portatesg molto basse; ma in generale le altre

aldeidi aromatiche con gruppi elettrondonatori hanno portato a risultati migliori (Tabella 2 entries 14, 15 vs
entries 9, 11, e 1 20Hbenzalde&d¢ lthend daw interadsantcrisudltati,caackeel | a
risultato migliore é stato ottenuto senza acqua e con 2 equivalenti di acetone cianidrina (entries 8 e 10). |
migliori risultati sono stati comunque ottenuti con il gruppo fenolico protetto come etere metilico. (Tabella 2,
entry 9).L * a ni | l,2menzerediamaina porta a rese modeste e a nessuna reazione con la butanale
(Tabella 2, entries 1, 2, e 20).

La 1,2etilendiammina e stata impiegata con successo sia con la benzaldeide che con la butanale fornendo i
di-amminonitrili corrispondenti come iscela diastereomerica 1:1 (Tabella 2, entries 3 e 17). La piperidina,
modello per le ammine secondarie, ha portato a risultati eccellenti (entries 5 e 22), al contrario di morfolina

e piperazina (entries 4, 6, 2 rio,state Wilkare le HiaAmmitheg non ot a r
sono mai state tr-ammanomrilet r acce del mono a

E’ al tresi i mportante osservare che | a maggior pée
solubile in acqua. Ma le conversioni complete detitsig material e le ottime rese fanno capire come |l
processo non necessiti in effetti di avere una solubilita completa. Ha invece un ruolo di sicuro importante

| " effetto idrofoico e |’ energia coesiva.
HO_ CN
(6]
I+ BnNH, BnHN CT
1
RR H,O, 1t RR
ketone 27-37
Tabella 3
Ent. ketone Time, h temp:ratur protduc Y%
1 acetophenone 96 rt 27° 0
2 acetophenone 48 65 27° 13
3 acetophenone 72 65 27 35
4 acetophenone 20 90 27 35
5 3-pentanone 20 rt 28° 20
6 3-pentanone 20 rt 28° 35
7 3-pentanone 20 rt 28 48
8 2-hexanone 20 rt 29 47
0
9 é 20 rt 30 95
0
10 20 rt 31 99
o)
11 ij 20 rt 32 -
o)
12 20 rt 33 99
0
13 20 rt 34 99
o)
14 ©/OCH3 20 rt 35 61

%24 J. B. F. N. EngbertsOnganic Reaction in Wat¢Ed.: U. M.Lindstrém), Blackwell Publishing, Oxford 2067, p. 29; b) S. Otto, J.

B. F. N. Engbert8rg. BiomolChem2003, 1, 2809-2820.



o
15 é 20 rt 36 50
N
H
(6]
16 é 20 it 37 86
N

Condizioni: chetone (1 mmole), benzilammina (1Br:\mole), acetone cianidrina (1 mm@ey FL).
I chetoniarilici e alchilici aciclici danno in generale risultati insoddisfacenti (Tabella 3 enBjesnh quelli
ciclici portano ad eccellenti rese in linea con la migliore reattivita dovuta aliih dei chetoni ciclici
(Tabella 3, entries 9, 10 e -12).%*|l cicloesenone non ha reagito con il nostro protocollo e non sono stati
ritrovati nemmeno prodotti di addizione 1,2 0 1,4 (Tabella 3, entry 11).
Il piperidind-one € un composto bifunzionale molto interessante e in una procedurapohesi €
comportatoc o me i | componente ammi ni c-ammmanitrile 26,a0 chmetila n a |
componente carbonilico con la benzilammina porteBéacome si osserva in Tabella 2 entry 26, e Tabella 3
entry 15.

O

. oo ()
_— N~ 26
HO_ CN
fﬁ + X /\)\CN
N
H \ NC_ NHBn
BNNH, é

N 36
H

Dal punto di visteambientale il bisogno di metodologie sintetiche sostenibili diventa via via di grande

i mportanza dall " industria al mondo accademico per
cianuro sono potenzialmente nocive e devono essere usate coneesha pr ecauzi one dovut
del |l "acido cianidrico ma il protocoll o sviluppato
catalizzatori, | ’"utilizzo di acqua e |l a semplicit
L’uso in ipa¥xtéeqguoilaalkendte di a ¢ e ammmmenitritei inanmediadin alte a p €
rese e la formazione unica di acetone come sottoprodotto porta il nostro protocollo molto competitivo dal

punto di vista dell’”atom ecbhomiyli g2pprdttiTMEENsec

molto costoso. In piu le condizioni di reazione in fase eterogenea del nostro protocollo, hanno il vantaggio
aggiuntivo di poter rimuovere per semplice separazione dalla fase acquosa il prodotto finale.

Abbiamoquindi aumentato la scala della reazione a 4 mmoli e abbiamo appunto osservato che non era piu
necessario estrarre il prodotto con un solvente o]
e una volta separato o filtrato e stato seccatgpressione (Figure 2). Abbiamo quindi aumentato la scale
della reazione senza effettuare alcun wank con solvente organico per i casi della Tabella 1 entry 24,
Tabella 2 entries 2, 17, 20, 21, 23, e Tabella 3 entry 13, ottenendo sempre le stesse rese.

2B Eor the internal strain effect, see: E. L. Eliel, S. H. \Bleoreochemistry of Organic Compounidtshn Wiley & Sons, New Y 894,

p. 769.



3.3 La sintesi di Strecker asimmetrica

La sintesi di Strecker si sta evolvendo sempre di piu verso varianti asimmetriche a causa della richiesta di
nuovi amminoacidi chirali enantiopuri, molecole che possono trovare largo impiego in anthihoaeeutico
come i n sintesi organica. Negl i ul ti mi 40 anni
general ment e | ' agnminanitilc ¢hivali aviemeudaev differamti strategie: la prima é

| "addi zi one nucl e eHralihon rackine ecld sacongla eda ceniazionenénangoselettiva di
immine prochirali.

Induzione asimmetrica

La prima metodol ogi a, cioe I "induzione asi mmetr.
nel |l > ammina oppure nielpacrotnepnozsat:o icrardgemearld coi doss e
solo pochi esempi sono presepiric o mp o st i carbonilici. L'utilizzo d
quindi diventato molto diffuso e la reazione di Strecker si & evoluta in nodtgie molto robuste che

portano al | ' ot t e miume m teemmirtbmirili. Questa strategia ovviamente richiede quantita
equimolari di ausiliare chirale, il quale dopo la reazione pud essere rimosso e riutilizzato, oppure mantenuto
al | 7 i nt eutturao Il pdireol esempicsirt assoluto di reazione di Strecker asimmetrica e stato effettuato

da Harada nel 1963'ben pi 0 di 110 anni dopo |l a scoperta de
chiral e @®wofeniletiamamant enantidpury(9-PEA), € stato utilizzata | posto dell ' a
sull "acetal dei de; il ri sultato del | aammooditilé inana €&
rapporto diastereomerico 3.3/1. Doptar i mozi one d ditrolisi ad acidd carEsilico dele

di astereoi somer o ma g g i & mlanina con wna resa deltld% ad uao tedcessou t a
enantiomerico del 90%.

CH3CHO S)-PEAHCI S)-PEA Naon 2O OML Dy g
+ - : + - + e
3 (S) (S) a MeOH (20 mL) = __* Q 76
(30 mmol) (30 mmol) (8.25 mmol) (30 mmal) rt.5d N 331 dr
. Ph
HCI . 1} N6H003 l:JHQ NHQ
5N HCl HN 2) Hu/Pd(OH),, 10 h A
reflux, 6h ooy 3)dilute ag. HCI COoH Ph
4) pyridine, H;O/EtOH 78 (S)-PEA 75
7 17% overall yield
90% ee
Di conseguenza sonrmomnsitnaatni tprrielpiaruattiil iazlztarnidoa | a st e
de | R-PEA su enoli ciclici, con successivo trattamento con NECN.
NH, J/‘Nj
n )
N | _Ph " . Ho ljJ “CN
0 2 N HCI _
86% yield
(n=01) NaCN, H,0 Ph™ ~09'1 dr

Interessanti risultati sono stati ottenuti nella sintesi diastereiselettiva a partira da Aril Metil keteninfifiine.

CN CN
; R? : Ph

HN
Rl HNT&Ph RN

R1

R2

234
235

K. HaradaNature1963, 200, 1201
Fadel, A.; Lahrache,N. OrgChem, 2007, 72, 1780
#®Weinges, K.; Gries, K.; Stemmle, B.; Schrank, W. Chen93@.110, 2098



Successivamente come induttori chirali sono stati utilizzati aroiithe amminoammidf®

-Bu Ph

Hu L

Ph 0 t-Bu Ph
CONH, * tBu” “H H;0,70°C.24h NG EACONHg " NG N7 CcoNH;

NaCN, HOAc
A~ =

HoN
Un i mportante RFeempi oGlutciilniodzog I|li'n figura €& mostr a
di Pb(OAGQG) con successiva idrolisi acida.

Hg oPh R He.Ph_ CN
RCHO + | DS OH —= B S 0H s
116

(R)117
(R = aryl, alkyl) 118
R
Ry 1><™on _Pb(oAa), YN
ne H NC
119 120

90% yield, 2.3:1 dr

R
Conc. HCI >—COOH 121
reflux, 3h  HaN g

In 1987, KunZ**ha sviluppato una reazione asimmetrica di Streckedizaindo una galattosilammin&{
pivaloytB-D-galactopyranose); come si osserva, si effettua la reazione con TMSCN come fonte di cianuro in

presenza di un aci do di Lewis e successivamente s
sdo.
OPiv_ OPiy TMSCN OPiv_OPiv NH5*
-5 -0 R _znchiprod . LS _-0 4 R HCIHEOOH J ool
% M "x.__‘ \ - o
PivQ ] _r‘H SnCIn-'rTHF F"wD-:..--F"'I-""-‘“’N *'HC ar HBriAcOH, CHLCls R COoH
PG : PivO 121 HCI
Piuo recente @& |’ uti Pdzslnimdine chpralirgenerated dalla KSir& wljea ma
sulfinammide
Cr) H TMSCN (2 equiv)
AR _SmQP), (0.2 equiv)
prioly CHzCl. rt, 4 h
148d T0% yield
o H 9 H_
S N, I,,SHNJ{N
petolyl” ‘ p-taly!
HoL Ho &

(5., Rp500 99 (s, 5)-150d

Y

.
I
)

Nel 1996 é stata utilizzata come induttore chirale $alfamino-2-methoxymethylindoline (SAMI) da KIM,
ottenendo R idrazino nitili diastereomericamente puri; questo é stato il primo esempio di addizione di

237a) Dave, R. H.; Hosangadi, B. D. Tetraheti#08, 55, 11295; b) Wang,-4.; Zhang, F.; Liu; 0. Tetrahedror2008, 64, 1731; c) Ma, D.; Tian, H.;
Zau, G. J. Org. Chert999, 64, 120; d) Warmuth, R.; Munsch, T. E.; Stalker, R. A,; Li, B.; Beatty, A. Tetrabetlyé@, 6383; e) Tang, G.; Tian,
H.; Ma, D. Tetrahedro2004, 60, 10547; f) Huguenot, F.; Brigaud, T. J. Org. Cio@®, 71, 7075
8 Boesten, W. H. J.; SeerdenpPl.G.; de Lange, B.; Dielemans, H. J. A.; Elsenberg, H. L. M.; Kaptein, B.; Moody, H. M.; Kellogg, R. M.; Broxterman, Q.
B.
Org. Lett2001, 3, 1121.
239(a) Kunz, H.; Sager, Whgew. Chem., Int. E8987, 26, 557; (b) Kun H.; Sager, W.; Schanzenbach, D.; DeckeLidbigs Ann. Chert991, 649
20 Takahashi, E.; Fujisawa, H.; Yanai, T.; Mukaiyar@eT. Lett 2005, 34, 604.



cianuro a idrazoni chirali. La reazione necessita di temperature molto basse e almeno 2 equivalenti di acido
di Lewis.

. TIMSCN (3 equiv) & pi
N A EtAIC! (2 equiv) [
| b ! A
- { CH,Cl. -T8°C.80 N 5,{
|
g “OMe BEN Ohea
155 166

Catalisi enantioselettiva
L’ altro appe s canthiooniall chirali esantiopuri tramite la razione di Strecker € la catalisi
enantioselettiva. In generale si utilizzano substrati prochirali e quantita substechiometriche di catalizzatore

chirale. La chiave é la scelta del giusto catalizzatotee s i a d a o-amminondrite uarget. La e | | °
ricerca nell’  ambito della catalisi S i sta svilupp
con il primo articolo pubblicato solo nel 1996 da Liptdti, | qual e r i p o reptidecitlicout i | i z z
H
N NH,

i

| @

La nostra ricerca si e direzionata pero verso | u
pregresse del mio gruppo di ricerca verso questa tematica. In passato infatti & stata accuratamente studiata
| * addiimmebicadiciasrosui mmi ne sostituite dell ' aldeé&fde | at
OSi'BuMe, OSi'BuMe; OSi'BuMe,
: CH;3Cli, : h
/m +  MegSiCN ———— /”\;/CN + CN
-78° i z
NR 8°C (35 min)} NHR NHR
Utilizzando quindi i nostr o -gmmnonirili in acqud con &cetone ¢ k e r

cianidrina, abbiamo studiato la versione asimtriza tramite induzione chirale data da ammine primarie e
secondarie otticamente attive.
0 R3 )Q R3
+
. RZLNH A A
H,0
R' = Ph,Pr, i-pr, t-bu  38-45 46 62

3.3.1 Sintesi asimmetrica one-pot non catalizzata di Strecker con acetone cianidrina®*

Tabella 4

21|yer, M. S.; Gigstad, K. M.; Namdev, N. D.; LiptonJMAm.Chem. Sot996, 118, 4910
222 Cainelli, G.; Giacomini, D.; Trer_e, A.; Galletti, P. Tetrahedron:Asyniaesys, 1593
23M. Pori, P. Galletti, R. Soldati, D. Giaconfni, J. OrgChem 2013, accepted



Ald., ) a dr ) ) dr
Ent. ® Amine Products Yo (ab) Ent.Ald., R Amine Products Yok (ab)
CH; CN CH; CN CO,Me CN CO,Me CN
CH;, : H : CO,Me H
B P NIPAN S AN
N O"NR Ph7(S) ®) (©) S
1 Ph Ph 19" NH, Ph H Ph  Ph H Ph 99 69/31 10 Ph Ph (5" NH, H Ph Ph H [Ohy=1} 73 68/32
[b]
8 46a 46b a 55a 55b
CH; CN CH; CN CO,Me CN CO,Me CN
2 Pr 38 Ph O N pr Ph/<5>\u ®Pr 99 74126 11 Pr a° Ph ©O>N"®>pr Ph7(S) ”/(5)\ Pr o 417723
H H
47a 47b 56a 56b
H N CO,Me CN CO,M
CHs CN CHs © cogme 2 2Me ¢N
: : Ph :
3 P 38 PO N ©Nipr Ph O NTR™NiPr 99 6733 12 Ph Ph ©>N"R Pph ©O>N"© ph 64 67/33
H H (9 "NH; H H
[b]
48a 48b 42 57a 57b
CHs CN CH; CN CO,Me CN CO,Me CN
PN /S\ R ) Ph Ph B
4 tBu 38 Ph™(®) H ®™tBu Ph7®) ” R™tBu 99 65/35 13 Pr 42 >R pr OO py 25 63037
H H
49
a 49b 58a 58b
OH OH OH OH
OH /[ j\N CN OH VE /?i v( CN
PN i Ph o Ph .
5 Ph Ph/(S)[NHz Ph7 H ®>pPh  ph H (5>pp 858119 14 iPr Ph\/(gNHZ (S) H R™ipr ) ”/(s)\ipr 80 53/47
39 50a 50b 3 59a 59b
OH OH OH
e %Y I
P o 20 15 iP ! Ind /‘\ Ind . 2 57/4
6 r 39 PR~ H R pr pPh7® H (S>pr 99 80/20 15 iPr X (S NH, © H R iPr © H@'Pr 62 57/43
5la 51b 44 60a 60b
OH OH
CN CN CO,Me CN CO,Me gN
)\ : | joe '”dv'\ /'\ Ind\/'\ /\
7 iPr 39 Ph O N RNipr  Ph O NG Njpr 97 83/17 16 Ph N (S7NH, ) H (R)"Ph ® H (S) Ph 31 63/37
H H H
52a 52b a5 6la 61b
OMe OMe
CO,Me
OMe /( N oN ,Me CN CO,Me (;N
B Ind Ind PN
AN [b] (S
8 Ph Ph/(gNHZ P N/(F!)\Ph Ph" H ©>pp 7864136 17 Pr 45 S H (R) Pr (S) H (S)"Pr 40 57/43
H
a0
53a 53b 62a 62b
OMe OMe
/( T /( iy
9 Pr a0 Ph© N/(,!)\Pr ph O N @O py 98 71729
H H
54a 54b

resa compendente entrambi gli stereocisomeri
ammina usata come cloridrato e trattata in situ con un equivalente di TEA

Le prime prove sono state svolte con le ammine primademe aldeidi modello abbiamo scelto la
benzaldeide, la butanale, la isobutirraldeidela pivalaldeide (Tabella 4); come ammine chirali abbiamo
testato | ' indutt @&ltniailhmmina 88k a-atnminoll@a rmrdianodt' erSi2- t r a
ammino2-feniletanolo 89) , 9-Z-mietpssil-feniletiammina 40), (9-2-ammino3-fenilpropanl-ol (43

) , 9-Zamrino3-(1Hindol-2-il)propanl-ol (44), e gli esteri metilici della-fenilglicina 41), of L
fenilalanina 42), e Ltriptofano @5). Abbiamo testato anche girammino acidi liberi ma senza risultato.

