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Abstract

The well-known antiproliferative properties of the 9-hydroxystearic acid (9-HSA) on
human colon cancer cells (HT-29 cell line) have inspired this thesis work in order to
obtain new derivatives maintaining the C1-C8 chain of the HSA linked to an heterocyclic
moiety at the C-9 carbon atom and investigate their biological activity. First, thiazoles,
thiadiazoles and benzothiazoles, that are compounds of interest in many fields for their
biological activities, have been introduced through an amide bond starting from their 2-
amino precursors. The products have been obtained by treatment with methyl 9-chloro-9-
oxononanoate according to a Schotten-Baumann type reaction. The acylation reaction
occurred at the endocyclic nitrogen atom of the heterocycle, as ascertained through
NOESY-1D experiment. After, methyl 9-chloro-9-oxononanoate was reacted with
indole, N-methylindole, and triptamine giving a serie of new indole derivatives. Finaly,
the biological activity of some compounds has been tested through assays on HT-29
cancer cells and bacterial and fungal microorganisms; docking calculations have also
been performed to evaluate the possible interactions with the active site of histone

deacetylase, which are molecular targets of the 9-HSA.
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1 Introduzione

1. Introduzione

Epigenetica e cancro

1.1 Introduzione

Il primo a postulare I'esistenza di fenomeni genethe prescindono da modificazioni a
carico del DNA e stato Aristotele, con il concedlioepigenesi contrapposto a quello di
preformismo: lidea secondo la quale lo sviluppon cformazione di strutture
differenziate avviene a partire da materia nonfiedinziata e non da un organismo gia
completamente delineato. In seguito, queste tesmo®ndo cui vi sono delle influenze
esterne che controllano I'espressione genica h&nowato applicazione anche in ambiti
diversi, fino a giungere alla definizione di ContddWaddington nel 1942, che definisce
I'epigenetica come "la branca della biologia chelst le interazioni causali fra i geni e il
loro prodotto e pone in essere il fenotifoAd oggi sono note numerose alterazioni
epigenetiche e l'interesse crescente nella comjoressli cause e meccanismi € dovuto
alle evidenze sperimentali che ne svelano il rdof@lamentale in una serie di processi,
tra cui l'insorgenza di numerose patologie. L'atiene nei prossimi paragrafi sara
rivolta in maniera specifica ad una modificazione pigenetica,
I'acetilazione/deacetilazione istonica, fenomene determina, indirettamente, I'attivita
trascrizionale del DNA e quindi I'espressione gani€’ stato riscontrato che uno stato di
acetilazione aberrante & implicato nella manifeéstazdi una serie di disfunzioni, tra cui
diverse patologie tumorali. L'acetilazione degtois, proteine basiche attorno alle quali
si trova avvolta I'elica del DNA, avviene ad opeata particolari enzimi, gli istone
acetiltransferasi, mentre la deacetilazione e ctomplegli istone deacetilasi; una
sovraespressione di questi ultimi é risultata esser una serie di lavori, correlata
all'insorgenza di neoplasie di vario tipo. Talitekanno condotto allo sviluppo di agenti
in grado di inibirne l'attivita ed esistono varirfaaci che hanno proprio come target gli

istone deacetilasi.
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1.2 Meccanismi epigenetici

"Lo studio dei cambiamenti mitotici e meiotici eitedbili che non possono essere
spiegati tramite modifiche della sequenza di DNAuesta & la definizione che Arthur
Riggs e colleghi hanno dato del termine epigeneiica i meccanismi ascrivibili a tale
disciplina, i piu studiati sono senza dubbio laitagione del DNA e le modificazioni
istoniche; una o piu alterazioni di questo tipggmno condurre a espressione anomala o
silenziamento dei geni e, di conseguenza, a m®siddette epigeneticiie.

La metilazione del DNA avviene sulla posizione @é residui citosinici a carico delle
DNA metil transferasi (DNMTSs); le zone interessaeno risultate essere le isole
dinucleotidicheCpG (notazione per C-phosphate-Gjaodue basi poste su uno stesso
filamento e unite tramite legame fosfodiesteri@andn confondere con I'appaiamento di
basi su due diversi filamenti), sequenze di DNAtitaise da piu di 500 pb (coppie di
basi) con un contenuto di citosina e guanina soperal 55% A seguito della
metilazione di una regione “promoter’ si registrderziamento genico, ovvero
repressione della trascrizione a causa dei legamisc instaurano tra il DNA e alcune
proteine note come MBD (methylbindingproteins, #ipgte per i siti CpG metilati) e
che quindi impediscono I'accesso ai fattori tragonali (TF)>

Rientrano tra le alterazioni di tipo epigeneticoctam modificazioni istoniche post-
traduzionali (PTM) quali fosforilazione, metilazenisomerizzazione della prolina,
acetilazione. Si tratta di aberrazioni che avvewgaopunto a carico degli istoni, proteine
altamente basiche costituenti, insieme a proteore istoniche e a 147 pb di DNA, il
nucleosoma, unita fondamentale della cromatinpaiticolare, le zone coinvolte sono le
“code” N-terminali istoniche, regioni basiche fldsk contenenti maggiori quantita di
residui amminici (in particolare lisina e argining)e fuoriescono dal nucleosoma ed
interagiscono con il DNA.A seguito del manifestarsi delle PTM si verificarariazioni
strutturali della cromatina, le quali a loro vottaterminano diversi stati trascrizionali:
esistono infatti due possibili conformazioni in o&ipossibile trovare la cromatina,
I'eterocromatina, forma condensata e quindi inagibde ai TF, e I'eucromatina, forma

rilassata che invece presenta attivita trascrizeo(rag. 1.1).
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Fig. 1.1: Alterazioni strutturali della cromatina in seguito all’azione di HAT e HDAC.®

Studi effettuati su piante e fundfii° hanno evidenziato la stretta correlazione tra le
modificazioni istoniche (in particolar modo 'adetiione) e lo stato di metilazione del
DNA, per cui si puo affermare che e la complesserézione tra i due meccanismi a
determinare la trascrizione o, viceversa, la regpoeg trascrizionale di uno specifico
gene coinvolto, ad esempio, nella differenziazidagyroliferazione o la sopravvivenza
della cellula. Traformazioni epigenetiche alterptesssono dar luogo ad una serie di
patologie, ereditarie 0 acquisite somaticamentey ¢ueste, la sindrome ICF
(immunodeficienza, instabilita centromerica e digismi facciali), causata da mutazioni
di un gene responsabile della metilazione del DHAa sindrome di Rett, disabilita
intellettiva che colpisce giovani donne probabilteecorrelata alla carenza di un gene
generalmente soppresso tramite metilazione del BNPArticolare attenzione & stata
inoltre rivolta alla comprensione del processo wdiuppo del cancro: si ritiene che
variazioni epigenetiche aberranti rivestano un auatportante nelle fasi iniziali della
patologia, essendo ricorrenti casi di ipometilagian ipermetilazione di promoter in
neoplasie benigne o in tumori ai primi stdli:@ stato riscontrato che interi set di geni
possono subire deregolamentazione di tipo epigemeti promuovere le principali
peculiarita del cancro (“hallmarks”), tra cui rdeisza all’'apoptosi, aumento del
potenziale di proliferazione, angiogenesi, metastdd Si & ipotizzato che una
deregolamentazione dei meccanismi epigenetici pogBare instabilita genetica, con
conseguenti mutazioni nei geni oncosoppressorgeé aecogeni.

L'eziologia epigenetica di numerose patologie hadaito allo sviluppo della cosiddetta

“terapia epigenetica”, e sono stati trovati unaieseli agenti alteranti i pattern di
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metilazione del DNA o le modificazioni istonicheolt dei quali ancora in fase di studio
tramite test clinici. Tra questi, gli azanucleosidanno evidenziato la capacita di inibire
la metilazione del DNA e quindi riattivare I'espseme di geni che avevano subito
silenziamentd®** Esistono, d'altra parte, molti dubbi riguardo aletaterapia,
principalmente legati all'attivazione aspecificagdini ed elementi trasponibili in cellule
normali ed alla possibile mutagenicita e cancermg@nad oggi, hon sono stati effettuati
studi approfonditi che analizzino il comportamedi@genti epigenetici su linee cellulari
sané’