Il protocollo, comei n precedenza, mcrhagS5tea nelmpépatura amb

del |l " ammina chirale a formare | i mmi na, per poi a
lasciare la reazione in agitazione su di un oscillatore orbitale. d#om@ in generale sono avvenute con
facilita e il mi gliore risultat o38ieglio-aneminolidaeéad3.di re

Utilizzando gli esteri metilici di-amminoacidia1, 42, e 45 abbiamo osservato la presenza di sottoprodott



tra cui | a c¢ i a namdinanitrile pudbet Isthto mulifidam isadoetramité flagh cromatografia
ottenendo rese piu basse. Per g u a8haportatoad unamistela | a

di stereoisomeri 2:1 (i diasteresmmeria e b). (Tabella 4, entries-&, prodotti 46-49). Gli amminonitrila6,>**

47**, 48,%*° e 49**" sono composti noti e la configurazione assoluta dei diatereoisomeri maggidgtadoa

e stata assegnataessei®$ (1, 3 “Hs NMR'd¢lla ldtergrh. i

L S-Eenilglicinold9 ha in generale portato ad un aumento dei rapporti diastereomerici con tutte le aldeidi
(Tabella 4, entries-3, composti50-52), fino al valore migliore 83/17 per i compo58a-b. La configurazione
assoluta dei diastereoisoen maggioritaris0a e 52a & stata assegnata esser8,B per confronto con gltH

NMR degli stessi prodotti da letteratuféPer i composti5la-b la configurazione & stata assegnata
paragonandoli agli spettfiH NMR degli amminonitri0a-b e 52a-b. In particolare abbiamo osservato un

trend simile e costante dei chemical shift del protone sul carbonio in alfa al gruppo CN: il segnale del protone
CHCN nei diastereoisomeri maggiorit&0a e 52a € piu schermato rispetto a quello dei diastereoisomeri
minoritari (50b e 52b). Lo stesso trend é stato osservato péa e 51b permettendo quindi anche in questo

caso | "attribuzione del | a configurazione. NonosH
diastereoisomero maggioritaridS($ per gli amminoniili 46a-49a e (S,R per 50a-52a, la stereoinduzione
esercitata39dalsht aa mmil ma medesi mas8, esgehdb seenpnendomimantedlo H a |
stereoisomeral , 3 “syn” in tutt.] [ casi

I ruol o chiave del gr upp orar® iH rappatd didstereormegico ielstatm | a n
di mostrato usando c oOmeetilteee N i Soreo  infatti astath btiergutd rapporti
diastereomerici pit bassi per gli amminonitsia-b e 54a-b: 64/36 e 71/29 rispettivamente.

L' assegnazigunazonedd lpdrs3a eG4a B btata fatta in base allo stesso trend del chemical

shift di GHCN osservato per i composiD e 52, come discusso sopra. Per verificare ulteriormente e
definitivamente |’ attri buzib50anéestta dirétthneentectmsiofmatg nel a zi o
composto53a tramite una semplic©-met i | azi one. Per quanto riguarda
(Tabella 4, entries 203 e 1617), si € osservato che i rapporti diastereomerici non erano elevati con il valore
migliore di 77/23 per56a-b ottenuto con il metil estere della -fenilglicina 41 e la butanale. La
configurazione dei compossisa-b € stata attribuita essereS,R dalla trasformazione di una miscela 2/1 di

55a/55b in una miscela 2/1 80a/50b tramite riduiz i one del | ' e st ey la configurazioné c o ¢
degli amminonitriliséa-b, 57a-b, 58a-b, 59a-b,e60a-bé st at a assegnat a HNMR unzi
per Il i ntera s e6@ld-besono ti e la eonfiguraziona & stata dssegnd@aaNMR della
letteratura.®*®

Da questi screening preliminari si € osservato che le ammine che presentavano maggiore flessibilita sul
carbonio beta, ad esempio le ammidd e 44, portavano ad una scarsa diastereoselettivita (Tabella 4,
entries 12 e 17). Le @eidi sostituite in alfa invece sembra possano influenzare leggermente il rapporto
diastereomerico (Tabella 4, entries 2, 7, 9, e 11) con poche eccezioni (entries 2 e 13).

Il nostro protocollo di Strecker, come si € visto in precedenza, si € dimostrto vho anche con |
ammine secondarie. Abbiamo quindi deciso di estendere lo studio agli esteri getitiria 63-65, i derivati

d e |-ptolindloo, 66-67, gli esteri della {4R)-idrossiprolina 68, -(4R)-idrhsstL-prolinoloo 69 (Tabella 5)
utilizzando come aldeidi modello la benzaldeide e la butanale.

Dal punto di vista delle rese di reazione, il difenilprolinefoc on | a but anal e ha port
78a-b in modo quantitativo, ma in tutti gli altri casi sono stati osservati quatitit variabili di cianidrine

delle aldeidi e reagenti di partenza; & stato quindi spesso necessario purificare il prodotto con colonna
cromatografica, portando ad un abbassamento della resa. Gli esteri d€llaliha 63, 64 € 65 come

induttori chirali haano fornito sempre gli stessi valori di eccesso diastereomerico (valore medio osservato:

244
245
246
247
248

A. Kazemeini, N. Azizi, M. R. S&diss. J. Ore€hem 11412006, 42, 46-49

M. C. Daga, M. Taddei, G. Vardlgtrahedron Lett2001, 42, 51915194

a) L. Royer, S. K. De, R. A. Gibesahedron Lett2005, 46, 4595-4597; b) T. Inaba, M. Fujita, K. OguraQrgChem 11461991, 56, 1274-1279

J:-L. Fauchére, C. Petermarel. Chim. Actd980, 63, 824-31

a) R. H. Dave, B. D. Hosang&dirahedron999, 55, 11295-11308; b) D. Leung, E. V. AnslyrAm. Chem. Sa@008, 130, 1151, 1232812333; ¢)
T. K. Chakraborty, K. A. Hussain, G. V. R@atighedrom 995, 51, 9179-9190.

2493 A. Gonzalexera, M. T. Garcihopez, R. Herrand, OrgChem2005, 70, 89718976



75/25) indipendentemente dal gruppo estereo (metilido ut i | i co o benzilico) o]
(Tabella 5, entries-& 1 0, e StPro)inoloe&sonostalti otténuti risultati migliori ottenendd@s e 76

con rapporti di astereomerici 8 2/ 1 89-cc,dvifenilprelinomézl d e i d
ha dato il miglior risultato portando ad un solo diastereoisomero, generando un solo ammilecsidgrcon la
benzal dei de che con | a butanale (Tabel |l Z8aédstatoent r i

ottenuto in resa quantitativa senza alcuna purificazione. Per quanto riguarda gli amminonitrili derivanti dalla
prolina, la configuazione assoluta € stata assegnata ess&¢} (per il diastereoisomero maggioritario
tramite raggi X del cristallo singolo'® NMR. | prodott?0-76 e79-82hanno mostr at o 'H o st
NMR per il chemical shift del proton¢HCN, essendo il maggidiasterecisomero sempre piu deschermato

del minore per tutta la serie. Sul compost8a € stata fatta la diffrazione a raggi X del cristallo singolo e la
struttura risolta €& rappresentata sotto.79akstata tri b
fatta trasformandolo nello iodo derivato83a tramite reazione di Mitsunob&® che ha portato
all " otteni mento di un prodotto cristallino adatto
raggi X per entrambe le strutture haneiquivocabilmente confermato la configuraziorf&del nuovo
stereocentro.

__Ph oy
L Mou

Strutture ai raggi X di 78a e 83a

La stereochi mica e 'HMNMRtsone stati awalorati da engnre@de itrasfarindzioni
chimiche. Il prodotto79a € stato trasformad nel8lat r ami t e r i duzi on g80aleestalo” e st ¢
trasformato in82a in maniera analoga e co®®a nel compostozsa. Infine il prodotto70a é stato convertito

nel compostadz7a tramite reazione di Grignard con il PhMgBr.

Abbiamo tentato di dag una interpretazione meccanicistica alla reazione-paedi Strecker proponendo

due differenti meccani smi: i primo tramite | a f
secondo tramite un amminolo intermedfd:La via che passa per immina app la piu plausibile per quei

casi in cui la reazione di Strecker viene effettuata in solventi organici e in presenza di agenti disidratanti,
fattori che promuovono la formazione della base di Schiff a causa della eliminazione di acqua. In ogni caso
Tanala e i suoi collaboratori hanno dimostrato che la formazione di immine é efficiente anche in acqua
miscelando aldeidi aromatiche e ammine, separando poi le immine ottenute dal solvente acquoso come
prodotti cristallini in buone res&?

RY, R?,
RY, HO_ CN O\ O\
B e 25 R
+ RS
RV TH N Rl)"/CN Rl)\CN
N _ H,0
R'=Ph,Pr,i-pr,t-bu g4 69 70-82
Tabella 5
Ent R Amine Products voi! 9 Ent R Amine Products o O
(a/b) (a/b)

#ON, Shangguan, M. JoulliEgtrahedron Lett2009, 50, 6748-6750

%13, W. Zhang, D. H. Zheng, J. Nie, T. Wang, J. riyl8jomol. Chen2010, 8, 1399-1405; M. Barbero, S. Cadamui®, Dughera, G. Ghigdrg.
Biomol. Chen2012, 10, 40584068.

2K Tanaka, R. ShiraisBireen Chen2000, 2, 272273



Ph_ Ph Ph ' Ph
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(S) Me CO,Me OH OH
CO;Me N N WOH N N~ ©
1 Ph N @ + ® 50 75/25 8 NS 50 >99
H Ph” "CN Ph”” “CN Phh @ ¥ @\
63° 67 Ph”” “CN Ph”" “CN
70a 70b 77a 77b
Ph  ph Ph " ph
(s) ©) OX OX
OH OH
X N~ TCOMe ™\~ COMe O O
2 Pr 63 ©) . @\ 50 75/25 9 Pr 67 @ N @\ 97 >99
P’ “CN Pr” YCN Pr”” “eN Pr” YCN
71a 71b
78a 78b
HO, HO,
Z, (R ~,
© © Ho, ® ®
& N~ COBu N T CO,MBu gt o ® com & com
e e
3 ph N7 COaBu s N @k 33 75/25 10 Ph O‘cozr\Ae N 2 N 2 58 66/34
H N ®) * ®
Ph” “CN Ph”” YCN
64 7 796 68 Ph™ “CN Ph™ YCN
a 79 790
HO, HO,
(S) (S) HO, - (R) - (R)
N~ TCOABu N~ VCO,tBu plaZ ©) S
© CcoM
4. 64 o v @l 34 7525 11 Pr COMe N TCOMe -y Me 69 71/29
Pr”” "N Pr”” YCN o @ + ("J\
68 Pr” “CN Pr CN
73
2 73p 80a 80b
HO, HO,
©) S) HO,, (ry (R - (R)
© CO,Bn CO,Bn
Ph N N OH
5 N~ COBn @ + @\ 53 75/25 12 Ph N9 OH N © NT© 45 86/14
65" Ph” “cN  Ph” CN H @ el
744 74b 69 Ph” "CN Ph”” YCN
8la 81b
OA OA " "
OH S) OH O/\
O{\OH N © N © OH % OH
6 Ph N @ . @\ 3582/18 13 Pr 69 N N 46 86/14
" 4 @ * @\
66 Ph” CN Ph” YCN
Pr CN Pr CN
75a 75D
82a 82b
7 Pr 66 ©) +owl 31 82/18
Pr~ "CN Pr~ YCN
76a 76b

resa comprendente entrambi gli sterecisomeri
Pammina usata come cloridrato e trattata in situ con un equivalente di TEA

Studi computazional. sull sefiattfordealzi @anst det 1t Ui a
al dei di in acqua evidenziano |l a formazione di amn
barriera, specialmente nel caso di ammine cicliche secondarie come il metil estere della prolina e la
pirrolidina®®Per quanto riguarda gli-frolinoli e la presenza del gruppo alcolico primario, & possibile la

formazione di 1,®ssazolidinoni biciclici assieme alla formazione di intermedi immina/imminio e
amminoli®**
Per ottenere un’ ev hedseformano rklengsitra proceasb aan regatizzato ¢n acqua,

abbiamo effettuato analisi NMR con benzaldeide, butanakprolinolo 66 e Ldifenilprolinolo 67. In
particolare abbiamo miscelato una quantita equimolare di aldeide e ammina a temperatura amliment

tubo NMR e in due solventi, .0 e CDG| e abbiamo velocemente analizzato le due soluzioni. Gli spettri
ottenuti, a volte molto complessi, hanno mostrato
prolinolo 66 miscelato con benzaldéé in CDGle DO sono state ottenute due nuove specie distinte con

% . Evans, K. White, J. A. Platts, N. C. O. TomKingoBjomol. Chen2006, 4, 26162627

3
G.J.S
#4M. B. Schmid, K. Zeitler, R. M. Gschwihddm. Chem. Sdtl66,2011, 133, 7065-7074



segnali specifici nel range 5545 ppm assieme a quantita di reagenti di partenza. Gli stessi spettri ossrvati
con butanale e il prolinoléé hanno mostrato la formazione di specie sirai#.G4.5 ppm in RO, assieme a
piccole tracce dell  aldeide idrata e della speci e
due specie nei range di chemical shift assegnati sono scomparse per dare luogo ai segnali dei corrispondenti

nitrili.
RCHO + R R=Ph, Pr R'=H, Ph
N R

R OH R . )
major minor
H20 HO><CN
R R
N® R, NT© R
OH )\ OH
R7®“CN R”® TCN
major minor

Re face

(€]
CN

I rapido consumo dell e specie €& in accordo con |
decompone rapidamente in presenza di ammina o specie imminiche.