1.3 Modificazioni istoniche: acetilazione e deacédzione

Ciascuna delle modificazioni istoniche sopraccittatribuisce ad alterare la struttura
della cromatina, tuttavia, solo la metilazione acétilazione sono state associate
clinicamente all'insorgenza di patologie tumoraft’Allinterno del nucleosoma si
trovano gli istoni H2A, H2B, H3 e H4 e l'istone ker H1, organizzati in forma di
ottamero attorno al quale si avvolge in modo gioisb I'elica del DNA; 'ottamero
istonico consiste in una struttura formata da doeed H3-H4 che formano un tetramero
tramite l'interazione di un gruppo di quattro ekctiegli istoni H3 e da due dimeri H2A-
H2B (Fig. 1.2.}" Ogni istone possiede inoltre una lunga coda Nitetta che fuoriesce
dal nucleosoma e che subisce appunto quelle madifici che influenzano
impaccamento della cromatina; in particolare, cétilazione (reversibile) viene
controllata da due famiglie di enzimi, le istoneetdtransferasi (HAT) e le istone
deacetilasi (HDAC).
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Fig. 1.2 Struttura del nucleosortfa
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Le HAT promuovono l'acetilazione attraverso il fexgmento di un gruppo acetile
dall’acetil-coenzima A al gruppo amminico dei resitisinici: in questo modo si ottiene
la neutralizzazione della carica positiva normaltegaresente a pH cellulare sull'azoto
con conseguente annullamento dell'interazione congruppi fosfato carichi
negativamente del DNA. Tale processo, a sua vatta@porta il rilassamento del DNA e
'apertura della cromatina (eucromatina), favorendisi I'accesso ai TF e quindi
promuovendo [l'attivita trascrizionale. D’altro cantle HDAC si occupano della
rimozione del gruppo acetile, con ripristino deftama condensata (eterocromatina)
associata a silenziamento genico. La famiglia deDAC e composta da quattro classi,
suddivise in base allomologia con le deacetilasriito: le classi I, 1l e IV, simili per
sequenza e struttura, possiedono attivita catldioco-dipendente, a differenza della
classe lll, le sirtuine, che richiede la presenzaNAD" (nicotinammide adenina
dinucleotide, coenzima ossidoriduttivo il cui ruok appunto il traferimento di
elettroni)’® La classe |, localizzata principalmente nel nu@eomologa all’enzima del
lievito rpd3, e costituita dalle HDAC 1, 2, 3 e 8 € ritenuta essere particolarmente
coinvolta nell’acetilazione istonica; ad oggi earbi che non tutte le HDAC di questa
classe agiscono allo stesso modo, ed il knock-d(gsia I'abolizione delle funzioni
senza l'eliminazione fisica) di HDAC diverse dellalasse ha dato luogo ad effetti
cellulari diversi. Uno studio, ad esempio, ha ewniato come il knock-down delle
HDAC 1 e 2 (ma non della 3) abbia un’azione anotiferativa su linee cellulari di
carcinoma del colorin vitro,”° apparentemente in contrasto con i risultati otieimu
seguito al knock-down di HDAC 3, che conducevanandaizione della crescita di un
set di cellule di carcinoma del colon divefSanfine, il knock-down delle HDAC 2 e 3
induce danni al DNA ed apoptd$iAnalisi svolte sulle HDAC della seconda classe
(ossia HDAC 4, 5, 6, 7 e 9, localizzate particolante nel citoplasma) hanno portato alle
stesse conclusioni: il knock-down di HDAC 4 provac#izione della proliferazione ed
apoptosi® mentre se si abolisce I'attivita di HDAC 7 in cédl endoteliali non si
registrano effetti sulla crescita o la sopravvienma sulla capacita migratoria e di
formazione di strutture capillaff.Si pud dunque affermare che I'attivita di tali inizé
funzione del tipo di cellula e del contesto, paré&carduo cercare di predire I'effetto della
disattivazione di ciascuna HDAC,; é tuttavia podsidedurre che le HDAC della classe |
sono impegnate perlopiu nella regolazione delVdéi proliferativa e dell’apoptosi,

mentre quelle della classe Il appaiono coinvolieameigrazione e nell’angiogenési.
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La deregolamentazione delle HDAC ¢ fortemente icapdi nel silenziamento genico e
nella promozione della carcinogenesi, in partieolper quel che riguarda la leucemia:
sono note da tempo correlazioni tra insorgenzaatblpgie e attivita delle HDAC nella
leucemia promielocitica acuta (APL), con evidenieablerrante reclutamento delle
deacetilasi in zone specifiche tramite interaziooe proto-oncogeni. Non solo, & stata
riscontrata anche un’alterata espressione di aleld®C in vari tumori: la HDAC 1, ad
esempio, e sovraespressa nei carcinomi della paosia colon e del seno, la HDAC 2 in
quelli gastrici, colorettali e della cervice e I®AC 6 in alcuni tumori del seno. D’altro
canto, sono state rilevate mutazioni a carico dEIRAC 2 in campioni di cellule
tumorali con conseguente silenziamento dell'espyeese dell’attivita della deacetilasi:
tali risultati, che farebbero pensare ad una fureidi soppressore tumorale, appaiono
essere in contrasto con larga parte dei lavorrigicAl momento attuale, la natura della
relazione che intercorre tra espressioni abermelle varie HDAC e insorgenza del
cancro € puramente correlativa, nonostante esistaaserie di evidenze sperimentali a
supporto della tesi per cui un aumento di attidiélle deacetilasi sarebbe coinvolto nella
carcinogenesi; tra queste, I'apoptosi indotta ttanknock-down delle HDAC 2 e
I'inibizione della crescita causata dal knock-dogelle HDAC 1 e 3 in cellule di cancro
della cervice?®

Nonostante gran parte dell’attenzione sia focal@zalle classi I, Il e IV, anche le
sirtuine sembrano ricoprire un ruolo importante geel che concerne I'insorgenza e la
progressione del tumore: si ritiene che oltre akrescoinvolte nella regolazione della
senescenza cellulare, nella riparazione del DNAllanerogressione cellulare e
nell’attivita trascrizionale di diverse importamroteine, una deregolamentazione della
loro espressione possa avere una funzione onc@gekisostegno di cio, alcuni lavori
hanno riscontrato sovraespressione delle sirtulRg 1S SIRT2, SIRT3 e SIRT7 in una
serie di tumorf”?® mentre la SIRT1 pare essere direttamente implicatgprocessi di
sviluppo della patologia, come dimostrato dalldtiiazione di geni oncosoppressori a
seguito di inibizione farmacologica di tale enzirAacora una volta, pero, esistono studi
contrastanti: la riespressione di SIRT2 in linedutai di glioma (in cui erano state
abolite) ne riduce la capacita clonogerfit€ome per le altre classi di HDAC, non si
riesce, ad oggi, a stabilirne I'esatta funzionel’ambito dell’oncogenesi, ma si puo
senza dubbio affermare che un’alterata espressieifie sirtuine € da tenere in forte

considerazione nella valutazione dei target peintgirventi terapeutici.
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1.4 Inibitori di istone deacetilasi

Lindubbia centralita del ruolo ricoperto dalle HA€ HDAC nell'oncogenesi ha
stimolato numerosi studi rivolti in tal senso; stati sviluppati ed analizzati una serie
di inibitori delle HDAC (HDACI), in particolare pde classi I, Il e 11l (SIRTi): si tratta di
composti in grado di espletare una funzione antiahe attraverso una serie di effetti
biologici quali induzione di apoptosi, arresto dllo cellulare, inibizione della crescita
e soppressione di angiogenesi e metadtasli HDACi hanno inoltre manifestato una
maggiore specificita verso le cellule alterate ettp a quelle normali, anche nel caso di
cellule non proliferanti (come dimostrato in unaidb del 2010 effettuato su linee
cellulari di leucemid): quest'ultimo aspetto & di fondamentale imporéarg i
differenzia da altri agenti anticancro, dal momeanke proprio la persistenza di tali
cellule comporta il rischio di ricaduta dopo l'intezione della terapia.

Le prime scoperte riguardavano l'abilita mostratagld HDACi nell'induzione della
differenziazione cellular® effetto associato alla capacita di provocare tordsl ciclo
cellulare nelle fasi &e/o G e di conseguenza inibire la crescifg( 1.3. Larresto in
G; sarebbe infatti da attribuire all’espressione digene, CDKN1A, che codifica per
linibitore di chinasi dipendente da ciclina (CKWAF1, meglio noto come pZ%t.Le
chinasi costituiscono I'organo di controllo delloicellulare e svolgono la loro funzione
a livello dei due checkpoint posti presso le traosi Gi/S e G/M; esse si occupano di
mantenere attivo il regolare avanzamento del ajtkzie ad una particolare classe di
proteine, le cicline, cosi chiamate a causa deldaiazione ciclica della loro
concentrazione durante il ciclo cellulare. L'esprese di un gene che inibisce una
chinasi indotta dalla somministrazione di HDACI, ndue, induce, indirettamente,
arresto del ciclo cellulare. Successivamente, seteti approfonditi gli aspetti
antiangiogenici e antimetastatici degli HDACI: Izione della vascolarizzazione
risulterebbe essere la conseguenza della ridopt@ssone di geni proangiogenici quali
il fattore di crescita vascolare endoteliale; ktfb di tale capacita e l'interruzione
dell'afflusso ematico al tumore, che naturalmenteimpedisce lo spread metastatico.
Non solo, in seguito a trattamento con HDACI sotadi segistrati up-regolazione di geni

soppressori di metastasi e down-regolazione di ggmia promuovont
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Fig. 1.3: Ciclo cellulare e cicline

Di considerevole importanza € infine la valutaziawgli effetti indiretti degli HDACI:

essendo infatti gli istoni solo uno dei target @@¢lIDAC, e evidente la necessita di tenere

conto di tutti gli altri substrati coinvolti. E’&to osservato che lo stato di acetilazione di

varie proteine non istoniche varia in funzione 'dsjpressione delle HDAC; tra queste,

alcuni fattori di trascrizione quali p53 e E2F1roamlti nella carcinogenesi, ma anche

proteine che regolano la riparazione del DNA o enap come la Hsp90 (deacetilata da

HDACSG6), che in seguito ad acetilazione rilasciaaproteine “clienti” che vanno quindi

incontro a degradaziorf@.

Sono note ad oggi sette classi di HDACI, tra quesistituiscono oggetto di studi clinici

gli acidi idrossammici, i peptidi ciclici, gli adigirassi a corta catena e le benzammidi:

Acidi idrossammici:

in questa categoria rientra il primo HDACI appravdalla FDA (Food and Drug
Administration) per il trattamento di un partic@dmfoma cutaneo, il Vorinostat
(meglio noto con [I'abbreviazione SAHA), ritenuto igrado di inibire
indistintamente ogni HDAC zinco-dipendente ma ialtée avente solo deboli
effetti sugli enzimi appartenenti alla classe*i@ccanto ad esso, sono in fase di
sviluppo il Belinostat (Ig nell'ordine del micromolare, induce acetilazione d
H4), il Panobinostat (effetti su H3 e H4 e maggiatévita inibitrice) ed il
Dacinostat (1§ pari a 0,15 pMj°
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* Peptidi ciclici:
il Romidepsin (secondo HDACI ad essere stato ao)\e un peptide ciclico di
origine naturale, isolato d&hromobacteriumviolaceum, che tramite riduzione
cellulare passa alla forma attiva, un ditiolo; lswessere attivo su una serie di
linee cellulari tumorali diverse e specifico nenfronti delle HDAC di classe™f

» Acidi grassi a corta catena:
il primo acido ad essere stato sottoposto ad amak$ato il valproico, da tempo
utilizzato come antiepilettico e successivamentestate anche come
antileucemico visti i blandi effetti collaterali ieenziati, che ha perdo manifestato
bassa potenza inibitric&;in seguito sono stati studiati anche I'acido tisth ed
il fenilbutirrato, ma con scarsi risultati.