Le analisi attente degli spettfH e **C NMR unite al confronto con spettri reali delle -d@s3azolidine
riportate in letteratura®°ci hanno portato ad attribuire i chemical shift delle due specie intermedie proprio
alla struttura delle 1,2ssazolidine, che si classificano quindi come sjpecie intermedie. In ogni caso il
rapporto diastereomerico osservato per le due specie ossazolidiniche intermedie € 7:3 da NMR, valore che
non corrisponde al rapporto tra il diasterecisomero maggioritario e minoritario degli ammino nitrili finali
(42a/ 42b e infatti 82/18, Tabella 5). Questo pud voler dire che la situazione & ancora piu complessa e che
sussiste un equilibrio tra le specie ossazolidiniche.

Per quanto ruguarda invece ghi NMR del difenilprolinol67 (a contatto con la benzaldeide e |a batle)

in CDG| sono stati osservati grandi quantitativi di reagente di partenza ma la presenza di un solo isomero
1,3-ossazolidinict®che in guesto caso concorda con la formazione finale di un e@omminonitrile
(Tabella 5 entries 8 e 9).

Ma la presaza di un intermedio biciclico potrebbe essere anche la prova di una elevata reattivita della
specie imminio che molto probabilmente ha un tempo di vita breve in soluzione acquosa e ciclizza molto
rapidamente a livello intramolecolare. In ogni caso, hoant la presenza di numerosi intermedi anche non
identificabilii, dopo | "addi zi one di acetone ci an
produttiva verso la sintesi degti-amminonitrili. Per quanto riguarda la costruzione di un modgléy

Il i nduzi one asi mmprolinoi @& formazoreresclusiva de@gj-atmanonadnitrili potrebbe
derivare dalla addizione sulla faccia Re dell " in
opposta delle relative 1;8ssazdtine.

253) M. Dali, H. Boudiaf, A. Boukh&es. J. Appl. S2007, 2, 759-762; b) V. |. Tararov, R. Kadyrov, T. H. Riermeier, A. BSyrehesi2002, 375~
380
%03, Zuo Q. Zhang, J. Xdeteroat. Chen2003, 14, 42-45



Tutti [ deri vati di natura prolinica non sono mai
derivati prolinici in chimica organometallica e organocatalisi, la conservazione dello scheletrepteliad-

e della 4R)-idrossi(9-pr ol i na nel | a mol ecol a finale per mett e
bifunzionali, eventualmente utilizzabili per la sintesi di nuovi leganti chirali. Abbiamo quindi analizzato la
reattivita di alcuni ammino nitrili a base prolinica per quariguarda la reazione di riduzione e idrolisi per
esplorare la loro trasformazione in nuovi amminoli o0 amminoacidi chirali. Abbiamo quindi trattato i nitrili
isolati70a e 71a con LiAll{ ottenendo gli 1,5amminoli chirali84a e 85a rispettivamente per contaporanea

riduzione del gruppo estereo e ciano.

Per quanto riguarda | a |letteratura, | e reazione d
ordinari a’”. Noi abbi amo c¢omunqgue70a(s@nero igol) avviemeéh e |
solo in condizioni drastiche in HCl 37% per 24 ore a riflusso portando ad una miscela 75/25 dei due

diastereoisomeri8éa e 86b c on una resa totale dell’ 88%. Per e\

abbiamo provato di v eotesindettepatura taccd HCl a 5% in diossar&HeSQ in”

QCOZME EV\
i OH
N LiAIH,

N

. THF, 0° — NH
“CN s 2

39% Ph
84a

Ph

70a

CO,Me
LiAIH, OH

N _

N
o NH
/\)‘,”CN THF, 0° —#+ o, NH:
36%
85a

71a

Ri duzi o n eamiinonirili chitaln i a
CHChat 0°C or IM NaHG®®*. Nessuna di gueste procedure ha port e
fenomeni di epimerizzazione del reagente d par t enz a, all " otteni ment-o di
Strecker e in alcuni casi nessuna reazione. E’ st

con HCI in metanolo per trasformare il nitrile in estere metifito.

D' al t r astatp attertut® unébuon risultato idrolizzando il nitrieoa a | | a 8Tancon ena resa
guantitativa e senza epimerizzazione, utilizzando una quantita stechiometrica ginTagido acetico e 4
equivalenti of acqud® E i Nt er ess ant eapnooetiunaragplicataatdeossipmlindotnigrile
81a ha portato al lattone biciclic88a per opera di uan ciclizzazione intramolecolare.

#7p_vongvilai, 0. Ramstroth, AmChem. So@009, 131,14419-14425
28E Fringuelli, O. Piermatti, F. PizzoChemEduc2004, 81, 874-876
%G, R. Lee, J. A. CraystBolyhedror1996, 15, 1817

207 Mikaiyama, K. Kamio, S. Kobayashi, H. Takeim Lett.,1973, 357



HCI 37% (@\COZH @‘COZH
— I ) + Cl :
Cco,Me ) H )\H
Ph”

N 88%

) "“CO,H Ph CO,H
ph”” eN 86a 86b
70a \ dr 75/25
TiCl,, H,0 O‘
CH3CO,H N~ COMe
99%
Ph” "'CONH,
87a
HO, HO,

(.EVOH Ticl /llltho
)““CN ’ h>w,\<o

Ph H,0,CHsCOH  p
8la 40% 88a

droli s i d i-amaninamitrilnchralia

Il risultato riportato sopra per wanto riguarda il fenomeno di epimerizzazione durante la reazione di idrolisi

e i fenomeni sperimentali di epimerizzazioni spontanee e inaspettate di vecchi campioni di nitrili ci ha
portato a riflettere e ad affrontare il problema della stabilita confagionale degli alfamminonitrili. Per
esempi o abbiamo osservat o 70bhektempd si ésconuedito spormaneamente t a r
nel maggioritario70a, ma non il maggioritarid?0a; inoltre in una miscela 86/14 del composgl, il
diastereoi®mero minoritario81b si € convertito completamente nel maggioritaa in un mese.

L’ epi mer i z z-anminonitrié € gidergpdrtata im letteratura. Sakurai, ad esempio, ha osservato

| * epi mer i -aritamminanitrilestectdisornericamenteupi se dissolti DMSO o scaldat.

CN CN

Ph—a pn—L

NH NH

room temp. \ 65 °C {
S):(RY=11 -1OH OH
DMSO

(S):(R) = 83:17 /MI s

Abbiamo quindi preparato soluzioni di DM8Qdegli amminonitrili puri e isolatf0a e 70b e li abbiamo
scaldati a 80 °C per 24 ore. Gli spe'tttiNMR di entrambi i nitrili registrati dopo hanno mostrato tracce di
berzaldeide e del metil estere dellaprolina, oltre a prodotti di epimerizzazione con un rapporto
diastereomerico finale di 68/3270a/70b) partendo da70a, e 65/35 {§0a/70b) partendo da 70b,
rispettivamente. In un secondo esperimento abbiamo scaldato seolzante i due amminonitriliZ9a e 79b

per 24 ore a 80 °C osservando alla fine identici sptNMR in CDEmostrando epimerizzazione con lo
stesso valore di eccesso diastereomeric®a/79b pari a 72/28. Anche in questi casi abbiamo osservato
tracce del reagente di partenza, benzaldeide e del metil estere delles 4-idrossi(S-prolina assieme ad

al tri due diastereoi somer. derivati da una parzia
Nel caso dei derivati della butana8ea-b, gli stessi esperimenti hanno portato ad una miscela complessa di
prodotti e a spettri non interpretabili.

La presenza di reagent.i di partenza e | ' osservazi
di isomerizzazione sono consistercon quelli ottenuti dal protocollo di Strecker, suggeriscono che
| " epimerizzazione abbi a | u-Strgcker gecomdmiunt meccanismopdi ot o

cianazione/deidrocianazione (Tabella 5 entries 1 e 10,).

1R, Sakurai, S. Suzuki, J. Hashimoto, M. Baba, O. Itoh, A. Uchida, T. Hattori, S. Miyano, M.0Yamhet2004, 6, 22412244



3.4 Parte Sperimentale

Parte sperimentale relativa al paragrafo 3.2.4

Parte strumentale

Commercial reagents were used as received without additional purificatidrand**C NMR spectra were
recorded with an INOVA 400 or a GEMINI 200 instrument with a 5 mm probe. All chemical shiytistace

relative to deuterated solvent signals (h ppm andJin Hz). FTIR spectra were recorded with a Thermo
Nicolet 380 instrument and measured as films between NaCl plates; wave numbers are reportedlin cm
TLC was conducted with Merck 60 F254 plafadumn chromatography was conducted with Merck silica gel
200-300 mesh. G®MS was conducted with an Agilent Technologies MSD1100 sjnglrupole mass
spectrometer, El voltage 70 eV, gradient from 50 to 280 °C in 30 min, column HP5\N&&eSHton. HPL-C

MS was conducted with an Agilent Technologies HP1100 instrument, with a ZEBIRSE XDES8 Agilent
Technologies column; mobile phase: H2O/CH3CN, gradient from 30 to 80% of CH3CN in 8 min, 80% of
CH3CN until 25 min, 0.4 mL/min, coupled with an Agilethmologies MSD1100 singjeadrupole mass
spectrometer, fullscan mode fromn/z = 50 to 2600, scan time 0.1 s in positive ion mode, ESI spray voltage
4500 V, nitrogen gas 35 psi, drying gas flow 11.5 mL/min, fragmentor voltage 20 V. Elemental analyses were
carried out with a Thermo Flash 2000 CHNS/O Analyzer.

Procedura generale per la sintesi dei nitrili 1-37

The chosen aldehyde (or ketone) (1 mmol) and amine (1 mmol, 0.5 mmol in the case of diamines) were
mixed in an orbital shaker at room temp. in a 5 vl equipped with a screw cap. After 10 min, water (4 mL)
and acetone cyanohydrin (1 mmol) were added, and the cap was closed. The mixture was stirred in an
orbital shaker for 20 h or until the reaction was complete (TLC monitoring). The reaction mvetsigoured

into brine (5 mL) and extracted with EtOAc (2_10 mL), dried with Na2S04, and concentrated. When
necessary, products were purified by flash chromatography. When the reaction was performed on a higher
scale, the workup was not necessary; the prodseparated from the aqueous phase when liquid or could

be recovered by filtration when solid.

Spectra of amminonitrill, 2, 3,4, 7, 8, 11, 13,14, 19, 24, 25,27, 30, 31, 34 (trans/cis 88/12¢ 37 were
consistent con those reported in the literature.

{2-[(Cyano-fenil-metil)-ammino]-fenilammino}-fenil-acetonitrile (5):
Mixture of diastereocisomers, dr 95/5 determined by NMR on crude. Major
NC H H cN  Stereoisomerpale yellow solid, mp: 98 °éH NMR (400 MHz, CRCbH = 3.07 (bs,
he Y 2H,NH), 5.39 (s, 2H, @GN, 7.027.05 (m, 2H, arom), 7.1829 (m, 6H, arom),
Ph Ph 7.36:7.42 (m, 3H arom), 7.60.63 (m, 2H, arom), 7.8D.82 (m, 1H, arom)**C NMR
(100 MHz, CDg}i 6 = 48.1, 110.5, 119.3, 122.8, 123.1, 125.7, 127.6, 128.6, 128.8,
129.2, 130.0, 135.4, 135.9, 142.131% IRv = 3400, 2232, 1605, 1453; anal. calc. faHEN,: C 78.08, H
5.36, N 16.56; found: C 77.92, H 5.32, N 16.41.

{2-[(Cyano-fenil-metil)-ammino]-etilammino}-fenil-acetonitrile (6 ):

CN Mixture of diastereoisomers, dr 50/50 determined by 8IS anasis on
)\ /\/H Ph trifluoroacetamide derivatives: oitH NMR (400 MHz, CRC: 6 = 1.80 (bs,
Ph™ "N h 2.832.98 (m, 4H, NGBHN), 4.76 (s, 2H, 2xCHCN), 77385 (m, 10H, arom):’C
H CN  NMR (50 MHz, CD{LI: 5 = 4% diaster¢obdnerp 542 (54.2,"%
diaste e0oi somer ) , 118. 7, 127. 2, 129. 0, 1. HRN,;: ©,74.46,3H4 . 5 ;

6.25, N 19.30; found: C 74.41, H 6.20, N 19.20.

[4-(Cyano-feniI-metiI)-pi?erazin-1-y|]-feniI-acetonitriIe (9):
CN Oil; "H NMR (400 MHz, CREB = 260-2.70 (m, 8H, 2x NGEH), 4.88 (s, 1H, CHCN);
PY 4.90 (s, 1H, CHCN), 7-885 (m, 6H, arom), 7.5257 (m, 4H, arom):*C NMR (100
ﬁN Ph - MHz, CDG): 5 = 49.3 (broad signal), 61.9, 115.2, 127.7, 127.8, 127.9, 128.8, 128.9, 129.0,
PhYNJ 129.1, 132.6, 132.7; IR:= 224, 1600; G®IS: rt 25.6 min, M316, [M-CN] 290, 200,
CN 116. HPL®IS: rt 10.55 min, [M+ N&B39, [M+1] 317; anal. calc. forgH,oNs: C 75.92,
H6.37, N 17.71; found: C 76.03, H 6.44, N 17.74.



Benzylammino-(2-idrossi-fenil)-acetonitrile (10):
NHBN Oil,"H NMR (400 MHz, CRICB = 2.78 (bs, 1H\H), 3.94 (d Jz= 12.8 Hz, 1H,HEPh), 4.12
(d, = 12.8 Hz, 1H,HHPh), 5.02(s, 1H, @H), 6.836.89 (m, 2H, arom), 7.1B.37 (m, 7H,
cN arom); *C NMR (100 MHz, CBEbD = 50.6, 51.5, 117.6, 120.2, 125.7,71% 128.2, 128.5,
128.6, 131.0, 156.3; IR:= 3350, 2221, 1620; anal. calc. fagHzN,O: C 75.61, H 5.92, N
OH 11.76; found: C 75.58, H 5.86, N 11.83.

Benzylammino-(4-idrossi-fenil)-acetonitrile (12):
Orange solid, mp: 79 °CH NMR (400 MHz, CRCB = 1.82 (bs, 1HJH), 3.86 (d Jg=
NHBN 12,8 Hz, 1H, @HPh), 3.97 (d Jxs= 12.8 Hz, 1H,HEPh), 4.61(s, 1H, T, 6.76 (M, 2H,
@%CN arom), 7.267.33 (m, 7H, arom)-*C NMR (100 MHz, CRCb =50.9, 52.6, 115.8, 118.9,
125.7,127.5, 128.2, 128.5, 128.6, ¥37.56.7; IRv = 3300, 2200, 1654, 1612, 1465; anal.
HO calc. for GH4N,O: C 75.61, H 5.92, N 11.76; found: C 75.48, H 5.83, N 11.72.

Benzylammino-pyridin-2-yl-acetonitrile (16):
nHen  Oil; *H NMR (400 MHz, CREB = 2.75 (bs, 1HWH), 3.97 (d Je= 128 Hz, 1H, BHPh), 4.04
N (d, he = 12.8 Hz, 1H,HEPh), 4.79(s, 1H, @Y, 7.257.48 (m, 7H, arom), 7.76 (dd, 18
Ej)\CN 10.0 HzJ= 10 Hz, arom), 8.60 (d, 18 8.0 Hz, arom)1,3C NMR (100 MHz, CR)Cd = 51.4,
= 54.9, 122.0, 123.9, 127.7, 128.5, 128.6, 82837.4, 138.0, 149.9, 153.7; {Rs 3300, 2228,
1673; anal. calc. fori@;5Ns: C 75.31, H 5.87, N 18.82; found: C 75.44, H 5.94, N 18.98. HPLC
MS: rt 7.1 min, [M+1]224.

2-[2-(2-Cyano-butylammino)-etilammino]-pentanenitrile (17):
Mixture of diasteeoisomers, dr 50/50 determined by &{S analysis on

CN H trifluoroacetamide derivatives, diastereoisomer separated by
/\)\N/\/NW flashchromatography. First stereoisomer: oH, NMR (400 MHz, CRCB =
H CN 0.97 (t,J= 7.2 Hz, 6H, K3), 1.471.59 (m, 6H, NH, GH1.701.76 (m, 4H,

CHEY), 2.722.81 (m, 2H, NBHCHHN), 2.973.05 (m, 2H, NGHCHHN), 3.5%
3.56 (m, 2H, CHCNJC NMR (100 MHz, CR)CH = 13.4, 18.9, 35.3, 35.4, 46.2, 46.8, 50.0, 50.4, 120.1, 120.2;
IR:v = 3316, 2225, 1464; HRMS: rt 7.02 min, [M+Nap45,[M+1]" 223, [WHCN] 196. anal. calc. for
CiHooN4: C, 64.83; H, 9.97; N, 25.20; found: C 64.91, H 10.02, N 25.28. Second diastereoisohhé&HVHR,
(400 MHz, CD¢}1 6= 0.98 (tJ= 7.6 Hz, 6H,KB), 1.5%1.64 (m, 6H, NH, GHL.721.78 (m, 4H, CH$), 2.74
2.82 (m, 2H, NGHCHHN), 3.073.00 (m, 2H, NGHCHHN), 3.533.60 (m, 2H, CHCNJC NMR (100 MHz,
CD@): 6 =13.5,19.0, 35.4, 35.5, 46.3, 46.9, 50.1, 50.5, 120.2, 120\8: 18312, 2224, 1464; anal. calc. for
QZHZTM: C, 64.83; H, 9.97; N, 25,20und: C 64.76, H 9.92, N 25.18. HRIS rt 7.05 min, [M+1p23, [\
HCN] 196.

2-Allylammino-pentanenitrile g18):
CN Yellow oi) "H NMR (400 MHz, CRECB = 0.90 (tJ= 7.6 Hz, 3H,HB), 1.40 (bs, 1H, NH),
/\)\ ~F 1.441.51 (m, 2H, B,CH), 1.68 (dtJ=7.2 HzJ= 7.6 Hz, 2H, GEH,CH), 3.23 (ddt)=
H 1.2 HzJ= 6.4 HzJ= 13.6 Hz, 1H, GEHCN), 3.438.49 (m, 2H, NHg), 5.10 (m, 1H,
CH=EH), 5.21 (m, 1H, CH=BH5.79 (m, 1H, IB=CHH)**C NMR (100 MHz, CRICb =
13.3, 18.8, 35.3, 49.3, 50.1, 117120.1, 134.9; IRv = 3321, 2220, 1644, 1465; anal. calc. fe;(N,: C
69.52, H 10.21, N 20.27; found: C 69.44, H 10.16, N 20.26.

2-Morpholin-4-yl-pentanenitrile (21):
Yellow solid, mp: 159 °@H NMR (400 MHz, CRCB = 0.94 (tJ= 7.2 Hz, 3H,1%), 1.4%

)CNW 1.56 (m, 2H, C| 1.651.79 (m, 2H, CH2.432.48 (m, 2H, 2 x NEH} 2.622.68 (m, 2H,
N NGHH), 3.37 (tJ = 7.6 Hz, 1H, CHCN), 3%86 (m, 4H, CI#OCH); °C NMR (50 MHz,
o CDG): 5 = 13.4, 19.2, 32.5, 50.0, 33.0, 57.9, 66.6, 116.9; #2223 1455 ; anal. calc. for

GHiN,O: C 64.25, H 9.59, N 16.65; found: C, H, N\&Qt 11.7 min, M168 (2), [M15]'
153 (1), [M43], 125 (100).

2-Piperidin-1-yl-pentanenitrile (22):
CN Oil,"H NMR (400 MHz, CRCh = 0.89 (tJ= 7.6 Hz, 3H,15), 136-1.76 (m, 10H, 5 x GH
)\/\ 2.292.34 (m, 2H, 2 x NG#H 2.532.59 (m, 2H, Ni@H), 3.37 (ddJ= 6.8 HzJ= 8.8 Hz, 1H,
O\' CHCN)*C NMR (50 MHz, CRCB = 13.3, 19.2, 23.9, 25.7, 33.0, 50.8, 58.3, 117.3; {R:
2220, 1465; HPLRS: rt 8.8 min, [M+:O]" 189, [M+1] 167, [WHCN] 140. anal. calc. for
CioHisN2: C 72.24, H 10.91, N 16.85; found: C 72.35, H 10.96, N 16.80.



2-[4-(1-Cyano-butyl)-piperazin-1-yl]-pentanenitrile (23):
CN Mixture of diastereoisomers, dr 80/20. Diasterecisomers were separated by
)w flashchromatography. Major diastereoisomer: white solid, mp: 153%C;NMR
ﬁ'\' (400 MHz, CD¢}{ 6 = 0.94 (tJ= 7.2 Hz, 6H, 2xHg), 1.421.54 (m, 4H, 2X&CH)
WNJ 1.651.80 (m, 4H, 2xGRH,), 2.502.55 (m, 4H, 2XxNHCHHN), 2.622.72 (m, 4H,
N 2XxNCHHCHHN), 3.49 (t, 2HJ= 7.6 Hz, 2xCHCNJC NMR (100 MHz, CBCb =
13.4, 19.2, 32.8, 49.2, 57.3, 116.9; VR: 3344, 2222; anal. calc. fog8,4N,: C,
67.70; H, 9.74; N, 22.56; found: C 67.82, H 9.77, N22.58-M8L 9.4 min, $M+Né]271, [M+1] 249, [M
HCN]222.GGMS (rt 18.9 min) M248, [MHCN] 221. Minor diastereoisomertH NMR (400 MHz, CRCH
= 0.94 (tJ= 6.8 Hz, 6H, 2X%G), 1.441.52 (m, 4H, 2¥&CH) 1.69L.74 (m, 4H, 2xGAH,), 2.502.55 (m, 4H,
2XNGHH@HHN), 2.652.72 (m, 4H, 2 x NGIEHHN), 3.48 (t 2H,J= 7.6 Hz, 2xCHCI\1§C NMR (100 MHz,
CDG):6=13.4,19.1, 32.8, 49.3, 57.3, 116.9. HPISCrt 9.2 min, [M+1]249.

2-(4-Oxo-piperidin-1-yl)-pentanenitrile (26):
cN Oil,"H NMR (400 MHz, CREbh = 0.93 (tJ= 7.2 Hz, 3H,15), 1.441.51 (m,2H, CH),
)\/\ 1.71-1.78 (m, 2H, CHl 2.382.51 (m, 4H, CIEOCH), 2.662.72 (m, 2H, BHNCHH),
O:CN 2.892.95 (m, 2H, CHNCHH), 3.58 (t, 1H)= 7.6 Hz)!*C NMR (50 MHz, CRCH = 13.3,
19.2, 33.3, 40.8, 49.4, 56.9, 116.6, 207.2yIR2223, 1780, 1720; @@S:rt 14.0 min,
M* 180 (5), [MHCN] 153 (100), 137. anal. calc. forgdieN.O: C 66.63, H 8.95, N 15.54; found: C 66.58, H
8.94, N 15.67.

2-Benzylammino-2-etil-butyronitrile (28):
NC NHEBn Oil,*H NMR (400 MHz, CREb = 1.04 (tJ= 7.2 Hz, 6H,5), 1.43 (bs1H, NH), 1.77 (nonet,
_X_~ J=72Hz 4H, GH3.81 (s, 2H, GAh), 7.197.33 (m, 5H, arom)?C NMR (100 MHz, CR)CI
0 =7.6, 29.0, 48.9, 60.5, 121.8, 127.3, 128.3, 128.5, 139.4;4R83320, 2218, 1457; anal.
calc. for GHygN,: C 77.18, H 8.97, N 13;86und: C 77.17, H 8.91, N 13.78. HRIE rt 9.8 min, [M+1]203,
[M-HCN] 176.

2-Benzylammino-2-metil-hexanenitrile (29):

NC  NHBn Oil, *"H NMR (200 MHz, CRCIB = 0.95 (t,J= 7.0 Hz, 6H,HB), 1.321.60 (m, 6H, NH,
CH,CH) 1.761.80 (m, 2H, CH 3.90 (s2H, CHPh), 7.277.40 (m, 5H, arom):*C NMR

(100 MHz, CD@i 6 = 13.7, 22.5, 24.6, 25.8, 39.5, 49.0, 55.6, 122.1, 127.2, 18.1, 128.3,

139.1; IRy = 3318, 2219, 1455; anal. calc. fagHsN,: C, 77.73; H, 9.32; N, 12.95; found: C 77.82, H 9.41, N

12.91

1-Benzylammino-4-metil-cyclohexanecarbonitrile (33):
NHBn Mixture of diastereoisomers, dr 72/38 determined from HPLC analysis on cMader
CN diastereoisomer'H NMR (400 MHz, CRCb = 0.86 (dJ= 6.0 Hz, 3H, GHminor diast.),
0.88 (d,J= 6.0 Hz3H, G&4;, major dias}, 1.231.50 (m, 6H, NH, CHHELHEL,), 1.661.69 (m,
2H, GiH, G4H, major diast), 1.69.79 (m, 2H, BH, G4H, minor diast), 1.84.93 (m, 2H, BH,
CHH, minor diast), 2.02.01 (mé 2H, CH CHH), 3.76 (s, 2H, GAh, minor diast), 3.84( 2H,
CHPh, major diast), 7.19.28 (m, 5H, arom)"C NMR (100 MHz, CRCb =21.7, 28.0 (minor diast.), 31.1
(major diast), 31.8, 34.0 (minor diast.), 36.2 (major diast.), 48.5 (minor diast.), 48.7 (major diast), 57.7, 121.9
(major diast.), 123.0 (maor diast.), 127.2, 128.3, 128.4, 139.3;UR:3313, 2218, 1453. HRMS: rt 10.4 min
(major), rt 11.1 min (minor) [M+1229, [M-HCN] 202.

1-Benzylammino-2-metossi-cyclohexanecarbonitrile (35):
MeO NHEBN Mixture of diastereoisomers, dr 57/43. Diastereoisase were separated by
CN flashchromatography. Major diastereoisomer: d#f NMR (400 MHz, CRCBH = 1.201.30
(m, 1H, CHCHH) 1.351.38 (m, 1H, Ci@HH), 1.48 (bs, 1HNH),1.531.76 (m, 5H,
@ CHHCH,(H,), 2.102.14 (m, 1H, CH#H), 3.38 (s, 3H, OQH3.39 (dd1H,J= 4.4 Hz)= 9.6
Hz, GIOCH), 3.73 (d Jaig= 12.0 Hz, 1H,HEPh), 3.79 (d J,g= 12.0 Hz, 1H,HEPh), 7.18
7.32 (m, 5H, arom)C NMR (100 MHz, CRcb =19.2, 23.0, 24.8, 32.3, 48.0, 57.5, 59.4, 81.8, 121.9, 127.2,
128.3, 128.4, 139.5 ; IR= 3334, 2210, 1454; HRMS: rt 10.6 min, [M+1R45, [MHCN] 218.anal. calc.
for GsHyoNLO: C 73.74, H 8.25, N 11.47; found: C 73.64, H 8.12, N 11.31. Minor diastereoisomer: white solid,
mp: 69°C;H NMR (400 MHz, CRCbB = 1.151.27 (m, 1H, Ci@HH),1.291.42 (m, 1H, Cj@HH), 1.531.76
(m, 2H, CHCH,(H,), 1.641.70 (m, 1H, CHCGH, 1.761.81 (m, 1H, CH#), 2.082.13 (m, 1H, CHeH), 2.18
2.22 (m, 1H, CH), 2.48 (bs, 1H\H), 3.08 (dd, 1HJ= 4.4 HzJ= 10.8 Hz, @OCH), 3.31 gs, 3H, OGH
3.77 @ ,Je= 12.0 Hz, 1H,HEPh), 3.84 (d J,g= 12.0 Hz, 1H,HEPh), 7.197.32 (m, 5H, arom)7C NMR (100
MHz, CDG): 6 = 22.0, 23.3, 26.5, 33.6, 48.4, 56.7, 62.8, 83.4, 120.0, 127.3, 128.4, 128.5, 13953319,



2219, 1456; HPLRS: rt 9.5 min, [MNa] 267, [M+1]245. anal. calc. for§4N,O: C 73.74, H 8.25, N
11.47; found: C 73.58, H 8.14, N 11.27.

4-Benzylammino-piperidine-4-carbonitrile (36):
NHBn Mp: 70°C*H NMR (400 MHz, CRCb = 1.61 (ddd, 2H]= 4.0 HzJ)= 11.2 Hz)= 13.2 Hz,
HN<:>< 2XCHHCHN), 1.72 (bs, 2H, 2xNH), 1-200 (m, 2H, 2xCGHCHN ), 2.82 (ddd, 2HJ)= 2.8
CN Hz,J= 10.8 HzJ= 13.6 Hz, I\IGHCI-%), 3.04 (ddd, 2H)= 4.0 HzJ)= 4.4 HzJ)= 13.6 Hz,
NCHHCH), 3.85 (s, 2H, Ph@H7.237.37 (m, 5H, arom}C NMR (100 MHz, CRIC = 36.4, 42.6, 48.2, 56.3,
121.5, 127.4, 128.3, 128.5, 139.1; \Rs 3313, 2218; anal. calc. foizB:7/Ns: C, 72.52; H, 7.96; N, 19.52;
found: C 72.61, H 8.04, N 19.41.

Parte Sperimentale relativa al paragrafo 3.3.1

Parte strumentale

Commercial ragents were used as received without additional purification. 1H and 13C NMR spectra were
recorded with an INOVA 400 or a GEMINI 200 instrument with a 5 mm probe. All chemical shifts were
calibrated to deuterated sel416 vent signals; values are quotedn ppm units, andvalues are quoted in

Hz . Pol arimetric Analyses wer e-Haemduwdht’'e dowiatri met 4
FTIR spectra: Thermo Nicolet 380 instrument, measured as films between NaCl plates; wavenumbers are
reported incm-1. TLC: Merck 60 F254 421 plates. Column chromatography: Merck silica-@6atesh.

GGMS: Agilent Technologies MSD1100 sirggladrupole mass spectrometer, El voltage 70 eV, gradient
from 50 to 280 °C in 30 min, column HP5 5%VehSilicone. HPE®IS: Agilent Technologies HP1100
instrument, equipped with a ZOBRAM6 Eclipse XDB8 Agilent Technologies column; mobile phase: H20/
CH3CN, 0.4 mL/min, gradient from 30 to 80% of CH3CN in 8 min, 80% CH3CN until 25 min, coupled with an
Agilent Technologie®ISD1100 singlguadrupole mass spectrometer, full scan mode frnaviz = 50 to 2600,

scan time 0.1 s in positiven mode, ESI 431 spray voltage 4500 V, nitrogen gas 35 psi, drying gas flow 11.5
mL/min, fragmentor voltage 20 V. Elemental analyses: Therash2000 CHNS/O Analyzer. Siuglestal X

ray diffraction data were collected at room temperature with an Oxford Diffraction Xcalibur

diffractometer equipped with a Mda radiation source< = 436 0.71073 A) and a Sapphire3 CCD detector.

The structure wasolved using SHEL-83 (altro) or SIR2 (iodioderiv) programs; SHEEXL. was used for
structural refinement.