* Benzammidi (0 amminoanilidi):
il meccanismo d’azione delle benzammidi é statongd oggetto di controversie,
tuttavia, ad oggi, € stato mostrato che il gruppam@o-anilidico agisce da
chelante per lo zinc¥: tra questi composti troviamo I'Entinostat Qi 2 uM),
specifico per gli HDAC della | classe, induce degibne di H4 e causa arresto
cellulare in diversi tumor® e il Mocetinostat (I nell'ordine del
submicromolare), con risultati positivi nel’ambittell'induzione apoptotica e

dellattivita antiproliferativa®®

R 0
NNy \/\”/ “OH S/O)’\/NH 2
H
\
© S
\orinast Romidepsin

; i Q
7
\/P)kOH @VO Hﬂ” NH
S hg §
O

Acido valproico Entinostat

Fig. 1.4 Esempi di HDACI



1 Introduzione

Attivita biologica dell’acido idrossistearico

1.5 Stress ossidativo: perossidazione lipidica ergao

Tra le numerose specie citotossiche note, quebdtive dell’ossigeno (ROS) hanno
ricevuto grande attenzione a causa delle imporimpiicazioni biologiche manifestafé.

I ROS sono radicali liberi contenenti ossigeno @méis all'interno dell’organismo
principalmente in quanto sottoprodotti del nornraktabolismo ossidativo.

La produzione dei ROS avviene nellambito della fdatazione ossidativa, il
meccanismo attraverso il quale 'ossigeno moleeolaene ridotto ad acqua secondo un
procedimento che permette di sintetizzare, trafugdorilazione di ADP, molecole di
ATP che fungono da riserve di energia alle quatdlula attinge per poter esplicare le
proprie funzioni vitali. Durante il processo di gporto degli elettroni vengono
normalmente trasferite all’ossigeno due caricheatieg, tuttavia puo accadere, talvolta,
che esso ne riceva solo una: in tal caso si geneea specie radicalica, I'anione
superossido © E’ stato osservato che una quantita compresal td® e il 5%
dell'ossigeno molecolare viene convertita in undedspecie reattive all’ossigeno, tra
queste la principale e appunto l'anione superossiloradicale generato puo
successivamente  subire dismutazione ad opera meilka antiossidante
superossidodismutasi (SOD), che lo rende inattraaig alla conversione in perossido di
idrogeno; tale specie, d’altra parte, non € coraptente innocua: pur non essendo essa
stessa un radicale, puo generarne per reazion@remmone metallico, in particolare il
ferro (reazione di Fenton) oppure con un anionemagsido (reazione di Haber-Weiss),
in entrambi i casi viene prodotto un radicale idiies il ROS piu dannoso per la cellula
poiché in grado di penetrare attraverso la membi@cizema 1.5*

a) Fe?" + H,0, —» Fe*' + OH" + OH

+

b) Fe’* + H,0, — Fe?' + OOH" + H'

¢) Fe** + 0,7 = Fe** + 0,

d) Fe’* + H,0, — Fe’* + OH" + OH
Schema 1.5Reazioni di fenton (a e b) e ciclo cataliticdH#iber-Weiss in due step (c e d)
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Altre fonti endogene di specie reattive all’'ossigesono il metabolismo del citocromo
P450, un enzima appartenente alla famiglia delgdasi che opera su diversi substrati
all'interno del reticolo endoplasmatico; i perossm, organelli cellulari contenenti
enzimi in grado di prelevare idrogeno da diversistrati e legarlo all’ossigeno al fine di
formare HO,. Con riferimento alle fonti esogene, d’altra pagestato osservato che
composti clorurati, radiazioni, ioni metallici pos® condurre, direttamente o
indirettamente, alla formazione di specie reatti@fossigeno ed indurre stress
ossidativo®

Il controllo della stabilita in relazione alla peega dei ROS all'interno della cellula &
affidato alle specie antiossidanti, le quali, imdizioni fisiologiche normali, riescono a
rendere inattivi i radicali liberi. Tra gli enzinche rivestono tale funzione, i piu studiati
sono il sopraccitato superossidodismutasi e duespelasi, catalasi (localizzata nei
perossisomi) e glutatione (presente nel citosoleé mitocondri), il cui substrato
principale e appunto il perossido di idrogeno. tesis poi diverse molecole non
enzimatiche in grado di svolgere una funzione astidante, le piu note sono
sicuramente la vitamina E, vitamina [Ecarotene e coenzima Q. Gli studi riguardanti il
contenuto in antiossidanti di tipo enzimatico iflide tumorali hanno evidenziato che i
mitocondri di queste ultime sono carenti in SODneadimostrato dall’assenza dy®4;

in particolare, si osserva nei tumori a velocitaxmiscita elevata e poco differenziata un
livello di protezione molto piu basso nei confroadi radicali liberi. Varie linee cellulari
maligne hanno poi presentato livelli di glutatiomderiori, anche in questo caso in
maniera inversamente correlata alla velocita déata dell’epatoma, ed anche per la
catalasi e stato registrato lo stesso trend, candiminuzione del numero di perossisomi
in cellule tumoralf® #2

| potenziali target dei radicali liberi sono pripalmente tre: una serie di proteine e di
amminoacidi hanno mostrato modificazioni chimicle/ute a reazioni ossidative che
possono tramutarsi in modificazioni strutturaliaaisare alterazioni funzionali, tuttavia i
maggiori danni registrati sono quelli a carico digidi di membrana. Le cellule
possiedono infatti una membrana costituita in denza di lipidi, in particolare
fosfolipidi (viene infatti chiamata “bilayer fosipidico”) e, in misura minore,
colesterolo: tali composti sono passibili di perdazsione da parte dei ROS, per cui si
parla di perossidazione lipidiéa.

Numerosi studi sono stati effettuati sulle membrdineellule tumorali, nell’ambito dei

qguali sono state analizzate principalmente compmséze risposta alla perossidazione: i

11



1 Introduzione

primi lavori hanno evidenziato una caratteristicamane a tutte le linee cellulari
tumorali, ossia la resistenza a fattori perossiddnizialmente é stato analizzato |l
comportamento di membrane subcellulari, in pari@Imitocondriali: in seguito alla
somministrazione di sistemi in grado di generarg-aglicali si € osservato, in tutti i
casi, un aumento del quantitativo di agenti antilasgi esogeni quali vitamina B;
carotene o ubichinone nelle membrane che quindetivano che la perossidazione
avesse luogo. Questo fenomeno, inoltre, era moito rparcato in cellule meno
differenziate e con velocita proliferativa maggiomn una correlazione inversa tra
attivita proliferativa e perossidabilitd. Succeasiente si € passati alla valutazione del
contenuto di acidi grassi poliinsaturi (PUFA) adtérno della membrana: i microsomi di
diversi epatomi hanno mostrato un contenuto inolqstli inferiore rispetto alle cellule
normali ed il rapporto tra acidi poliinsaturi e noimsaturi risultava molto piu basso. E’
stata quindi formulata l'ipotesi che il fattore llante per la perossidazione fosse la
disponibilita di residui PUFA, target dei radicklieri: vari lavori effettuati su epatomi di
Morris diversi (9618A, lento; 44, velocita interni@d3924°, veloce) hanno evidenziato
come allaumentare della velocita di crescita dehdre diminuisse il contenuto di
fosfolipidi ed il grado di insaturazione, indipentiemente dallo stimolo proossidante
impiegato®? Tale comportamento & stato quindi valutato inzielee alle caratteristiche
chimiche e fisiche della membrana: oltre alla cosigione, la struttura delle membrane
degli epatomi mostrava fluidita notevolmente rido#® maggior grado di ordine,
fenomeno riconducibile alla diminuzione del rappduasfolipidi/proteine e all’aumento
del rapporto colesterolo/fosfolipidi, sia nelle m@ane plasmatiche che in quelle
intracellulari. Si e quindi formulata I'idea che ¢ellule tumorali fossero cellule nelle
quali le membrane avessero gia subito danni pe@ar l'inibizione dei sistemi
enzimatici antiossidanti superossidodismutasi ealasit aumenta la tossicita
dellossigeno e in seguito all’esposizione a rddisaperossido sono state registrate
caratteristiche chimiche e fisiche simili a quelidle membrane di cellule alterédfe.

In seqguito a tali evidenze, sono stati approforgliteffetti dei prodotti di perossidazione
a livello cellulare: essendo tali composti presantnisura inferiore nelle linee tumorali,
si e ipotizzato che potessero giocare un ruolo’amebito del controllo della
proliferazione cellulare. E’ stato dimostrato cotaé composti riescano ad inibire la
divisione cellulare agendo sulla sintesi del DNA i particolare bloccando i gruppi SH
delle DNA-polimerasi, per cui si delinea una fumaoregolatrice della perossidazione

lipidica nei confronti dell’attivita mitotica, esphta attraverso i suoi prodotti.
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1.6 Acido idrossistearico

| prodotti derivanti dalla perossidazione lipidisano stati isolati e analizzati in diverse
linee cellulari tumorali; tra questi, € stata eviziata la presenza di idroperossi- e
idrossiderivati di PUFA, generati tramite meccanigmzimatici o non enzimatici e che
hanno mostrato capacita di influenzare la sintesiDINA e la proliferazione. Gli studi
sono stati quindi rivolti in maniera piu specifigha valutazione del contenuto endogeno
di acido 9 e 10 idrossistearico (9-HSA e 10-HSApabtratosi sensibilmente inferiore in
cellule alterate rispetto alle cellule normali; bia fatto supporre che il composto potesse
rivestire un qualche ruolo nell’ambito del contootlella crescita cellulare, per cui sono
stati svolti una serie di saggi al fine di testagheeffetti in seguito a somministrazione
esogenan vitro. In linee cellulari di carcinoma polmonare di LewiC108) e stato
registrato un calo nella proliferazione in segutbaggiunta di concentrazioni uguali o
superiori a 50 UM di HSA e sono stati osservattéfcitotossici solo a concentrazioni
pari a 100 pM, inoltre I'inibizione della prolifez@ne € risultata essere reversibile, come
dimostrato in seguito alla rimozione dell’acido.aifiite confronto con le cellule di
controllo, infine, & stato possibile definire I'aarno percentuale di cellule in fasg/Ka,