Dati relativi alle strutture a raggi X
Crystal Data for 78a: C22H26N20M = 334.45, space grouf2 (monoclinic)a = 19.665(4)b = 6.4176(13)¢

= 16.037(5) A, = 441 102.86°(3)y = 1973.2(8) A3z = 4,Dc = 1.126 gcrB, < (Mo-Ka) = 0.069 mrt, T =
293(2) K, 6912 reflections collected, 1914 unig&@nt(= 0.0757), 1010 reflections with _ 25(I), 231
parametersRL = 0.0575, W2 (all data) = A721. CCDC reference number:; 894335. 446

Crystal Data for 83a: C14H15IN202M = 370.18, space groug®21l (monoclinic),a = 5.7970(15)b =
15.367(5)c = 8.313(3) A, = 90.950°(3)y = 740.4(4) A% = 2,Dc = 1.660 gcm, <(Mo-Ka) = 2.162 mit, T
= 2%B(2) K, 2682 reflections collected, 1885 unigdiat(= 0.0312), 1597 reflections with 25(1), 161 param
451 etersR1 = 0.0505, W2 (all data) = 0.137&CDC reference number: 894334.

Procedura generale per la sintesi dei nitrili:

The chosen aldehyd(1 mmol) and amine (1 mmol) were mix@dan orbital shaker at room temp. ina 5 mL

vial equipped with ascrew cap. After 10 min, water (4 mL) and acetone cyanohydrin(#6thmol) were
added, and the cap was closed. If the amine wasd as its hydrochtale, triethylamine (1 mmol) was
added priorto the addition of the aldehyde. The mixture was stirred inabital shaker for 20 h. The
reaction mixture was poured into brine (5 mL) and extracted with CH2CI2 (2_ 10 mL), then the combined
extracts were ded with Na2SO4 and concentrated. If necessary, the products were purified by flash
chromatography. Diastereomeric

ratios were determined from 1H NMR spectra or HPLC data of the crude material.

(2-(-2-idrossi-1-feniletil)lammino)pentanenitrile (51):
HO HO Major diastereoisomer separated by flashromatography, minor isomer
l CN J\ CN  characterized in the crudé&la (2R S2niajor isomeryellow syrup; o>
BN ~
Ph Ph H Pr

HPr



+157.37 ¢ 0.64, CHCL); '"H NMR (400 MHz, CRChk = 0.92 (t,J= 7.2 Hz, 3 H, G4 1.481.58 (m, 2 H,
CHCOH.CH), 1.741.79 (dt,J= 7.2, 7.2 Hz, 2 H, €&HOH,), 2.34 (brs, 2 H, OH e NH), 3.30J&, 7.2, 1 H,
CHCN), 3.61 (dd~ 9.6, 11.2 Hz, 1 H, &8H), 3.80 (dd)= 4.0, 11.2 Hz, 1 HHEOH), 4.13 (dd]= 4.0, 9.6
Hz, 1 H, BPh), 7.287.39 (m, 5 H, ArH) ppnT™C NMR (100 MHz, CB)A = 13.4, 18.9, 35.6, 47.7, 63.1, 67.2,
120.1, 127.7, 128.3, 128.8, 138.1 ppm; IR 3415, 3325, 2962, 2932, 2227, ThERdmN,O (218.29): calcd.
C 71.53, H 8.31, N 12.83; found C 71.99, H 8.45, N 12.72M&RG 7.35 mn, m/z= 219 [M + H] 241 [M

+ Nal. (51b) (2S 9 minor isomer: yellow syrupH NMR (400 MHz, CRC! = 0.95 (tJ= 7.2 Hz, 3 H, GH
1.481.58 (m, 2 H, GdH,CH), 1.691.78 (m, 2 H, G&HCH,), 2.46 (brs, 2 H, OH e NH), 33588 (m, 3 H,
CHCN, B;,0OH ), 3.99 (dd)= 4.4, 7.6 Hz, 1 H, CHPh), 77289 (m, 5 H, ArH) ppriiPL&@MS:R = 6.51 min,
m/z= 219 [M +H] 241 [M + Nd]

2-((-2-metossi-1-feniletillammino)-2-fenilacetonitrile (53):
Characterized as diastereomeric mixture, signal refer toajom

Meol CN Meo)\ CN  diastereosiomer, only main signals of minor one are reporsad.(2R, 92’
B N-Ph Ph N~ “ph  Major isomer 53b (25 §2riinor isomer Orange oil’H NMR (400 MHz,
N N CDG): 4 = 3.33 (s, 3 H, OGHinor isomer), 3.40 (s, 3 H, OgHB.463.54

(m, 2 H, &0Me), 3.96 (dd1 H,J= 3.2, 8.8 Hz, PIMTH,0, minor) 4.40 (ddJ= 5.6, 8.0 Hz, 1 H, PHGH4,0),
4.49 (s, 1 H, CHCN), 4.71 (s, 1 H, CHCN, minokY.42{mn, 6 H, ArH), 7.5054 (m, 4 H, ArH) ppniC NMR
(100 MHz, CDg}{+ = 51.8, 58.6, 60.6, 76.9, 118.6, 127.278, 128.4, 128.7, 128.8, 128.9, 135.1, 138.1
ppm. IRV’ = 3325, 28 90HPLAIRR 89.68 rhif, tiBor isomem/z = 240 [M—CNJ, 267

[M + 1]; R = 10.19 min, major isomem/z = 240 [M-CN[, 267 [M + 1]

2-((2-metossi-1-feniletillammino)pentanenitrile (54):

MeO MeO Characterized as diastereomeric mixture, signals refer to major
J\ /CLN J\ CN  diastereosiomer, only main signals of minor one are repors#th (2R &’
H/\pr major isomer +54b (2S5 92miinor isomer. Orange otH NMR (400 MHz,

Ph Pr  Ph

H CDG):4 =091 (t,J=7.2 Hz, 3 H, GH} 0.93 (t,J= 7.2 Hz, 3 H, Glrinor)
1.491.55 (m, 2 H, GJaH,CH), 1.631.69 (m, 2 H, G8H CH,, minor), 1.711.78 (m, 2 H, G&H H,), 3.25
(t,J=7.2Hz, 1 H, CHCN), 3384 (m, 2 H, B;OMe), 3.41 (s, 3 H, OgH3.76(t, J= 6.8 Hz, 1 H, CHCN), 4.13
(dd,J= 3.6, 7.6 Hz, 1 HHEh), 4.25 (ddJ)= 5.2, 8.0 Hz, 1 HHBh), 7.287.39 (m, 5 H, ArH) ppm®C NMR
(100 MHz, CDg}i+ = 13.5, 18.9, 35.8, 47.5, 58.6, 60.2, 77.0, 120.3, 127.7, 128.2, 128.7, 138.4 ppm. IR:
3326, 2962, 2930, 2225, 1689, 1455, 1118 cHPLAMS:R = 9.13 min, minor isomem/z = 233[M + H]
438 [2M-CNT; R = 9.68 min, major isomem)/z= 233[M + H] 438 [2M-CNT.

Metil 2-((cyano(fenil)metillammino)-2-fenilacetate (55):

CN COOMe Characterizd as diastereomeric mixture. Yellow dba (2RS major

NS i'\' COOMe  jsomer:*H NMR (400 MHz, CRCH = 2.78 (dd,J= 3.6, 10.4 Hz, 1 H,
Ph™ N Ph Ph""N"Ph  NH), 3.71 (s, 3 H, QF4.50 (dJ= 10.4, L H, PHEQ), 4.77 (dJ= 3.6,

1 H, GICN), 7.357.55 (m, 5 H, ArH) ppntC NMR (@0 MHz, CDg)t 4

=51.7, 52.7, 63.2, 118.2, 127.3, 128.1, 128.8, 128.9, 129.0, 129.2, 134.2, 136.1, 171.7 ppm. #{R: 332 7,
2252, 1739, 1453 cth HPLEMS: R= 9.00 minm/z = 254 [M—CNT, 276 [M—HCN + N&] 281 [M + H] 303
[M + NaJ, 319 [M + K] 55b (25 S minor isomer‘H NMR (400 MHz, CQC! = 2.54 (dd,J= 6.4, 6.8 Hz, 1 H,
NH), 3.74 (s, 3 H, @H4.62 (dJ= 6.8 Hz, 1 H, PRCQ), 4.87 (dJ= 6.8 Hz, 1 H,HCN), 7.357.55 (m, 5 H,
ArH) ppm. IRV = 3327, 2. HPLEMS:RL=488B3 micmiz = 254 [M— CNJ, 276 [M— HCN +
NaJ, 281 [M + H] 303 [M + N4] 319 [M + K]

Metil 2-((1-cyanobutyl)Jammino)-2-fenilacetate (56):

Characterized as diastereomeric mixture. Yellow5@a (2RS major

CN COOMe CN COOMe jsomer:*H NMR (400 MHz, CRE} =0.91 (tJ= 7.2 Hz, 3 H,HGCH),

Ph™ N Pr ph*HApr 1.47-1.62 (m, 2 H, G8H,CH), 1.741.80 (m, 2 H, GI8HCH,), 2.45 (d,

J=11.6 Hz, 1 H, NH), 3.25 (di 6.8, 11.6 Hz, 1 HHCN), 3.71 (s, 3H,
CQCH), 4.64 (s, CHPh, 1 H), 7-B333 (m, 5 H, ArH) ppm©°C NMR (100/Hz, CDCI3); = 13.3, 18.8, 35.4,
47.4,52.7, 63.2, 119.7, 128.1, 128.8, 128.9, 137.1, 1719 ppmi. IR= 333 1, 3031, 2960,
1739, 1455, 1436 cth HPLEMS:R 8.62 min,m/z= 220 [M—CN[, 247 [M + 1], 269 [M + Nd] 285 [M + K]
56b (2R 9 minor isomer*H NMR (400 MHz, CRE} =0.97 (t,J= 7.2 Hz, 3 H,HGCH), 1.47-1.62 (m, 2 H,
CHCH,CH),1.741.80 (m, 2 H, GI8HC0H,), 2.04 (br s, 1 H, NH, minor diast.), 3.72 (s, 3HCEY) 3.683.76
(m, 1 H, EICN), 4.65 (s, PhCH, 1 HR3#7.43 (m, 5 H, ArH) ppm®C NMR (100 MHz, CBCI = 13.4, 18.8,
35.5, 48.8, 52.7, 63.3, 119.8, 127.6, 128.6, 128.7, 136.3, 172.3 ppmMER3B.32 minm/z =220 [M—
CNJ, 247 [M + H] 269 [M + N4] 285 [M + K]



Metil 2-((cyano(fenil)metil)Jammino)-3-fenilpropanoate (57).
Characterized as diastereomeric mixture. Pale yellow oil. @R
CN COOMe CN COOMe 9 40 min (major + minonn/z 268 [M— CN[, 290, 295 [M + H] 317
ph oy Ph/'\u/\/Ph [M + Na], 333 [M + K] 57a (2R § major isomerH NMR (400 MHz,
CDG): + = 2.42 (bs,1 H, NH), 2.96 (ddJ = 8.4, 13.6 Hz, 1 H,
PhGHHCH), 3.12 (ddl= 5.2, 13.6 Hz, 1 H, PhiaEH), 3.70 (ddJ= 5.2, 8.4 Hz, 1 HHCHPh), 3.75 (s, 3 H,
CH), 4.58 (s, 1 H,HCN), 7.197.56 (m, 10 H, ArH) ppmC (100 MHz, CDEIt = 39.7, 52.2, 52.9, 64,
118.6, 126.9, 127.4, 128.5, 128.9, 129.1, 129.3, 134.3, 136.8, 173/6. IR= 3 32 8, 2952, 292
1736 cm. 57b (2S S minor isomer:H NMR (400 MHz, CQCk = 2.10 (bs, 1 H, NH), 2:800 (m, 1H,
PhGiH), 3.14 (dd)= 5.6, 14.0 Hz, 1,HPhCHH), 3.79 (s, 3 H, GH 3.88 (dd,)= 5.6, 8.0 Hz, 1 HHCH), 4.88
(s 1 H, BCN), 7.197.56 (m, 10 H, ArH.) ppntC (100 MHz, CDEI = 39.4, 52.1, 53.3, 59.6, 118.4, 127.1,
127.5, 128.6, 129.0, 129.1, 129.2, 134.2, 136.2, 173.6.

Metil 2-((1-cyanobutyl)ammino)-3-fenilpropanoate (58):
Diastereoisomers separated by flashromatography.58a ( RY

Py §N €O0Me major isomer: pale yellow oilt [, = +292.6¢= 1.25, CHOLt *H NMR
PN Pr H/\/ (400 MHz, CDgi+ =0.89 (tJ= 6.8 Hz, 1 H,HECHCH), 1.461.49 (m,

2H, Gt), 1.571.69 (m, 2 H, By), 2.03 (ddJ= 7.7, 10.4 Hz, 1 H, NH),

2.86 (dd,J= 7.6, 13.6 Hz, 1 H, BPh), 3.02 (ddJ= 5.6, 13.6 Hz 1 HHEIPh), 3.27 (dt)= 7.2, 10.4 Hz, 1 H,
CHCN), 3.62 (ddd]= 5.6, 7.6, 7.7 Hz, 1 H, ZHNHCGMe), 3.74 (s, B, CH), 7.177.31 (m, 5 H, ArH) ppm.
3C NMR (100 MHz, CREt = 13.3, 18.7, 35.7, 39.8, 49.4, 52.1, 61.2, 119.9, 126.8, 128.4, 129.3, 136.9,
173.7ppm. IR = 3328, 3002, 2874, 2'T2AENOC CRE3H:calcd. 88I120; 1 7 3
H7.74; N 10.76; found C 69.25, H 7.81, N 10.68. B = 9.16 minm/z= 261 [M + 1] 283 [M + N4d]
58b ( § S minor isomer’H NMR (400 MHz, CRE!I =0.91 (tJ= 7.2 Hz, 1 HHGCHCH), 1.461.49 (m, 2
H, G4,), 1.571.69 (m, 2 H, 8,), 21.81(brs, 1 H, NH), 2.92 (dd= 8.0, 14.0 Hz, 1 H, 6Ph), 3.12 (ddJ= 5.6,
14.0 Hz 1 H, |HPh), 3.76.76 (m, 1 H, BCN), 3.72 (s, 3H, ©H3.813.86 (m 1 H, C#HNHCGMe), 7.17
7.31 (m, 5 H, ArH) pprilPLEVS:R = 8.90 minm/z= 261 [M + I} 283 [M +NaJ

2-((1-idrossi-3-fenilpropan-2-yl)Jammino)-3-metilbutanenitrile (59):
OH OH Characterized as diastereomeric mixture enriched in the minor

CN CN 7 stereoisomer after flashchromatography . Pale yellowsdh (2R, 91’

YHNPh W/k ~_Ph major isomer:'H NMR (400 MHz, CQEHK = 0.8-1.03 (m, 6 H,
N CH(®k),), 1.961.96 (m, 1 H, B(CH),), 2.65 (ddJ= 7.2, 13.2 Hz, 1 H,

CHG®IHPh), 2.77 (dd)= 6.0, 13.2 Hz, 1 H, CH{*Hh), 3.098.16 (m, 1 H, GAHCH), 3.30 (dJ= 5.6 Hz, 1 H,
CHCEICN), 3.42 (dd]= 7.2, 11.2 Hz, 1 H, CHHIOH ), 3.74dd,J= 4.0, 11.2 Hz, 1 H, CH&DBH), 7.247.39 (m,
5 H, ArH) ppm. HPH@S:R = 7.22 min, major isomeny/z = 206 [M—CNT, 233 [M + H] 255 [M + Nd] 59b
(2S  SIminor isomer!H NMR (400 MHz, CQE} = 1.00 (d, )= 6.8 Hz, 3 H, GEHE&, 1.05 ¢, J= 6.8 Hz, 3
H, GLCHCH), 1.61 (bs, 1 H, OH), 1-8809 (m, 1 H, CH{CH),), 2.14 (bs, 1 H, NH), 2.80 (dd; 8.4, 13.6 Hz,
1 H, CHBHPh), 2.94 (dd]= 6.0, 13.6 Hz, 1 H, CH{MHh), 3.173.22 (m, 1 H, GGHCH), 3.433.47 (m, 2H,
CHEHOH + CHECN),3.66 (ddJ= 3.2, 11.2 Hz, 1 H, CH@&BH), 7.247.39 (m, 5 H, ArH) ppnC NMR (100
MHz, CDG):+ =17.9, 19.1, 31.7, 38.0, 54.9, 58.1, 61.9, 119.1, 126.9, 128.8, 129.2, 137.2ppm. IR: 344 2,
33?8.7, 2963, 2929, 2227, 1120 ¢nHPLAMS:R = 6.87 nin, m/z = 206 [M— CNJ, 233 [M + H] 255 [M +
NaJ.