per cui & stata avanzata I'ipotesi di un bloccdedeiitosi®® E’ stato poi dimostrato come
'isomero con il gruppo ossidrile in posizione 9nifasti attivita inibitrice maggiore, per
cui ulteriori ricerche sono state svolte al fine riBalire al meccanismo d’'azione
del’HSA.** Le analisi effettuate su linee di carcinoma ddbeaumano HT29 hanno
mostrato come il target principale del compostd’stone deacetilasi 1, la cui attivita
vitro é risultata essere inibita del 66.4% circa al mmmen cui la concentrazione
nucleare di HSA era massima; tali dati sono cadoikleon I'induzione dell’espressione
del gene p21, che provoca, come gia osservatastarmel ciclo cellulare. Uno studio del
2012 ha infine approfondito i diversi effetti daielenantiomeriR)-9-HSA e §)-9-HSA

e ha investigato nel dettaglio I'attivita biologickei composti, utilizzando ancora una
volta cellule HT29. | saggi hanno evidenziato nuogate un incremento del livello di
acetilazione dell'istone H4 e della trascriziondaproteina p21, contestualmente ad un
decremento dell’espressione della ciclina D1; moltenantiomeroR) ha prodotto una
migliore interazione con il sito catalitico dellHGC1, dimostrandosi quindi piu
efficiente nell'inibizione dell’enzima, come anchel blocco dellattivitd di HDAC2 e
HDAC3. Tramite la tecnica della citometria a fluspoi, € stata identificata la fase del
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ciclo cellulare in cui avviene l'arresto della a#a indotto dallHSA: entrambi hanno
provocato un blocco in fasey; e un decremento del numero di cellule in fae S

Benzotiazoli: sintesi e applicazioni biologiche

1.7 Introduzione

| benzotiazoli rappresentano una classe di etdratie ha ricevuto grande attenzione nel
mondo della ricerca grazie alle numerose attivitdolgiche dimostrate. Si tratta di basi
deboli costituite da due anelli legati insiemeaattrrso le posizioni 4 e 5 del tiazolo (la

numerazione nel tiazolo inizia dallatomo di zolfquest'ultimo é strutturalmente

riconducibile al tiofene e alla piridina, ma ha tnato possedere proprieta simili perlopiu

> O

a b C

a quest'ultimafig. 1.6).

Fig. 1.6 Benzotiazolo (a), tiofene (b) e piridina (c)

Esistono in letteratura ampi riferimenti all'impanza in ambito medico e biologico di
composti eterociclici; tra questi, i benzotiazaliseno rivelati efficaci antimicrobici,
antitumorali, antidiabetici, antielmintici, antilmmatori, anticonvulsivi, antipsicotici,
diuretici e antiossidanti. Negli anni '50 sono s&itidiati in maniera approfondita i 2-
amminobenzotiazoli, che hanno evidenziato propa#taossiche nei confronti di cellule
cancerose e sono stati analizzati in quanto riassdei muscoli centrali. La
combinazione di 2-amminobenzotiazoli con altri etésli, d’altra parte, € ormai un
riferimento per quanto riguarda il design di nuovelecole di interesse farmaceutico: un
esempio € rappresentato dai 2-(4-amminofenil) biazmi, una classe di agenti
antitumorali selettivi. Negli ultimi anni, infin@& stata confermata I'attivita antimicrobica
dei benzotiazoli e dei loro bioisosteri, sia nenfconti di batteri Gram-negativi che di

batteri Gram-positivi®
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A causa delle diverse funzioni che i derivati beiaawlici sono in grado di espletare in
numerosi ambiti, nel corso degli anni sono statdugpate una serie di procedure
sintetiche che prevedono, tra le altre, condenseZi@ aldeidi, acidi carbossilici, cloruri
acilici o nitrili e o-amminotiofenoli (uno dei metodi piu utilizzati péat sintesi di

benzotiazoli sostituiti in posizione 2), ma esistoanche diversi metodi basati su

ciclizzazioni o coupling tra aromatici e sintepattire da aniline.

1.8 Principali metodi di sintesi di benzotiazoli

Il metodo classico sviluppato per la sintesi diiddr benzotiazolici prevede la
condensazione tra-amminotiofenoli e aldeidi, e permette di ottenbenzotiazoli 2-

sostituiti con diversi catalizzatori e in diversendizioni di reazione; tra le diverse
possibilita, € stata studiata la reazione in micd®o senza solvente conSp quale

catalizzatore che ha portato a buoni risultatienmini di resa e tempi di reazione (3-4
minuti).*l trattamento dello stesso substrato con aciddassilici in presenza di acido
polifosforico conduce anch’esso a condensazionefmonazione di benzotiazoli in rese
piuttosto elevate ed e il principale metodo diesndi composti aventi sostituenti arilici

in posizione 2.

1 SH s
Catalizzatori a-f
+ RCHO > / R
NH, N
a. Montmorillonite, SiO, /Grafite/; microonde, ps-TsOH
b. Dietil bromofosfonato/ fert-Butil ipoclorito; acetonitrile
¢. Ammonio nitrato di Cerio (IV)
d. H,O,/HCl in etanolo
e. AcOH/Aria; Microonde/Calore
f. Lievito di birra, diclorometano
2 SH S
Acido polifosforico
+ RCOOH > / R
NH, N
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La sintesi di benzotiazoli 2-sostituiti puo inoltressere effettuata attraverso la
ciclizzazione di tioformanilidi, realizzata in setu alla formazione di un legame

intramolecolare C-S.

z S

Catahzzatorl a-¢ :
)J\ / ’

a. Cul; 1,10-Fenantrolina, CS,CO3, riflusso

b. Manganese triacetato

c. CS,CO3, diossano

d. Ciclizzazione fotochimica indotta da cloranile
e. Pd/(PPh;3)4/MnO, in atmosfera di ossigeno

Un’altra importante procedura & quella che coinedly presenza di aniline variamente
sostituite, trattate con KSCN in presenza di a@detico glaciale (3); una particolare
variante del metodo permette di sintetizzare bemzol arilici per reazione con

nitrobenzoil cloruro in piridina a riflusso, sucee® trattamento con reagente di

Lawesson ed infine ciclizzazione radicalica di dsem tramite potassio ferrocianuro (4).

NH, NH,
Xy KSCN/Bry/H,0 N HCI/H,0 N N\
‘ — ‘ — > ‘ NH,
[ [ S s
R R

2 NH, COocCl
\ Plrldma O\ R?  Reagente di Lawesson
" -
‘ / Rlﬂusso Clorobenzene
R! R?
NO,
NO,
2
X s R

R1I_ XS
= ' R? K3Fe(CN)g " | NG
EEEE———_— —_ >
aq. NaOH, 90°C |
/ N/
NO,
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Esistono infine processi che passano attraverspliogutra tiofenoli sostituiti e nitrili
aromatici in presenza di nitrato cerico ammonico lesintesi di arilbenzotiazoli e

conducono ad eccellenti re¥e.

SH CN R
R3

Rl R3
CAN (2 eq.), NaHCO;

MeCN, RT, 0.5 hr y, R*

1.9 Attivita biologica di derivati benzotiazolici eindolici

| derivati benzotiazolici manifestano attivita lmglca in una serie di differenti ambiti: le
proprieta di tali composti sono note da diversiiangaono tutt'oggi oggetto di numerose
ricerche.

L'attivita antimicrobica dei benzotiazoli e statadagata attraverso vari approcci e su
numerosi microrganismi, tra cui funghi e batteri.pirimido [2,1-b] benzotiazoli
(variamente sostituiti) sono risultati attivi neondronti di batteri qualiE. coli e
Enterobacter; diversi benzotiazoli 2-sostituiti, contenenti hacun gruppo 5-mercapto-
1,3,4-triazolico, sono stati testati come antibyatiesu E. coli e S. aureus e su funghi
guali Candida albicans e Aspergillus niger e hanno fornito buoni risultati. Una serie di
composti contenenti un atomo di cloro in posizidhe 7 sono stati sintetizzati ed
esaminati quali inibitori di vari batteri, tra cBi subtilis, S. typhi, E. coli e S. aureus.
Anche composti con strutture meno complesse com@r2inobenzotiazoli sostituiti in
vario modo hanno rivelato attivitd antifungiima vitro, su ceppi qualC. albicans, A.
niger e A. flavus. '

Negli ultimi anni sono state studiate le proprietatinfiammatorie di derivati 2-
amminobenzotiazolici, ed in particolare € statoens®o che in presenza di sostituenti
elettronattrattori quali Cl, N©o OCH; in posizione 4 o 5 l'efficacia aumentava. Sono
stati inoltre testati dei benzotiazoli O-sostituiti posizione 4, che hanno mostrato una
forte capacita inibitoria nei confronti del recetoB, della bradichinina, un
neurotrasmettitore peptidico la cui eccessiva coinagione causa i tipici sintomi

dell'inflammazione.
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Numerosi derivati sono stati valutati come antiadsivanti e molti sono risultati attivi
su convulsioni derivanti da elettroshock o indatee un analettico, il pentilentetrazolo
(PTZ). Una serie di 1,3-benzotiazol-2-il benzammnadstata analizzata, rivelando che
alcuni composti sono attivi e non neurotossici atefossici; in particolare, composti con
gruppi quali F, CH o OCH; in posizione 6 hanno evidenziato maggiore effizéen
durante i test.’

Esistono infine diversi studi relativi all'attivitantitumorale manifestata da substrati
benzotiazolici, con test biologici effettuati sullgke tumorali di vario tipo. Tra i
composti analizzati, € stato trovato che i deriZaf#-amminofenil)benzotiazolici sono
particolarmente potenti nell'inibizione della topmmnerasi di tipo 2, con la massima
attivita riportata dal 2-(3-ammino-4-fenil)benzatido. Sono stati inoltre sintetizzati
degli analoghi fluorurati che si sono rivelati attsu diverse linee cellulari: il 2-(3,4-
dimetossifenil)-5-fluorobenzotiazolo possiede unzceiente capacita di inibire la
proliferazione; in generale, é stato osservato complessi di questo tipo contenenti piu
di un alogeno possiedono citotossicita nei confrdntcellule cancerogene. Derivati
chinolinici sostituiti con residui benzotiazolicahno riportato buoni risultati nell'attivita
su cellule di cancro del colon e del sého.

L'utilizzo di composti contenenti residui benzotihzi in ambito biomedico € oggetto
tutt'oggi di ricerca, con studi su substrati dotigiverso; oltre alle attivita sopraccitate,
tali prodotti hanno mostrato di essere efficacicaabetici, antielmintici, antitubercolari,
antileishmanioticf’

Cosi come i derivati azolici, quali il tiazolo esiioi benzocondensati, anche i derivati
indolici rivestono una fondamentale importanza ampo biologico; molti composti
contenenti il nucleo indolico hanno infatti mosireé seconda della loro struttura, attivita
biologica di diverso tipo, come ad esempio attivéatinfiammatoria, analgesica,

antifungina, antimicrobica e antitumoré&fe.
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2. Risultati e discussione

| nuovi composti sintetizzati nell’'ambito di quedavoro di tesi mantengono una parte
della struttura iniziale dell’acido 9-idrossisteari ed in particolare la sezione della
catena alifatica che va dalla funzionalita acidenteale al C-8, ma si differenziano per la
presenza di sostituenti eterociclici legati al Ge&li derivati azolici e indolici. Alcuni dei
prodotti di sintesi sono stati sottoposti a sageflutari presso il Dipartimento di
Farmacia e Biotecnologie dell’'Universita di Bologrsau linee cellulari di tumore del
colon umano (HT-29). | test hanno permesso, ovsipits, di determinare I'lgp, ossia
la dose necessaria all'inibizione del 50% delldubel e di valutare attraverso analisi
microscopiche se effettivamente si sviluppasse initazione della proliferazione in
seguito alla somministrazione dei composti. Sucdeasgente, due derivati
amminobenzotiazolici4@ e 7) ed un derivato indolicol@) sono stati studiati attraverso
calcoli di docking molecolare al fine di valutare se le deacetilasioniche
rappresentassero un possibile target molecolaniecoose accade nel caso dell'acido 9-
idrossistearico, e quindi fornire indicazioni pdtetiori studiin vitro. Infine, alcuni
composti sono stati testati, presso lo stesso Dipanto, su microrganismi batterici e
specie fungine. Di seguito € riportata la descngialei risultati ottenuti e la loro

discussione, suddivise in sezioni relative all’@psintetico e a quello biologico.
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Procedure sintetiche

2.1 Sintesi di derivati tiazolici, tiadiazolici e lenzotiazolici

La modificazione strutturale dell’acido 9-idrossmtico € stata progettata a livello della
posizione C-9, in modo da mantenere parte dellaneamnetilenica e, soprattutto, la
funzione acida o esterea, che costituirebbero, aseba quanto emerso da studi
precedenti, elementi fondamentali per Iattivititigmliferativa del compost&. Si &

quindi deciso di introdurre il residuo eterocicliatiraverso la formazione di un legame

ammidico in posizione C-9 rispetto al 9-idrossistt@di metile Fig. 2.1).

OH (0] (0] (0)
Het
W}\O/ \N/“\ﬁ/“\o/
8 7 H 7

9-idrossistearato di metile derivati ammidici del 9-ossononanoato di metile

Fig. 2.1 Confronto tra le strutture dei composti sintedize il 9-idrossistearato di metile

La sintesi dei derivati benzotiazolici, tiazolictiadiazolici € stata effettuata secondo una
reazione tipo Schotten-Baumann che permette dnertteuna ammide a partire da
un’ammina ed un cloruro acilico, in presenza di base che neutralizzi il protone che si
libera in seguito all’attacco nucleofilo al carbonelettronpovero e alla successiva
eliminazione del cloruro con ripristino della fuoze acilica. Cio ha richiesto uno step
sintetico Schema 2.2 per la preparazione del 9-cloro-9-ossononanoatanetile
ottenuto dal monometil estere dell'acido azelaicediante reazione con cloruro di
ossalile in CHCI, anidro. L'avvenuta conversione del reagente a stificata mediante
analisi*H-NMR del grezzo di reazione, che ha mostrato, cergnale diagnostico del
prodotto, la comparsa di un tripletto relativo algpo metilenico adiacente alla funzione

cloroacilica risonante a campo piu basso rispetioedlo del composto di partenza.

Schema 2.2Sintesi del cloruro acilico del monometilesteed’dcido azelaico
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Il cloruro acilico € stato poi impiegato tal qualelle reazioni con i derivati amminici
scelti Schema 2.3 condotte in ambiente anidro al fine di evitdidradlisi dello stesso;
per tale motivo, il sistema e stato tenuto sottibebée di azoto per tutta la durata della
reazione e come solvente e stato utilizzato, anohguesto caso, Gi€l, anidro,
precedentemente distillato su anidride fosforicaagenti sono stati aggiunti in rapporto
1:2 (con il cloruro acilico in difetto), dal momenthe i benzotiazoli e i tiazoli agivano

anche da base per neutralizzare I'HCI che si foenasitu.

HN
X }/S
A —
B />*NHz—> H3COMN { X
Z N 0 0 /
3a-3g 4a-4g

a. X=H

b. X =4-OCHj;

c. X=6-Cl

d. X=6-OCH,CHj;
e. X=CHj;

f. X=5-NO,

g. X= 6-N02

O O
5a-5f 6a - 6f

a.X=H;Y=C;Z=C

b.X=5-CH;;Y=C;Z=C

¢. X=4-OH;Y=C;Z=C

d. X=4-Ph;Y=C;Z=C

e X=5-H,Y=N;Z=C

f.X=3-Ph;Y=C;Z=N

Schema 2.3Reazione di Schotten-Baumann su 2-amminobenniite2-amminotiazoli

by

Una prima serie di prodotti é stata ottenuta wdmdo quali substrati 1 2-
amminobenzotiazoBa-f contenenti sostituenti diversi sull'anello carbdici. | prodotti
sono stati purificati mediante cromatografia suonak di gel di silice e caratterizzati
attraverso spettrometria NMR al protone e al cadb®8 e di massa.

| prodotti sono stati ottenuti con rese che varidab30 al 60%; in alcuni casi e stato
recuperato, dopwork-up, il compostol, segno di una non completa reazion® dhe

potrebbe anche essere ascritta ad una sua padnalisi prima della reazione con |l
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2. Risultati e discussione

substrato amminico. In questa fase, tuttavia, nasi € focalizzati sulla messa a punto
delle condizioni sperimentali per ottimizzare Isggbensi sull’ottenimento di prodotti ad
elevata purezza: lo stadio di purificazione, infag stato condotto con estrema
attenzione, dal momento che eventuali impurezzebdaro potuto falsare i risultati dei
saggi cui dovevano essere sottoposti i prodofinal di ricavare informazioni sulla loro
attivita biologica. Riguardo alle reazioni con irigati benzotiazolici sostituiti in
posizione 6 con i gruppi cloro, etossile e nitrsgettivamente3c, 3d e 3g), € stato
osservato che la resa piu elevata e stata ottemunta&d, mentre nel caso dg (2-
ammino-6-nitrobenzotiazolo) non é stata osserviatana conversione: questo, se pur in
maniera qualitativa, puo essere correlato con dfeff del sostituente in posizione
coniugata che puo disattivare l'attacco al carb@uitico (6, = -0.25, +0.23, +0.78 per
OEt, Cl, NQ, rispettivamente)’

La reazione €& stata provata, poi, sia con 2-mesbaptzotiazolo che con Il
corrispondente tiolato: I'analisi spettroscopitd&NMR della miscela di reazione ha
evidenziato la presenza di segnali compatibili keoformazione di una esigua quantita di
un prodotto, che non é stato possibile isolare.

Al fine di ottenere indicazioni sull'effetto delh®llo carbociclico benzocondensato
sull'attivita biologica dei prodotti sono stati tizzati i compostba-f. Le reazioni sono
state condotte in maniera analoga a quelle coam&inobenzotiazoli, e anche in questo
caso | prodotti sono stati purificati per via crdogaafica e caratterizzati
spettroscopicamente.

Dal momento che, nell'ambito di studi passati, gmaiacondotte sull’attivita biologica sia
dell'acido 9-idrossistearico che del suo esterdlit@tavevano permesso di stabilire che
entrambi possiedono attivita antiproliferativa nenfronti di linee cellulari appartenenti
a formazioni tumorali di origine umana (in part@a su cellule di adenocarcinoma del
colon, HT29) ma con diverso target molecolare (gonescritto nella sezione
introduttiva), si € deciso di provare ad effettuare analogo confronto fra il derivato
estereoda ed il corrispondente acido. A questo scopo, e statessario utilizzare una
base in grado di idrolizzare selettivamente la ime esterea senza agire su quella
ammidica: in seguito a trattamento con LiOH in ralacHbO/MeOH é stato possibile
ottenere (dopo neutralizzazione) il deriv@t(Gchema 2.4
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2. Risultati e discussione

O

NH
s\(
4a + LIOH —— @/NMOH
(6]
7

Schema 2.4ldrolisi del derivato benzotiazolico non sostitui

Riguardo alla struttura dei compodgtie 6, € necessario fare alcune considerazioni: i
reagentida-f e 4a-f, essendo nucleofili bidentati, possono reagirealiiazoto esociclico
che a quello endociclico; in linea di principio,ingi, la reazione effettuata puo dar

luogo alla formazione di strutture diverse coan@/o la sua forma tautomericap €Fig.