2-((1-idrossi-3-(1H-indol-2-yl)propan-2-yl)Jammino)-3-metilbutanenitrile (60):
_OH _OH Characterized as diastereomeric mixture. Pale yellowe0od.(2R 91’
N N major isomer:*H NMR (400 MHz, CRCK = 0.981.00 (m, 6 H,
YH/V” \KLH/\/md CH(Gk),), 1.682.04 (bs, 2 H, OH +HEHCN), 1.86.97 (m, 1 H,
CHEI(CH),), 3.01 (dddJ= 0.8, 8.0, 14.4 Hz, 1 H, InddCH), 3.07
(ddd,J= 0.8, 8.4, 14.4 Hz, 1 H, Ind&EH), 3.28.34 (m, 1 H, GAHCH), 3.463.53 (m, 2 H, CHHCN +
CHG®IHOB, 3.70 (ddJ= 3.6, 10.8 Hz, 1 H, CH&DH), 7.067.25 (m, 3 H, ArH), 7.3740 (m, 1 H, ArH), 7.62
7.66 (m, 1 H, ArH), 8.09 (bs, 1 H, NHInd, minor), 8.14 (bs, 1 H, Ni@gimyiR (100 MHz, CREC! = 17.8,
19.1, 26.8, 31.8, 55.2,57.6,62.4,111.2,411. 118 . 7, 119. 5, 119. 6, 122. 2,
3057, 2228, 1457, 1031 cMHPLEMS:R = 7.66 minm/z = 245 [M— CNJ, 294 [M + N&] 60b (25 9’
minor isomer*H NMR (400 MHz, CRC! = 0.981.00 (m, 6 H, CHI),), 1.682.04 (bs 2 H, OH + NCHCN),
1.86-1.97 (m, 1 H, CH{CH),), 2.81(ddd,J= 0.8, 3.6, 14.4 Hz, 1 H, indHICH), 2.96 (dddl= 0.8, 6.0, 14,4
Hz, 1 H, IndGHCH), 3.28.29 (m, 1 H, GIHCH), 3.463.53 (m, 2 H, CHHCN + CHE@HOH), 3.77 (ddl= 3.6,
10.8 Hz, 1 H, CHBOH), 7.067.25 (m, 3 H, ArH), 7.3740 (m, 1 H, ArH), 7.6266 (m, 1 H, ArH), 8.09 (bs, 1
H, NHInd)*C NMR (100 MHz, CREI = 17.9, 19.2, 27.4, 31.7, 55.3, 58.4, 64.3, 111.2, 111.8, 118.7, 119.5,
119.8, 122.3, 122.6, 127.6, 136.3. HRIER = 7.5 min,m/z = 245 [M—CNJ, 294 [M + Nd]



Metil 2-(-1-cyanobutyl)ammino)-3-(1H-indol-2-yl)propanoate (62):

CN COOMe Ch'ara_cterized1 as diastereomeric mixture. Pale yellows2d.( R'S

S iN QOOME major isomer:'H NMR (400 MHz, CRCk = 0.87 (t,J= 7.2 Hz, 3 H,
PrNT Pr HW'” CH;CH,CH), 1.391.53 (m, 2 H, G AH,CH), 1.641.70 (m, 2 H, GH

CHOH,CH), 1.74 (bs, 1 H, CHBHCN), 3.10 (ddd= 0.8, 7.2, 14.8 Hz,

1 H, IndEIHCH), 3.21 (ddd= 0.8, 5.2, 14.8 Hz, 1 H, Ind&Z®H), 3.41 ()= 8.0 Hz, 1 H, GEHCN), 3.743.76
(m, 1 H, CECHCOMe), 3.71 (s, 3 H, eMe), 7.077.24 (m, 3 H, ArH), 7.3839 (m, 1 H, ArH), 7.61.64 (m, 1
H, ArH), 8.08 (bs, 1 H, NHInH}: NMR (100 MHz, CBCA = 13.2, 18.6, 28.9, 35.3, 48.9, 52.1, 60.5, 110.8,
111.1, 118.6, 119.6, 119.9, 122.1, 122.8, 127.31 36 . 0, 174. 1. | R: v~ = 3445,
HPLEVIS:R = 8.78 minm/z = 273 [M— CNJ, 300 [M + H] 322 [M + Nd] 62b ( R, $ minor isomer:'H
NMR (400 MHz, CRER = 0.90 (tJ= 7.2 Hz, 3 H,HGCHCH), 1.391.53 (m, 2 H, G}aH,CH,), 1.641.70 (m,
2 H, CHICHCH,CH), 2.09 (bs, 1 H, CHBHCN), 3.15 (ddd= 0.8, 8.4, 14.4 Hz, 1 H, Ind¢CH), 3.31 (ddd,
=0.8, 4.8, 14.8 Hz, 1 H, InddEH), 3.66 (tJ)= 6.8 Hz, 1 H, GEHCN), 3.73 (s, 3 H, ee), 3.96 (dd,)= 5.2,
8.4 Hz, 1 H, ECHCOMe), 7.077.24 (m, 3 H, ArH), 7.3639 (m, 1 H, ArH), 7.61.64 (m, 1 H, ArH), 8.12 (bs,
1 H, NHInd)**C NMR (100 MHz, CBEI = 13.3, 18.7, 29.2, 35.7, 49.3, 52.1, 59.4, 110.3, 111.2, 118.6, 119.5,
119.5}, 122.3,122.7, 127.3, 136.2, 173.8. HRBR = 8.63 minm/z = 273 [M—CNJ, 300 [M + H] 322 [M
+ NaJ.

Metil 1-(cyano(fenil)metil)pyrrolidine-2-carboxylate (70):
Diastereoisomers separated by flashromatography.70a (S 19 major
O’COOME O’COOMe isomer: yellow oil; ]o?° = -94.06 ¢ = 0.64, CHg| 'H NMR (400 MHz,
N N CDG): { = 1.791.87 (m, 2 H, GEH,CH), 2.062.14 (m, 1 H,
)eN N GHHCHC@Me), 2.212.31 (m, 1 H, GHCHCGMe), 2.55 (dtJ= 8.8, 8.8 Hz,

Ph Ph 1 H, CKCHHN), 2.722.76 (m, 1 H, GIBHHN), 3.61 (ddj= 7.2, 9.2 Hz, 1 H,
CHHEICQMe), 3.80 (s, 3 H,Hp), 5.37 (s, 1H, CHCN), =353 (m, 3 H, ArH), 7.57.60 (m, 2 H, ArH) ppm.
3C NMR (100 MHz, CRCl = 22.8, 28.8, 48.2, 52.1, 58.1, 63.0, 116.0, 127.6, 128.7, 128.8, 133.8, 173.3
ppm. IRV" = 2953, 22 27GH8,04234.29):1cA@® 688% H, 6.60; N, 11.47; found C
69.02, H 6.71, N 11.57. HPRMS:R = 8.37 minm/z= 245 [M + H] 267 [M + Na] 70b (S 1R minor isomer:
yellow oil;*H NMR (400 MHz, CQC} = 1.581.98 (m, 2 H, G@H,CH), 2.062.09 (m, 1 H, BHCHC@Ve),
2.12-2.22 (m, 1 H, GHCHC@Me), 2.9312.99 (m, 1 H, BHN), 3.32 (s, 3 HHg), 3.333.38 (m, 1 H, GIEHHN),

3.48 (dd,J= 4.0, 9.2 Hz, 1 H,@BHCQMe), 5.17 (s, 1H, CHCN), #3%1 (m, 3 H, ArH), 7.4552 (m, 2 H,
ArH) ppm!*C NMR (100 MHz, CBAI = 23.9,30.4, 51.6, 53.1, 58.7, 61.0, 116.6, 128.3, 128.6, 129.1, 132.9,
174.0 ppm. HPL®IS:R = 7.27 minm/z = 245 [M + 1] 267 [M + N4d]

Metil 1-(1-cyanobutyl)metil)pyrrolidine-2-carboxylate (71):
coome Major diastereoisomer separated by flashromatographyminor one

O’COOMe characterized in the crudezia (S 19 major isomer: pale yellow oail;
N en N _en [ =-64.37 €= 1.4, CH@), *H NMR (400 MHz, CRE} = 0.97 (tJ=

' 7.2 Hz, 3 H, I&ECHCH), 1.431.60 (m, 2 H, GjaH,), 1.761.82 (m, 2 H,

Pr Pr CHCH,CH), 1.8721.94 (m, 2 H, CHCHCH;), 1.992.07 (m, 1 H,

CHHCHCEMe), 2.122.22 (m, 1 H, GHCHCGMe), 2.59 (dtJ= 8.8, 8.4 Hz, 1 H, GN), 3.11 (dddJ= 4.4, 6.4,

8.8 Hz, 1H, lGHN), 3.43 (ddj= 6.4, 8.4 Hz, 1 HHCQMe), 3.73 (s, 3 H,Hg), 3.97 (tJ= 7.6 Hz, 1 H,HCN
ppm. *C NMR (100 MHz, CRCI = 13.3, 19.2, 23.0, 28.6, 34.4, 47.9, 52.0, 54.0, 63.5, 117.8, 173.3 ppm. IR:
Vi = 2960, 2876, LQPND (21A M calcd. Cl, A2B% H, 8.68; N, 13.32; found C 62.78,
H 8.71, N 13.48. HPIMS:R = 7.49 min,m/z = 130 [M= CH(CH),CHCN + 2] 211[M + 1]. 71b (S IR

minor isomer:™H NMR (400 MHz, CR! = 0.94 (tJ= 8.0 Hz, 3 H,HGCHCH), 1.431.60 (m, 2 H, CJdH),
1.70-1.82 (m, 2 H, GIGH,CH), 1.871.94 (m, 2 H, GIEHCH,), 1.992.07 (m,1 H, GIHCHC@Me), 2.122.22

(m, 1 H, CHCHCGMe), 2.802.87 (m, 1 H, GHN), 3.193.24 (m, 1H, BHN), 3.56 (ddj= 4.0, 12.0 Hz, 1 H,
CHCQMe), 3.763.81 (m, 1 H, BCN), 3.82 (s, 3 HHg) ppm.**C NMR (100 MHz, CRC! = 13.4, 19.3, 24.1,
29.2,34.7,4D, 51.9, 3.7, 63.5, 118.2, 175.0 ppm. HRER = 6.92 minm/z = 211[M + H}

Tert-butyl 1-(cyano(fenil)metil)pyrrolidine-2-carboxylate (72). Diastereoisomers separated by flash

COOtBu cootBu chromatography72a (S 19 major isomer: pale yellow oih [?° =-54.53

O/ (c=0.27, CH@| 'H NMR (400 MHz, CRCk = 1.52 (s, 9 H, C(H),

N eN N>‘CN 1.781.84 (m, 2 H, Gi@H,CH), 2.022.10 (m, 1 H, BHCHCeMe), 2.16

o o 2.25 (m, 1 H, GHCHCEMe), 2.54 (dtJ= 7.6, 9.2 Hz, 1 H, gEHHN),
2.71 (dddJ= 4.4, 6.0, 9.2 Hz, 1 HHEN) 3.48 (ddJ= 6.8, 8.8 Hz, 1 H,

CHCQtBU), 5.39 (s, 1H, CHCN), 343 (m, 3 H, ArH), 7.5861 (m, 2 H, ArH) ppm’C NMR (50 MHz,
CDG): 1 = 22.7, 28.1, 28.8, 48.2, 58.2, 63.6, 81.4, 116.2, 127.6, 128.7 (2xC), 134.1, 171.99pm.3R: 295 9 ,



2874,2227, 1735, 1010 cth G7H,N,O; (286.37): caled. C, 71.30; H, 7.74; N, 9.78; found C, 71.53, H 7.86, N
9.84. HPLMIS:R = 10.88 minm/z = 172 [M—tbu - CN + 3] 260 [M- CN[, 287 [M + 1], 309 [M + Nd] 325

[M + KJ. 72b (S 1R) minor isomer: palgellow oil;*"H NMR (400 MHz, CRC! = 1.57 (s, 9 H, C(©#4), 1.82

1.89 (m, 1 H, GGHHCH), 1.921.98 (m, 1 H, G&@HICH), 1.992.07 (m, 1 H, BHCHC@&Me), 2.092.18 (m, 1

H, CHHCHCGMe), 2.54 (dtJ= 6.4, 9.2 Hz, 1 H, gEHHN), 3.353.40 (m, 2 H, GHN, GICQtBu), 5.16 (s, 1H,
CHCN), 7.35.39 (m, 3 H, ArH), 7.5254 (m, 2 H, ArH) ppm. HRMS:R = 10.09 minm/z = 172 [M-tbu -

CN + 3] 260 [M-CNJ, 287 [M + 1], 309 [M + Nd] 325 [M + K]

Tert-butyl 1-(1-cyanobutyl)pyrrolidine-2-carboxylate) (73):
COOtBU cootgy Characterized as diastereomeric mixture. Pale yellow oiviIR: = 296 4,
— . : 1

O’ O’ 2933, 2223, 1739, 1150, 1100 ¢n73a (S19 major isomer™H NMR

N en N _en (400 MHz, CD@I 1 =0.98 (t,J= 7.6 Hz, 3 H,HGCHCH.), 1.47 (s, 9 H,

) r C(Ch)s), 1.491.59 (m, 4 H, B;CH,CH), 1.741.81 (m, 1 H, BHCHN),

Pr Pr 1.821.91 (m, 1 H, GHCHN), 1.942.02 (m, 1 H, BHCHCOOGH 2.07
2.15 (m, 1 H, GHCHC@Me), 2.57 (dtJ= 8.0, 8.8 Hz, 1 H, EN), 3.073.12 (m, 1 H, G#iN), 3.29 (dd,)= 6.8,
8.8 Hz, 1 H,lACQCH), 3.99 (tJ= 7.6Hz, 1 H, BCN) ppm*C NMR (100 MHz, CBCI = 13.4, 19.3, 22.9,
28.1, 28.6, 34.5, 47.9, 54.1, 64.2, 81.2, 118.1, 171.9 ppm-MBLR = 10.26 minm/z = 275 [M + Nd] 73b
(S 1R) minor isomer™H NMR (400 MHz, CRC} =0.94 (t,J= 7.2 Hz, 3 H,HGCHCH.), 1.46 (s, 9 H, C(EM
1.491.59 (m, 4 H, B,CH,CH), 1.741.81 (m, 1 H, BHCHN), 1.821.91 (m, 1 H, GHCHN), 1.942.02 (m, 1
H, G(HHCHCOOGH 2.072.15 (m, 1 H, GHCHCG@CH), 2.772.83 (m, 8.8 Hz, 1 H, EN), 3.183.22 (m, 1 H,
CHHN), 3.39 (d, J= 3.2, 9.6 Hz, 1 HHCQCH), 3.78 (ddJ= 6.4, 9.6 Hz, 1 HHCN) ppmC NMR (100
MHz, CDGJ: { = 13.4, 19.4, 24.3, 27.9, 29.7, 35.0, 47.9, 55.7, 64.2, 80.8, 118.5, 174.0 pprMER_E
9.68 minm/z = 275 [M + Nd]