2.5

R' R'
S S
—{ )\ —{ /K
=
N NH N NH
0 ), 0 ),
\o 0 \o 0
a b
I.R=R'=H

II. R-R' = -CH=CH-CH=CH-

Fig. 2.5Possibili strutture per i derivadie 6

pY

In letteratura, ad esempio, & stato riportato d¢h2-amminotiazolo ed il 4-metil-2-
amminotiazolo agiscono come nucleofili bidentatiseeil 2,4-dinitrofluorobenzene in
dimetilsolfossido $chema 2.§ In particolare, in assenza di ingombro steriatbmo di
azoto endoclicico del 2-amminotiazolo e il sito ttiea preferito nella reazione di
sostituzione nucleofila aromatica (via a), menttarglo I'approccio dell’elettrofilo é
stericamente impedito (come nel caso del 4-mediii2rinotiazolo), la reazione avviene

all’azoto amminico endociclico (via b).
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2. Risultati e discussione

F NO,
S NO,
Ly -

NO,
Schema 2.6Reazioni fra 2-amminotiazoli e 2,4-dinitrofluoeizene

Di recente, inoltre, & stato riportato che il 2-ammbenzotiazolo reagisce con 2-((4-
cloro-6-metilpirimidin-2-iltio)metil)benzotiazololammino gruppo esociclicd” mentre
con glicidilfenil etere la reazione avviene sia’aaibto esociclico che a quello
endociclico, dando un diaddoftoAlcuni tra gli ultimi risultati del gruppo di ricea in
cui e stato svolto questo lavoro di tesi hanno mtst come derivati 2-
amminobenzotiazolici con 7-cloro-4,6-dinitrobenzofsano possano dare sia prodotti di
mono attacco all’azoto esociclico che, ancora uoliay dei diaddotti, con rapporto

relativo modulabile a seconda delle condizioni spentali Fig. 2.7).>*

—N
[\ NO,

R RL

a \ 7/ 3% \ /
0 By e
ON / N~ “NH TSN

2 _N S O O
o o+ R—- />7NH2 — ON / O:N /

\N/ N /N\ /N\
O + O

~./ ~. 7/

N N

NO, NO,

Fig. 2.7 Reazione tra 7-cloro-4,6-dinitrobenzofurossarsaamminobenzotiazoli
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2. Risultati e discussione

Considerate tali premesse non era da escludestahiita di ottenere diversi isomeri 0

addirittura piu prodotti nelle reazioni feae 3a-g o 5a-f. Per tale motivo, la struttura dei

composti ottenuti e stata accertata tramite NMR esperimenti NOESY-1D, che hanno

permesso di evidenziare come la reazione non aavadgopera dell’azoto amminico

esterno ma di quello del ciclo tiazolideid. 2.9.

i A
1

-

S
HsC N N

I

LI L L L L L L L L BN L L L

10 8 6 4

LI L L L L L L L B L BB

2 0 -2 -4 pPpm

Fig. 2.8 NOESY-1D sul prodottda.ln seguito ad irraggiamento del picco a 2.46 pelativo al CHin

alfa al gruppo ammidico, si vede effetto su unoptetoni aromatici: se I'attacco fosse avvenutdazbto

esociclico, non ci sarebbe stato effetto sui priddenzenici, troppo lontani.
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2. Risultati e discussione

2.2 Sintesi di derivati indolici

Poiche il nucleo indolico riveste una notevole im@anza in una lunga serie di composti
biologicamente attivi, & stata progettata ancharitesi di alcuni derivati contenenti tale
eterociclo.

Il primo reagente preso in considerazione € statdriptammina: la sintesi del suo
derivato per reazione con il cloruro acilige stata condotta seguendo le stesse modalita

adottate per gli amminobenzotiazdichema 2.9.

NH o o NH ° ° NH
/ / LiOH /
2+ e —_—
HN H,CO N HO N
7 H 7 H
8 9 10

Schema 2.9Reazione di 2 con triptammina

by

La struttura del prodotto purificato e stata indagaome al solito, tramite analisi
spettroscopiche. Anche in questo caso si potevéraarye due isomeri, ma la presenza,
nello spettro'H-NMR, di due segnali di singoletto distinti edaafjati che integrano
ciascuno per un protone ascrivibili a due protoobit legati ai due atomi di azoto ha
permesso di dedurre che l'attacco fosse avvenut@atemo di azoto esociclico del
reagente. Il prodotto, inoltre, e stato sottopaadoidrolisi per trattamento con LiOH
monoidratd® al fine di ottenere il corrispondente acido (costpd0).

Un altro nuovo derivato €& stato ottenuto per awmize di Friedel-Crafts ddN-
metilindolo, che ha fornito il prodotto di acilamn® 12, come mostrato nell&chema

2.10

HyC

\
N
, . \ AICI, \
OCH;
N
\
CHs 0 0

11 12

Schema 2.10Reazione colN-metil indolo
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2. Risultati e discussione

Sempre nell’ambito dei derivati indolici, si € daxi di preparare, a partire dall'indolo
(13), i derivati 14, 15 e 16 (Fig. 2.1, al fine di poterne in futuro valutare I'attivita

biologica ed eventualmente definire una relazidnétsra-attivita.

14 15 16

Fig 2.11 Derivati indolici ottenuti attraverso le reazidra2 e 13

In letteratura € stato riportato che a partire m@oli, in seguito a metallazione con
bromuri di metil magnesio e trattamento con un wloracilico, si puo ottenere la
formazione di diaddotfi® cid ha suggerito di provare ad effettuare la wezifra
I'indolo ed il cloruro acilico2, aggiunto in eccesso al fine di creare condiztahida

permettere il diattacco, che ¢ in effetti avven(@ohema 2.1

\ 1) CH;MgBr
2)2(2eq.)
—_— >

Tz

13

14

Schema 2.12N e C-3 acilazione dell'indolo in presenza di un eccedisd
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2. Risultati e discussione

La preparazione dL5 e 16 ha richiesto invece una serie di prove effettuaguendo
diverse procedure riportate per la preparaziondedivati indolici: € noto, da dati di
letteratura che I'indolo subisce acilazione in posizione 3 a@itime rese se trattato
dapprima con cloruro di dietilalluminio (#&ICI) a 0 °C in diclorometano anidro e
successivamente con cloruri acilici a corta cat@majuesto caso, tuttavia, la reazione
effettuata con il reagent2 ha portato alla formazione del prodofié con rese molto
basse. Lottenimento dello stesso € stato poss#eitpiendo una procedura riportata in
letteratura che prevede un primo step in cui awiknreazione fra l'indold3 e un
reagente di Grignard (GNIgBr) seguito dalla successiva aggiunta di clodirsinco ed
infine del cloruro acilico$chema 2.1 il prodotto € stato caratterizzato e sottop@sto
analisi spettroscopica per la determinazione dgtlattura finale, la quale ha confermato
che lattacco e avvenuto sulla posizione 3 delbiod E’ stata anche effettuata la
reazione di salificazione dell’indolo tramite idoudi sodio seguita da trattamento cn

ma nelle condizioni utilizzate non é stata riscatatiformazione dL6.

0 0

1) CH;MgBr
\ 2) ZnCl,

3)2

_—
o/

N
N |

13 15

Schema 2.13Sintesi del derivato di acilazione al carbonio

E' stato poi sintetizzato il 3-trimetilsililindol@er ciclizzazione fra 2-iodoanilina e
bis(trimetilsilil)acetilene, secondo una proceddescritta in letteratur®. Al derivato
sililato sintetizzato € stato quindi aggiunto ihgoosto2 in condizioni “solvent free”; la
reazione e stata effettuata in un distillatore iodm da allontanare per distillazione il
cloruro di trimetilsilile man mano che si formavachema 2.13 E' stata in tal modo
ottenuta una miscela dei compdkiie 16,che sono stati separati mediante cromatografia
su colonna di gel di silice.
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2. Risultati e discussione

1 ) SiM63

1
Sli/ Pd(OAC), n-B
~ 2, N-BuyNCl, NaOAc o
+ / >
\Si
d

NH,

2) SiMe,

+ 2 — 15+16

/

N

Schema 2.14intesi del 3-(trimetilsilil)-Bl-indolo e successiva reazione con il cloruro agific

E' verosimile che le difficolta riscontrate duraméesintesi del derivato 3-acilindolico
siano dovute alla presenza dell’azoto non “protetial momento che nel caso dW

metilindolo la reazione non aveva causato gli sf@asdblemi.

Saggi cellulari

2.3 Determinazione dell'lGg tramite saggio MTT

Il primo saggio effettuato, descritto dal puntovita procedurale nella sezione Parte
sperimentale, aveva come finalita la valutazion#adeoncentrazione citostatica e/o
citotossica che inibisce il 50% della popolazioedutare, ossia I'lG. Il valore di tale
concentrazione e stato stimato mediante il saggialare citotossico colorimetrico noto
come saggio MTT, basato sull'utilizzo di un ageiniteromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazolio. Si tratta di un test chideva la tossicita dei prodotti in esame
saggiando l'attivita dell’enzima mitocondriale simato deidrogenasi, il quale riduce
'MTT, di colore giallo, a formazano, viola;, la tata spettrofotometrica,
successivamente, permette di risalire alla conaeiatne di formazano e quindi al livello

di vitalita>®

Le cellule, appartenenti ad una linea di cancrocd®n umano (HT-29),
sono state inizialmente trattate con un range dcentrazioni standard (1-100 uM) ma,
non avendo riscontrato una diminuzione nella vaadiellulare, I'intervallo utilizzato e

stato aumentato a 300 puM.
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2. Risultati e discussione

Sono stati sottoposti ad analisi sei derivati dah#minobenzotiazolodé-4e e 7) e due

derivati amminotiazolici§a e 6b):

/

O O
H, R =CH; (4a) a. X=H (6a)
4-OCH; R=CH; (4b) b. X =CH; (6b)
6-Cl, R = CH, (4¢)

6-OCH,CH; R =CH; (4d)
6-CH;, R = CHj (de)
HR=H(7)

-0 oo o
LR

In alcuni casi non sono stati ottenuti valori certttendibili di 1G, per problemi spesso
riconducibili ad interferenze nella lettura speittometrica Tab. 2.1). Sono state infatti
riscontrate difficolta nella somministrazione deffeolecole, in parte dovute alla loro
scarsa solubilita in DMSO gia alle basse conceiunazn parte alla precipitazione delle
stesse nel mezz&i@. 2.10. In tali condizioni, inoltre, il composto in fomrsolida, non &
accessibile alla cellula e quindi la concentrazieffettiva in soluzione diminuisce. Il
problema della formazione di cristalli, d’altra fgarnon € stato risolto neppure con la

sostituzione del DMSO con etanolo, solventi cheggasfunamente diluiti, sono veicoli

molecolari inerti per le cellule.

Fig. 2.1Q La prima immagine é relativa alle cellule di qotib, ossia quelle a cui non é stato
somministrato alcun prodotto, mentre nella secan@@d notare come, dopo I'aggiuntadai(soluzione
50 uM), si formi un precipitato, visibile sotto foa di punti neri (alcuni sono stati cerchiati isg0) su
fondo grigio.
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2. Risultati e discussione

Nella tabella 2.1 sono riportati i valori indicatdi I1Csp ottenuti mediante saggio MTT:

Concentrazione a cui
Composto Solvente 1Go o S
precipitano i cristalli
DMSO 37 uM 100 uM
4a
Etanolo 96% > 300 uM 50 uM
DMSO 100-200 uM 100 uM
4b
Etanolo 96% > 300 uM 200 uM
4c DMSO ~100 uM 200 uM
4d Etanolo 96% ~250 uM -
de Etanolo 96% >100 uM -
7 DMSO 60-80 uM -
6a DMSO >100 pM -
6b DMSO >100 pM -

Tab. 2.1 Risultati ottenuti mediante saggio MTT su HT-28llule cancerose di colon umano

Analizzando in maniera piu dettagliata, si e visth@ i due tiazolba e 6b, nonostante
non avessero problemi di solubilita, non fornivamsultati soddisfacenti dal punto di
vista dell'attivita antiproliferativa, per cui sideciso di sottoporre ad ulteriori analisi solo
i benzotiazoli. Tale differenza puo essere dovutaam motivi, fra cui il fatto che la
cellula potrebbe manifestare minori difficolta andernalizzare il gruppo benzotiazolico
rispetto a quello tiazolico poiché piu apolare dndu piu facilmente assimilabile
attraverso la membrana lipidica cellulare.

Come si puo osservare dai dati in tabella 2.1alibre di IGo migliore é stato ottenuto
con il 2-amminobenzotiazolo non sostituida), € probabile che l'assenza di gruppi

sull’'anello benzenico favorisca la penetrazion&nédirno della cellula, ma non si puo
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affermare con certezza che il motivo sia puramemt& sorta di “ingombro sterico”.
Poiché l'estere4d) aveva fornito risultati incoraggianti, si € decidi testare anche il
corrispondente acidd’) utilizzando come solvente DMSO: e stato ottenutovalore di
ICsonel range di 60-80 uM, dello stesso ordine di geazd dell’estere; essendo tali dati
affetti da grande incertezza, legata ad una sariéattbri tra cui, ad esempio, la
concentrazione delle cellule, si puo affermareiathee intervalli (considerando I'errore)

sono sovrapponibili e quindi confrontabili.

2.4 Analisi in microscopia

La definizione della concentrazione in grado di domwe il 50% dell’effetto
antiproliferativo, ovvero I'lG, costituisce il passaggio preliminare per la \&tigne
dell'inibizione della crescita cellulare: le conteazioni efficaci determinate, infatti,
dovevano essere utilizzate, in una fase succegstval trattamento delle cellule HT-29.
In questo caso, non avendo ottenuto dei valorCelj &ttendibili, si & deciso di indagare
gli effetti biologici dei prodotti utilizzando la ieroscopia di fluorescenza.

L'analisi consiste, nello specifico, nel trattaeedellule con i composti in esame per 24
ore, utilizzando delle concentrazioni di 50 uM @ 2M (scelte sulla base dei precedenti
risultati); trascorse le 24 ore viene aggiunto AM (2-(4-ammidinofenil)-H-indolo-6-
carbossammidino) e le cellule vengono preparatégmslisi in microscopia.

Il DAPI € un colorante fluorescente specifico penucleo e vitale, ossia in grado di
oltrepassare la membrana plasmatica intatta e arelaia le cellule vive che quelle
fissate; una volta addizionato alle cellule, essonf dei complessi con la doppia elica
del DNA, con una maggiore specificita per le segaencche in basi A-T. Quando si
trova nella forma complessata mostra un assorbonertssimo a 358 nm, ossia nella
regione UV, mentre la massima emissione si ha and®.lin tal modo, la fluorescenza
emessa nel blu permette di poter caratterizzamacleo delle cellule. Poiché e necessaria
I'eccitazione con luce ultravioletta, per la rilgi@ne viene utilizzato un laser specifico o
una lampada a vapori di mercuffo.

Le immagini vengono acquisite sia in campo chidre in fluorescenza: il campo chiaro
permette di rilevare gli effetti dei prodotti sullaorfologia cellulare, mentre la
colorazione nucleare con DAPI permette di avererméfzioni sulla organizzazione

strutturale del DNA. In particolare, il saggio cente di osservare la morfologia dei
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2. Risultati e discussione

nuclei cellulari, per cui i nuclei con fenotipo nmle emettono segnali luminosi
omogenei, mentre quelli appartenenti a cellule tgimhe vengono identificati tramite la
frammentazione del nucleo stesso e la condensadall@ecromatina che si localizza alla
periferia della membrana cellulare.

Di seguito sono riportate le immagini ottenute etk questa tecnica.
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e 4da:

l. Cellule di controllo

Campo chiaro udtkescenza erde

Il. Concentrazione = 50 uM in DMSO

Campo chiaro udfescenza erfye

[l. Concentrazione = 200 uM in DMSO

Campo chiaro udtkescenza erde
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l. Cellule di controllo

Campo chiaro udtescenza erye

Il. Concentrazione = 50 uM in DMSO

Campo chiaro udfkescenza erfyk

Campo chiaro udrkescenza erye
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e Ac:

l. Cellule di controllo

Campo chiaro udtkescenza eriye

Il. Concentrazione = 50 uM in DMSO

Campo chiaro udfescenza erfye
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l. Cellule di controllo

Campo chiaro udfkescenza erfye

Il. Concentrazione = 50 uM in DMSO

Campo chiaro udrescenza erye

Campo chiaro udfkescenza erfye
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e Ae:

l. Cellule di controllo

Campo chiaro udfescenza erfye

Il. Concentrazione = 50 uM

Campo chiaro udtkescenza erfye

. Concentrazione = 200 uM

Campo chiaro udfescenza erfye
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l. Cellule di controllo

Campo chiaro udfkescenza erfye

Il. Concentrazione = 50 uM

Campo chiaro udtkescenza erge

[I. Concentrazione = 200 uM

Campo chiaro udfkescenza erfye
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e ba:

l. Cellule di controllo

Campo chiaro udfescenza erfye

Il. Concentrazione = 50 uM

Campo chiaro udtkescenza erfye

. Concentrazione = 200 uM

Campo chiaro udfescenza erfye
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l. Cellule di controllo

Campo chiaro udfkescenza erfye

Il. Concentrazione = 50 uM

Campo chiaro udrescenza erye

[I. Concentrazione = 200 uM

Campo chiaro udfkescenza erfye
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Per quel che riguarda la serie benzotiazolicausiyedere come nel controllo le cellule
di adenocarcinoma crescano in aggregati organizsand una struttura ghiandolare,
caratteristica che viene persa in seguito al tratgo con concentrazioni di 2QM dei
compostida, 4b, 4c e 4e allo stesso modo si nota una diminuzione ne#insita di
fluorescenza nucleare, indice della perdita di mayazione strutturale del DNA, che
quindi non permette al DAPI di intercalare tra &sib Si nota anche come la presenza dei
gruppi funzionali sull'anello benzenico influenai tiossicita: nel caso del compogiad,

ad esempio, la presenza del gruppo -@CH$ comporta una notevole diminuzione della
tossicita anche rispetto al prodotto con il metessiposizione 44b), come evidenziano
le immagini riportate. E’ interessante sottolineameltre, come la derivatizzazione 4k
nel corrispettivo acido7) provochi un forte calo nell'attivita citotossidarattamenti a
50 uM, d'altra parte, non hanno mostrato segni di ¢itsscosi rilevanti, nonostante si
possano comunque notare segni di modificazione afogita e sofferenza nucleare,
evidenziati dalla ridotta capacita del DAPI di imi@are nel DNA; tale indicazione,
potrebbe essere dovuta ai limiti legati alla teanitilizzata, per cui non €& possibile
accertarne le motivazioni.

In merito alla serie tiazolica, invece, si ossetgae il compost®a manifesti un effetto
tossico che viene perso nel derivéo in generale, si pud affermare che entrambi i
prodotti risultano meno attivi dei 2-amminobenzoti@a la presenza dell'anello
benzenico potrebbe rivestire un qualche ruolo aefronti dell'internalizzazione da parte
della cellula.

La microscopia € una tecnica ampiamente utilizzetlambito della rilevazione di
modificazioni morfologiche importanti ma non perteetdi ricavare informazioni
dettagliate riguardo alla sofferenza molecolare; faéi motivi, si ritiene importante
approfondire gli studi al fine di indagare gli affdiologici indotti dada, 4b, 4c, 4ee6a,

in particolare a concentrazioni di M.
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Calcoli di docking molecolare

2.5Docking molecolare: analisi dei composti 4a, 7 e 14

Nell'ambito della modellistica molecolare, la bran@lativa ai metodi e modelli per la
simulazione di sistemi chimici, iflocking riveste un ruolo importante e viene spesso
utilizzato in fase di progettazione di una moleatlava dal punto di vista farmacologico,
poiché permette di predire I'orientamento del legama il composto di interesse ed il
target molecolare, e di conseguenza di ricavarernmdzioni riguardo all’affinita e
all'attivita. In particolare, per questo lavorotdsi e stata indagata la capacita di alcuni
dei prodotti sintetizzati di inserirsi nel sitoiatt di alcune deacetilasi istoniche.