Benzyl 1-(cyano(fenil)metil)pyrrolidine-2-carboxylate (74):

COOBn coopn Diastereoisomers separated by flashromatography74a (S 1S major
O’ O’ isomer: pale yellow oil:"]p* =-65.20 ¢ = 1.19, CH@| ‘H NMR (400
N

on N__oy  MHz, CDGk { = 1.581.87 (m, 2 H, GKH,CH), 2.092.18 (m, 1 H,
) r CHHCHCEBN), 2.212.31 (m, 1 H, GHCHC@Me), 2.59 (dtJ= 8.0, 8.4 Hz,
Ph Ph 1 H, CKCHHN), 2.762.75 (m, 1 H, GI8HHN), 3.65 (ddj= 6.8, 8.8 Hz, 1

H, CHHBCQBnN), 5.21 (dJs= 12.4, 1 H, @HPh), 5.26 (dle= 12.4, 1 H, GHPh), 5.35 (s, 1H, CHCN), 7.35

7.41 (m, 84, ArH), 7.57.52 (m, 2H, ArH) ppni’C NMR (100 MHz, CREI = 22.8, 28.6, 48.1, 58.0, 62.9,

66.6, 115.9, 127.4, 128.2, 128.3, 128.5, 128.6, 128.7, 133.7, 135.5, 1724 ppin. IR 3064, 3033
2850, 2227, 1956, 1888, 1743, 1175 trGoH,0N,O, (320.38): calcd. C 74.98, H 6.29, N 8.74; found C75.07,

H 6.34, N 8.69. HPINMIS:R = 10.86 minm/z= 321 [M + H] 343 [M + N4d] 74b (S 1R) minor isomer: pale

yellow oil; []o?° =-17.93 € = 0.99, CH@| 'H NMR (400 MHz, CRCk = 1.881.99 (m, 2H, CHCH,CH),

2.01-2.08 (m, 1 H, BHCHCEBN), 2.162.22 (m, 1 H, GHCHCGBN), 2.98 (dt)= 6.8, 8.8 Hz, 1 H, GEHHN),

3.37 (dt,J= 2.8, 8.8 Hz, 1 HHEIN), 3.52 (ddJ= 4.0, 9.6 Hz, 1 H, CHHEQBN), 4.71 (dhs= 12.0 Hz, 1 H,
CHHPh), 4.80 (dhs=12.4 Hz, 1 H, G#Ph), 5.17 (s, 1 H, CHCN), 77130 (m, 2 H, ArH), 7.31.39 (m, 6 H,

ArH), 7.467.51 (m, 2 H, ArH) ppm3C NMR (50 MHz, CRC! = 23.8, 30.4, 52.8, 58.4, 60.9, 66.1, 116.7,
128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.5, 128.9, 132.9, 135.4, pi8B IRV’ = 3064, 3033, 295
1743, 1166 cm. GoHaoN2O; (320.38): calcd. C 74.98, H 6.29, N 8.74; found C 75.21, H 6.44, N 8.6$tPLC

R =9.98 minm/z = 321 [M + H] 343 [M + Nd] 359 [M + K].

2-(2-(idrossimetil)pyrrolidin-1-yl)-2-fenilacetonitrile (75):

oH Characterized as diastereomeric mixture. Signals refer to major
ON/\ i diastereosiomer, only main signals of minor one are reported. Pale yellow
>..\CN 7ACN oil 75a (25 S2major isomer 75b (2R, S2riinor isomer:H NMR (400
pH ot MHz, CDG): + =1.671.74 (m, 1 H, NGBHCHHCH), 1.76..87 (m, 2 H,

CHCHHCH, NCHCHCHHCH), 1.92.04 (m, 1 H, GIGHHCH), 2.15 (bs, 1
H, OH), 2.62 (dtJ= 8.8, 9.6 Hz, 1 H, gBHHN), 2.68.73 (m,1 H, CHIN), 2.882.95 (m, 1H, minor), 3.00
3.04 (m, 1H, minor), 3.23.16 (m, 1 H, BCHOH), 3.61 (ddJ= 3.6, 11.2 Hz, 1 H, CHEOH), 3.82 (dd]=
3.2, 11.2 Hz, 1 H, CHBBH), 5.11, (s, 1H, CHCN minor), 5.27 (s, 1 H, CHCN},423", 3 H, ArH), 7.43
7.52 (m, 2 H, ArH) ppm'C NMR (100 MHz, CBEI = 23.1, 27.5, 42, 57.9, 62.6, 63.2, 116.3, 127.5, 128.7,
128.8, 134.1ppm.IRf = 3424, 3063, 3033, 2924 HPRMESIR=538227,
min, minor isomerm/z= 190 [M-CNT; R = 6.38 min, major isomem/z= 217 [M + H] 190 [2M-CNT.
Campound 75a was obtained also starting from0a through reduction of ester function con NaBtsee
electronic supplementary information for details).

2-(2-(idrossimetil)pyrrolidin-1-yl)pentanenitrile (76).



Characterized as diastereomeric mixture. Signaéfer to major

OAOH OH diastereosiomer, only main signals of minor one are reported. Pale yellow
N eN N_cN oil. 76a (2S5 92riajor isomer 476b (2R S2riinor isomer:H NMR (400
7' ?“ MHz, CDG): + = 0.98 (t,J= 7.2 Hz, 3 H,HGCHCH), 1.461.56 (m, 2 H,
Pr Pr CH3ELCH), 1.7:1.87 (m, 4 H, C}€HCH,, CHCH,CH), 1.921.98 (m, 2 H,

CHCHOH,CH), 2.63 (dtJ = 6.8, 8.8 Hz, 1 H, @MHN), 2.72.83 (m, 1H, minor), 2.92.97 (m, 1 H,
CHCHOH), 3.088.08 (m,1 H, CRCHHN), 3.113.17 (m, 1H, minor), 3.46 (ddd,= 3.6, 8.8, 12.0, 1 H,
CHGHOH), 3.63 (ddd]= 2.8, 2.8, 12.0 Hz, 1 H, CHHCH), 3.72 (ddj= 6.0, 9.2 Hz 1H, CHCN minor), 3.83
(dd,J= 7.6, 8.0 Hz, 1 H, CHCN) ppi@. NMR (100 MHz, CBICI = 13.4, 19.3, 23.4, 27.2, 34.7, 48.7, 53.5,
62.5,62.8, 118.0 ppm. IR: = 308222960, 2875, 2224, 1640, 1043 tm

(9-2-((9-2-(idrossidifenilmetil)pyrrolidin-1-yl)-2-fenilacetonitrile (77a):

White solid. m.p. 10812 °C.H]x?°=+21.39 ¢ = 0.38, CH@L 'H NMR (400 MHz, CQC! =

1.551.79 (m, 2 H, GidH,CH), 1.841.91 fm, 1 H, CLCHHCHC(PKDH), 2.042.14 (m, 1 H,
CHCHHCHC(PBPDH), 2.672.76 (m,2 H, CHCHN), 4.03 (s, 1 H,HCN), 4.15 (bs, 1H, OH),

4.33 (dd,J= 4.4, 9.2 Hz, 1 H, CHHTIPh)OH), 7.1%7.23 (m, 3 H, ArH), 7.2R38 (m, 8 H,

ArH) 7.607.62 (m, 2 H, ArHY.787.80 (m, 2 H, ArH) ppm°C NMR (100 MHz, CRE! =

23.8, 29.4, 50.7, 59.1, 68.9, 78.2, 116.6, 125.2, 125.4, 126.7, 127.1, 127.4, 128.3, 128.7,
128.8, 128.9, 133.9, 1455, 147.1 ppm.¥R: = 3500, 29770.,GHiINB 2, 1
(368.47): calcd. 81.49, H 6.57, N 7.60; found C 81.62, H 6.68, N 7.51-MBLR = 12.07 minmn/z= 342 [M

—CNJ, 369 [M + H] 391 [M + N4d]

Ph
Ph
OH
N
7-\\CN
h

P

(9-2-((9-2-(idrossidifenilmetil)pyrrolidin-1-yl)pentanenitrile (78a):
ph_ White solid; m.p. 10214 °C.H]s* = -36.21 €=0.62, CHG), '"H NMR (400 MHz, CRC! =
Ph 066 (t,J= 6.8, 1 H, B;CHCH), 1.061.16 (m, 2 H, GEaH,CH), 1.371.46 (m, 1 H,
OH CHCHCHH), 1.481.58 (m, 1 H, GE8HCHH), 1.731.84 (m3H, GHHOHHCHC(CRBH)), 1.93
N ey 2.06 (m, 1 H, GBHHCH(CPIOH)), 2.742.79 (m, 2H, CHCN + £HHN), 3.098.14 (m, 1 H,
) CHCHHN), 3.96 (bs, 1 H, OH), 4.10 (d¢; 3.6, 9.2 Hz, MECPROH), 7.167.21 (m, 2 H, ArH),
Pr 7.27-7.34 (m, 4 H, ArH) 7.5856 (m, 2 H, ArH), 7.61.63 (m, 2 H, ArH) ppn¥’C NMR (100
MHz, CDG): + = 13.0, B.9, 24.0, 28.9, 34.5, 50.1, 54.7, 69.6, 77.9, 118.4, 125.1, 125.4, 126.5, 126.8, 128.1,
1285, 145.4,147.1. IR = 3411, 3066, 30 2@HN\0 B24A5): cacd. T49.00,H1 4 1
7.84, N 8.38; found C 79.28, H 7.92, N 8.44. HPE® =11.78 minm/z= 308 [M—CNJ, 335 [M + H]

Metil 1-(cyano(fenil)metil)-4-idrossipyrrolidine-2-carboxylate (79):

COOMe coome Diastereoisomers separated by flashromatography. 79a
HO“'O/ HO"-O’ (2S4R 9§ major isomer: white solid; m.p. & °C; '] =-74.20
N

eN N_oy (=15, CBE); 'H NMR (400 MHz, CREL = 1.77 (bs, 1 H, OH),
) T 2.232.27 (m, 2 H, B,CHCG@Me), 2.57 (ddJ= 4.0, 10.4 Hz, 1 H,
Ph Ph CHEHN), 3.08 (ddJ= 5.2, 10.4 Hz, 1 H, CH@¥, 3.80 (s, 3 H,

CH;), 3.92 (dd,)= 7.6, 8.8 Hz, 1 H, CHHEQMe), 4.374.42 (m, 1 H, BOH), 5.38 (s, 1 HHCN), 7.377.43

(m, 3 H, ArH), 7.57.59 (m, 2 H, ArH) ppm’C NMR (100 MHz, CBCI = 38.7, 52.2, 56.7, 57.9, 61.6, 69.2,
116.2, 127.5, 128.8, 128.9, 133.5, 172.8 ppmVMIR: = 3178, 22 27 G4HiINFO4(260.29% 2 0 7
calad. C 64.60, H 6.20, N 10.76; found C 65.02, H 6.18, N 10.68M®RG 5.41 minm/z = 234 [M- CNT,

261 [M + HJ, 283 [M + N&] 79b (2S4R, B ’'minor isomer: white solid; m.p. 1a84 °C;],?° =-13.10 ¢ =

1.5, CHG); 'H NMR (400 MHz, CRCk = 1.99 (bs, 1 H, OH), 2.11 (dddd; 0.8, 4.8, 8.4, 9.2 Hz 1 H,
CHEHCHC@Me), 2.182.25 (m, 1H, CHEEHCGMe), 2.89 (dddJ= 0.8, 4.0, 9.6 Hz, 1 H, GHHIN), 3.38 (s,

3 H, &k), 3.55 (dd,)= 4.8, 9.6 Hz, 1 H, CHaNY), 3.75 (ddJ= 6.4, 8.4 H, 1 H, CEHCQMe), 4.554.60 (m, 1

H, GHOH), 5.16 (s, 1 HHCN), 7.377.41 (m, 3 H, ArH), 7.4750 (m, 2 H, ArH) ppm3C NMR (100 MHz,
CDQ): + = 39.4, 51.7, 57.9, 59.6, 60.6, 69.8, 116.6, 128.3, 128.7, 129.2, 132.4, 173.2 ppm. IR: 33 7 7,
2943, 2230, 1739207 cm*. G4HieN.0; (260.29): caled. C 64.60, H 6.20, N 10.76; found C 64.81, H 6.29, N
10.64. HPL®S:R = 3.99 minm/z = 234 [M- CN[, 261 [M + H] 283 [M + Nd] 543 [2M + N4.

Metil 1-(1-cyanobutyl)-4-idrossipyrrolidine-2-carboxylate (80):
COOMe cooMe Diastereoisomers separated by flashromatography. 80a
HO”'ON/ HO”'ON/ (2S4R $ 'major isomer: pale yellow oil* [5*° = -103.90 ¢ = 0.6,

CN oy CHG); *H NMR (400 MHz, CQEh = 0.97 (t,J= 7.6 Hz, 3 H,
) r CH:CHCH), 1.481.60 (m, 2 H, GEH,CH), 1.731.79 (m, 3 H,
Pr Pr CHCHCH, OH), 2.12.24 (m, 2 H, B;CHCGMe), 2.63 (dd,)= 3.6,

10.4, 1 H, CHHEIN), 3.43 (ddJ= 5.2, 10.4, 1 H, CHHEM), 3.733.78 (m, 1 H, CHHCQMe), 3.75 (s, 3 H,
CHy), 3.99 (t,J= 7.6 Hz, 1 H, CHHCN), 4.454.51 (m, 1 H, BOH) ppm*C NMR (50 MHLDG): 1 = 12.9,



18.7, 34.0, 38.1, 51.8, 53.5, 56.0, 61.7, 68.6, 117.5, 172.7 ppsi. IR= 3450, 2959, 287 4,
1090 cn. G1HigN,Os (226.27): caled. C 58.39, H 8.02, N 12.38; found C 58.48, H 8.11, N 12.2MS$4RLC

= 3.99 minm/z = 200 [M- CNJ, 227 [M + H] 249 [M + N&] 80b (2S4R B 'minor isomer: 0.94 (t)= 7.2

Hz, 1 H, BsCHCH), 1.421.57 (m, 2 H, G8H,CH), 1.591.72 (m, 2 H, GIEHCH,), 1.87 (bs, 1 H, OH), 2.14
(dddd,J= 0.8, 5.6, 8.4, 14.0 Hz, 1 H, GHCHC@Me), 2.222.28 (m, 1 H, CHEiEHCGMe), 2.82 (ddd,J=

0.8, 4.4, 10.0 Hz, 1 H, GHKIN), 3.42 (ddJ= 5.6, 10 Hz, 1 H, CHaM), 3.75 (s, 3 H, GH3.763.82 (m, 2 H,
CHCGQMe + GICN), 4.52.58 (m, 1 H, GIBH(OH)Ch). HPLAMS:R = 3.31 minm/z = 200 [M- CNJ, 227 [M

+ HJ, 249 [M + N4

2-(4-idrossi-2-(idrossimetil)pyrrolidin-1-yl)-2-fenilacetonitrile (81):
HO' . OH HO. oH 8la (25 4R Slrhajor) Obtained pure e characterized after
ONA ON/\ spontaneous isomerization of &a/81b mixture. Pale yellow solid;
)CN S=CN m.p. 105.2107.1 °C;]s*° =-110.91 ¢ = 0.66, MeOH):H NMR (400
ot ot MHz, CDG): + = 1.95 (ddd])= 4.4, 8.0 e 13.0 Hz, 1 H, GHCTH),
1.922.11 (bs, 2H, OH), 2.06 (ddd,= 6.8, 8.4 e 13.0 Hz, 1 H,
CHCHICH), 2.59 (dd]= 4. 8, 10.0 Hz, 1 H, GHKN), 3.01 (ddJ= 6.0, 10.0 HZL H, CHCGHN), 3.393.45 (m,
1 H, CHHECHOH), 3.62 (ddJ= 4.0, 12.0 Hz, 1 H, CHKMIOH), 3.85 (dd]= 3.2, 12.0 Hz, 1 H, CH&DH),
4.31-4.36 (m, 1 H, BOH), 5.32 (s, 1 H, CHCN), 773%2 (m, 3 H, ArH), 7.4851 (m, 2 H, ArH) ppr’C NMR
(100 MHz, COg: + = 37.1, 57.4, 57.7, 61.5, 62.7, 69.4, 116.4, 127.4, 128.9 (2xC), 133.7 ppm. IRV{nujod):
3334, 2229 cm.G3Hie\:0, (232.28): caled. C 67.22, H 6.94, N 12.06; found C 66.89, H 6.98, N 11.99. HPLC
MS:R = 2.49 min (major + minony/z= 206 [M- CNJ, 233 [M + H] 255 [M + Nd] 487 [2M + Nd] 81b (25
4R, Ryminor isomer:obtained only as a diastereomeric mixturly main signals are reporteti NMR
(400 MHz, CD@i+ = 3.85 (ddJ= 5.2, 11.6 Hz, 1 H, CHdBH), 4.464.50 (m, 1 H, BOH),5.16 (s, 1 H,
CHCN) ppm. Produ8ta was also obtained starting froga through reduction of ester function con NaBH
(see electronic supplementary information for details)

2-(4-idrossi-2-(idrossimetil)pyrrolidin-1-yl)pentanenitrile (82):

Characterizedas diastereomeric mixture, signals refer to major
HO”'OAOH HOr diastereosiomer, only main signals of minor one are reporgxh
N),‘\CN N\rCN (2S4R  §2major isomer 482b (2S 4R S2minor isomer. pale
yellow oil; H NMR (400 MHz, CR)YCl = 0.97 (t,J= 7.2 Hz, 3 H,

Pr i CH,CHOH), 0.98 (tJ= 7.6 Hz, 3 H,KGCHCH, minor) 1.451.68 (m,
2 H, CHCH,CH), 1.661.79 (m, 2 H, G&HCH,), 1.89 (dddJ= 4.0, 7.6 e 13.0 Hz, 1 H, GHHCH), 1.9€.07
(m, 1 H, CHGH#CH), 2.63 (dd])= 4.0, 9.6 Hz, 1 H, CHEN), 2.77 (ddJ= 5.6, 9.6 Hz1 H, CHBHN, minor),
3.203.26 (m, 1 H, CHHLHOH), 3.34 (ddJ= 5.6, 10.0 Hz, 1 H, CH@\J, 3.48 (ddJ= 3.2, 12.0 Hz, 1 H,
CHEIHOH), 3.58.59 (m, 1H, , CHHEIOH minor), 3.68 (dd= 3.2, 12.0 Hz, 1 H, CH&DBH), 3.77 (dd]= 6.4,
10.0 Hz, 1H, CHCHMjnor), 3.87 (tJ= 8.0 Hz, 1 H, CHCN), 4.40 (m, 1 HOW) ppm.13C NMR (100 MHz,
CDG@):+ = 13.3, 19.2, 34.6, 36.9, 53.2, 57.0, 61.5, 61.7, 69.7, 118.1 ppm. IR= 3406, 2961,
1097 cm*. HPLAMS:R = 1.79 min (major + minoy/z =172 [M- CNJ, 199 [M + 1], 221 [M + N4]
Product 82a was also obtained starting froi5a through reduction of ester function con NaBkkee
electronic supplementary information for details)

(2S49-metil-1-((9-cyano(fenil)metil)-4-iodopyrrolidine-2-carboxylate (83a):
cooMe To a stirred solution o¥#9a (134 mg, 0.51 mmol) e trifenil phosphine (161 mg, 0.61
mmol) in 1.5 mL of THF at’G a 40% solution of DEAD in toluene (107 mg, 0.61 mmol)
\CN was added dropwise followed by addition of metil iodide (38 pL, 0.61 mrAékr 20
min, the solution was allowed to warm to room temperature e stirred for 5 h until
completion (TLC control). The reaction mixture was concentrated to dryness under
reduced pressure e the residue was purified by flash chromatography obta@Bin@53 mg, 0.41 mmol) in
81% yield as a white solid. M.p.-86 ° C;!{]o?° =-28.55 ¢ = 0.20, CHg)| *H NMR (400 MHz, CRCR.66
(ddd,J= 6.0, 6.4, 14.4 Hz, 1 H, CHHCHC&Me), 2.91 (dddJ= 6.8, 9.2, 14.4 Hz, 1 H, CHHCHICGMe),
2.99 (dd,J=4.0,11.2 Hz, 1 H, NMHCH]I), 3.05 (dd= 6.0, 11.2 Hz, 1 H, NBEH]I), 3.76 (dd]= 6.8, 8.8 Hz,
CHCHCQMe), 3.84 gs, 3 H, GH4.32 (m, 1 H, 1), 5.49 (s, 1 H,KCN), 7.377.46 (m, 3 H, ArH), 7.6466
(m, 2 H, ArH) ppm-°C NMR (100 MHz, CBC! = 153, 41.8, 52.5, 57.8, 59.1, 62.2, 116.4, 127.3, 128.9,
129.0, 133.2, 1718 ppm. IR = 3028, 2950, 2 273 @ HisINGs BFD,19): tadcd. T, 11
45.}?2, H 4.08, N 7.57; found C 45.62, H 4.11, N 7.42.-MBIR = 9.93 min,m/z 371 [M + H]J, 393 [M +
NaJ.

.

((9-1-((9-2-ammino-1-feniletil)pyrrolidin-2-yl)methanol (84a):
To a stirred solution of cyano est@fa (0.2 mmol) in THF (1.7 mL) at 0° under inert

OH
N o
r?' “NH,

P



atmosphere a solution of 2 M LiAJEB00 pL)dropwise.After 15 minutes, the solutio was allowed to warm

to room temperature. The reaction course was monitored by TLC e at completion after 4 hours a saturated
solution of NaK tartrate salt was added con vigorous stirring to favor phase separation. The separated
organic phases were driedn N&SQ, concentrated e purified by flash chromatography (eluent
CHGIMeOH/NH,OH 60/30/1) to yield produc8da in 39% yield."]o*° = +1.68 ¢ = 0.31, CkCh); 'H NMR

(DO, 400MHz):6 1.621.71 (m, 2H, NGEH.CH), 1.781.87 (m, 2H, NGE&HH,), 2.66 (m 1H,
NCHHCHCH), 2.91 (m, 1H, NG#CHCH), 3.02 (m, 2H, GNH,), 3.15 (m, 2H, CHN + g:]ﬂ-l% 3.35 (dd,J=
4.4Hz, 12.4Hz; 1H, €bH), 3.74 (ddJ = 4.8Hz, 10.8Hz, 1H, AT, 7.467.53 (m, 5H, Ph):C NMR(D,O,
50.3MHz):0 24.4, 28.7, 43.6, 52.9, 60.64.8, 68.0, 127.7, 127.9, 128.3, 128.6, 128.8, 13k Peat,v- =
3358, 2924, 1599, 1493, 1453, 1379, 1074, 1040, 766, 735, 704. ALEMS:m/z (t, = 1.26 min221 [M +

HT".

((9-1-((9-1-amminopentan-2-yl)pyrrolidin-2-yl)methanol (85a):
Same pocedure as above starting frofila. Yield 36%. orange oil]p*° = +68.0 ¢ = 1.50,
OAOH CHGJ), *H NMR (400 MHz, CRC! = 0.93 (tJ= 6.4 Hz, 3 H,HGCHCH), 1.3:1.46 (m, 4 H,
N wo  CHOHGH), 1.631.82 (m, 4 H, NGBH,GH,), 2.612.82 (m, 4 H,CHENH, + N GL,CHCH),
)" “NH, 2.97:3.13 (M, 5 H, N@CHNH,+ CHCHCHOH + OH + Nij 3.30 (ddJ= 4.8, 10.8 Hz, 1 H,
Pr CHHOH), 3.48 (dd]= 3.6, 10.8 Hz, 1 H, 88H) ppm*C NMR (100 MHz, CBCI = 14.3,
20.4, 24.5, 29.0, 31.7, 42.4, 50.0, 58.8, 60.9, 64.4 ppmv IR: =80, 2957, 2927, 2870, 1660, 1106 tm
CioH2N>O (186.29): caled. C 64.47, H 11.90, N 15.04; found C 64.58, H 11.99, N 14.78.

2-Carboxy-1-(carboxy(fenil)metil)pyrrolidin-1-ium hydrogen chloride (86):

COOH cooH A solution of70a (2.75 mmol, 670 mg) in HCI 37% ¢hR) was refluxed
O/ OTH for 24 h e after completion the water was removed. The crude was

N _coon Washed con Ci€h to obtain 86 as a mixture of diastereoisomers in 88%

T yield (de 78/22).
Characterized as diastereomeric mixture. Signals refer to major
diastereosiomer, oly main signals of the minor one are reported. White s@8éh (25 § major isomer +
86b (2S R) minor isomer)*H NMR (400 MHz, GDD): = 2.022.31 (m, 3 H, GI8H,CH + CHCHHCHCEH),
2.392.46 (m, 1 H, G@HHCHCGH), 2.542.64 (m, 1 H, GI@HHCHCGEH, minor), 3.363.46 (m, 1 H, NGHCH],
minor), 3.563.62 (m, 1 H, NdGHCH), 3.593.67 (m, 1 H, G&HHN, minor), 3.954.01 (m, 1 H, NGHCH),
4.394.43 (m, 1 H, GGHCQH, minor), 4.49 (dd]= 6.4, 9.2 Hz, 1 H, gBHCQH), 5.45 (s, 1H, PHIL 5.55 (s,
1H, PICH, minor), 7.517.62 (m, 5H, PhB3a, **C NMR (100 MHz, g@DD):4 = 25.2, 31.4, 57.9, 67.7, 72.3,
131.3,131.5,132.2,132.9,170.7, 171.8 ppm. HREMR = 1.48 minm/z= 250.

-H
é\l\Z.-\COOH

S o)

Cl Ph Cl Ph

(9-metil-1-((S)-2-ammino-2-oxo-1-feniletil)pyrrolidine-2-carboxylate (87a):
cooMe In a5 mL vial equipped con a screw crap the metilezgar (1.64 mmol, 400 mg) was
additioned con acetic acid (9.84 mmol, 637 uL), water (6.56 mmol, 118 ul;)(3[&8l
N .conn, Mmol, 360 pL) e GBE (1 mL) in this order. The solution was stirred overnightam
7 > orbital shaker e the reaction was monitored by TLC. When the reaction was complete,
Ph CHCL was added e the organic phase was separated e discharged. The aqueous solution
was treated con saturated NaHEt basic pH e then extracted 3 times con,CH The collected organic
phases were dried over Ma&Q e concentrated in vacuo to afforg@7a in quantitative yield White solid m.p.
149.2153.9°C;q]p*° = +2.83 ¢ = 1.20, CH@)l 'H NMR (400 MHz, CRE! = 1.8%1.96 (m, 3 H, GH,CH +
CHCHHCHC@Me), 2.002.08 (m, 1 H,C}€HHCHCEMe), 2.722.77 (m, 1 H, GEHHN), 3.273.32 (m, 1 H,
CHCHHN), 3.36 (dd)= 4.0, 9.6 Hz, 1 H, gBHCQMe), 3.50 (s, 3 H, Ql:|4.24 (s, 1H, PIHCONH), 5.73 (bs,
1H, COMNH), 7.297.33 (m, 5 H, ArH), 7.66 (br. s, 1 H, CBN#pm. °C NMR (100 MHz, CR)CI = 24.2,
30.6, 51.7, 54.4, 61.7, 73.2, 128.5, 128.6, 129.2, 136.5, 174.8, 1759 ppm. IRk 3397, 2919,
1129 cn'. G4HeN.O; (262.30): caled. C 64.10, H 6.92, N 10.68; found C 63.99, H 6.94, N 10.7RI$4RLC
= 3.41 min, m/z = 263 [M + HP85 [M + Nd] 547 [2M + Nd]

(4S7R 8a9-7-idrossi-4-feniltetrahydro-1H-pyrrolo[2,1-c][1,4]oxazin-3(4H)-one (88a).
The product was obtained in 40% vyield after flash chromatography con the same
@i procedure reported foithe obtainment of amide87a starting from amminoB1a. Pale
HO NT\ o yellow oil: []p®=-2.47 £= 0.15, CHEl *H NMR (400 MHz, CRCI1.92 (ddd,)= 4.8,
Ph 9.6, 14.0 Hz, 1 H, CHOHHICH), 2.02.17 (m, 1 H, CHOHBCH), 2.91 (dd= 3.6, 10.0
Hz, 1 H, NBHCHOH)3.121.15 (d,J= 10.0 Hz, 1 H, MEICHOH), 3.83.92 (m, 1 H,
CHCHCHOCO), 4.14 (dd= 4.8, 11.6 Hz CHBACO), 4.17 (dd= 4.4, 11.6 Hz, CHBECO), 4.494.51 (m,
1 H, CHOHOHCH), 4.60 (s, 1 H,KPh), 7.377.40 (m, 3 H, ArH), 7.6266 (m, 2 H, ArHpm.*C NMR (100
MHz, CDGJ:1 = 37.6, 52.9, 62.2, 65.8, 68.4, 71.3, 127.1, 128.2, 128.7, 135.5, 1709 ppm. IR: 3 3 6 2,

2 \



2853, 1737, 1042 cth GaHisNO; (233.26): calcd. C 66.94, H 6.48, N 6.00; found C 66.88, H 6.53, N 6.09.
HPLEVIS,R = 2.44min, miz= 234 [M + H] 256 [M + N&] 272 [M + K] 489 [2M + N4]

Correlazione chimica

Chemical shift protoni in alfa ai nitrili

Cthemical shift of the proton on the carbon
products46-62 and70-82.
Product o -R;CHCN (ppm) o -R;CHCN (ppm) HPLC Rt(min) HPLC Rt (min)

major isomer (@)

minor isomer (b)

major isomer (a)

minor isomer (b)

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

4.42
3.18
2.83
3.00
4.50
3.30
3.08
4.49
3.25
4.77
3.25
4.58
3.27
3.30
3.46-3.53
4.60
3.41
5.37
3.97
5.39
3.99
5.35
5.27
3.83
4.03
2.71
5.38
3.99
5.32
3.87

4.77
3.74
3.32
3.45
471
3.88
3.44
471
3.76
4.87
3.73
4.88
3.73
3.47
3.46-3.53
4.80
3.66
5.17
3.80
5.16
3.78
5.17
511
3.72

5.16
3.76
5.16
3.77

9.95
8.12
10.76
9.64
7.46
7.35
10.19
9.62
9.00
8.62

9.16
7.22
7.66

8.78
8.37
7.49
10.88
10.26
10.86
6.38

12.07
11.78
541
3.99

9.66
8.89
10.55
9.31
8.01
6.51

9.68
9.13
8.83
8.32

8.90
6.87
7.35

8.63
7.27
6.92
10.09
9.68
9.98
5.36

3.99
3.31
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