Si e deciso di sottoporre a tale analisi tre corip8s(2-imminobenzdfjtiazol-3-2H-
ile)-9-ossononanoato di metiledd), acido 9-(2-imminobenzdtiazol-3-2H-ile)-9-
ossononanoico7f e 9-(1-metil-H-indol-3-ile)-9-ossononanoato di metild2f (Fig.

2.11), dei quali sono state calcolati I'energia libdrdegame e la costante di inibizione.

12
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2. Risultati e discussione

Fig. 2.11 Strutture dei composti analizzati
Le macromolecole target esaminate sono state seelgeguito alla valutazione del
meccanismo d’azione di alcuni farmaci antitumoddle rientrano nella categoria degli
inibitori delle istone deacetilasi (HDACI); nel easpecifico, si € scelto di analizzare
l'interazione con tre istone deacetilasi apparténandue diverse classi: HDAC 2 e
HDAC 8, che rientrano nella classe |, e HDAC 4gef#e parte invece della classe Il.
| calcoli, eseguiti presso il Dipartimento di Chaailndustriale dalla Dott. ssa Elena
Strocchi, hanno previsto una prima fase di prepamnazdei ligandi, ossia i composti di
sintesi, ed una di preparazione delle proteinedgéics Per quel che riguarda i composti
di sintesi, e stato necessario ottimizzarne la ggoanal fine di trovare la conformazione
di minima energia; tale procedura e stata effedtuditizzando il programma Gaussian 3.
Le strutture delle macromolecole HDAC2, HDAC4 e HC®& invece, sono state
ottenute dalla Protein Data Bank (PDB) (carattatezispettivamente dalle sigle 4LXZ,
2VQM e 4QA3), e sono state predisposte ai calsolito stati eliminati i ligandi originali
e lacqua di cristallizzazione e sono stati ottimaiz gli assegnamenti per i legami
idrogeno. La presenza dei ligandi € stata fondaater fine di caratterizzare il sito di
legame delle istone deacetilasi, in modo da conaentl’'attenzione sulla regione
specifica costituente il sito attivo e limitare cdsnumero di interazioni da calcolare;
stata quindi scelta una “griglia” delle dimensia@hi70 x 70 x 70 A, sufficientemente
grande da permettere che il ligando ruoti liberamesnche nella sua conformazione piu
estesa. Ivirtual docking e stato condotto tramite i programmi AutoDock 4A2s0Grid
4.0 (che calcola le griglie sulle quali viene vatatlinterazione del ligando), utilizzando
I'algoritmo genetico di Lamarckian per la ricercadle.
Sono stati analizzati ibinding modes’, ossia le possibili orientazioni dei vari ligandi
rispetto al recettore, e le interazioni che essispno generare con il sito di legame; e
stata quindi identificata la conformazione cui associata la minore energia di legame
calcolata (che include I'energia libera intermolace e torsionale), che rappresentava il
“migliore risultato” dell’analisi didocking.
Di seguito sono riportati i risultati e le immagufhie mostrano I'interazione con il sito di
legame Fig. 2.12e2.13.
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1) Molecolad4a— logP = 3.82

Risultati e discussione

Target BE (kcal/mol) Kl H-bond
HDAC2 68.0¢ - -
Arg37:HH11
HDACA4 -7.04 6.97 uM
Arq.154:HH1:
Phe208:NH
His142:He?2
HDACS -8.9 299.17 nM
His143:He2
His180:He:
2) Molecola7 —logP = 3.68
Target BE (kcal/mol) Kl H-bond
HDAC2 67.6¢ - -
Arg37:HH11
HDAC4 -7.29 4.5 uM
Arg.154:HH1:
Phe208:NH
His142:He2
HDACS -7.47 3.36 uM .
His143:He2
His180:He.
3) Molecolal2 —logP = 4.05
Target BE (kcal/mol) Kl H-bond
HDAC2 54.1¢ - -
Arg37:HH11
HDAC4 -6.91 8.54 uM
Arg.154:HH1:
Phe208:NH
HDACS8 -8.68 431.97 nM
His180:He.

BE = Binding Energy (somma di energia intermolecolare e torsionale)
K1 = Inhibition constant (calcolata con Autodock secondo la formula: Kisg&s*1000)/(Rcal*TK)), in
cui AG € I'energia di docking, Rcal € 1.98719 e TK €.298
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2. Risultati e discussione

| calcoli hanno evidenziato una buona affinita traomposti d’'interesse e le istone
deacetilasi 4 e 8, con energie libere di legamepseiinferiori a -7 kcal/mol e costanti di
inibizione dell’ordine di pochi uM; per quanto rmula la HDAC2, invece, non e stata
rilevata una buona interazione, come dimostratbadahento dell’energia di legame, per
cui le indagini non sono state approfondite. Compu® notare dalle immaginF{g.
2.12 Fig. 2.13 e Fig. 2.14, le strutture molecolari dei ligandi entrano duas
completamente nella tasca di legame delle acetdaget; in particolare, si formano delle
interazioni tramite legami idrogeno tra i gruppiramici e carbossilici dei composti ed

alcuni residui amminoacidici (indicati nelle tatledltel sito di legame delle proteine.

Fig. 2.12 Interazione tra i prodotti di sintesi e HDAC4;rimagini elaborate tramite il programma DS
Visualizer. La figural € relativa al compostéa, la secondal compost e la terza al composti®; la
struttura in giallo corrisponde al composto d’ietese mentre quella in violetto appartiene ad witore

cocristallizzato con la proteina.
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Fig. 2.13 Interazione tra i prodotti di sintesi e HDACS;nmagini elaborate tramite il programma DS
Visualizer. Come pe2.12 la figural e relativa al compostéa, la secondal compostd e la terza al

compostadl2; la struttura in giallo corrisponde al compostmtresse.

Fig. 2.14 Interazione tra il derivato indolichi2 e HDAC4 (immagine 1) e HDACS8 (immagine 2)
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2. Risultati e discussione

Valutazione dell’attivita antibatterica/antifungina

2.6 Saggi sui composti 4a, 6a, 6e, 10 e SURPH-HSA

Alcuni tra i prodotti sintetizzati sono stati in@tsottoposti a saggi per la valutazione
dell’attivita biologica su microrganismi di tipo tberico e su funghi; in particolare, sono
stati testati 9-(2-imminobenzdifiazol-3-2H-ile)-9-ossononanoato di metildd), 9-(2-
imminotiazol-3-ile)-9-ossononanoato di metiGa), 9-(2-immino-1,3,4-tiadiazol-3-(2)-
ile)-9-ossononanoato di metile6d), acido 9-((2-(H-indol-3-ile)etil)ammino)-9-
ossononanoico 10) e acido 9R)-9-idrossistearico. L'utilizzo di quest'ultimo ha
comportato la sua sintesi a partire da senDidnorphoteca Snuata L., come riportato
nella Parte sperimentale. | substrati sui qualiosstate svolte le analisi sono quattro:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger; i primi
due sono batteri, rispettivamente di tipo Gramatigg e Gram positivo, mentre gli
ultimi due sono dei funghi.
Sono state effettuate due prove con metodi diveilsi;primo consiste nella
somministrazione dei composti su piastre contersgdr (un solidificante per terreni di
coltura utilizzato nelle analisi microbiologich@gntre il secondo prevede la diffusione
in agar (metodo “Kirby bauer”).
Con il primo metodo i compostla, 6a, 6 10 e (R)-9-HSA sono stati disciolti in
DMSO ed addizionati al terreno di coltura a com@aioni crescenti; come controllo
positivo sono stati utilizzati gli antibiotici angiilina per i batteri e anfotericina B per i
funghi, aggiunti alle concentrazioni di 25 pg/mimacillina) e 50 pg/mL (anfotericina
B); infine sul terreno e stata inoculata una sosip@e batterica o fungina per ciascun
microrganismo.
Dopo incubazione a 37 °C per 24 ore nel caso d&srba 48 ore nel caso dei funghi, il
confronto con i rispettivi controlli non ha evidésn inibizione nella crescita dei
microrganismi per nessun composto alle concentnamitizzate.
L’analisi mediante il secondo metodo, non ha riteelcun effetto antibatterico vergo
coli e S aureus, tuttavia € stata riscontrata attivita inibitorieei confronti dei
microrganismi fungini per concentrazioni di 5 mg/min particolare, gli aloni di
inibizione osservati sono i seguenti:

- 4a alone di inibizione di 7.5 mm contf@ albicans,

- 6a alone di inibizione di 7.25 mm contr@. albicans;
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2. Risultati e discussione

- 6e alone di inibizione di 8.25 mm contr@. albicans,

- 10 alone di inibizione di 10 mm contr niger;

- Acido 9R)-9 idrossistearico: alone di inibizione di 9 mmmtro A. niger, alone di

inibizione di 9 mm contr&. albicans.

Nel caso del controllo con I'anfotericina B, inveoe stato registrato un alone di
inibizione di 11 mm contré. niger e di 18 mm contr&. albicans.
| composti analizzati si sono quindi rivelati imattnei confronti dei microrganismi
procarioti, mentre si € registrata attivita biotmyi su quelli fungini, seppure a
concentrazioni elevate. Per avere informazioni gaitagliate, tuttavia, si dovrebbe
procedere con le analisi su altri ceppi @andida e con la valutazione della
concentrazione minima inibitoria (MIC), ossia laupbassa concentrazione di una

sostanza antimicrobica capace di inibire la cragdiiun batterio.
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3. Conclusioni

Nellambito di questo lavoro di tesi sono statitstizzati nuovi composti caratterizzati
dalla presenza di una parte eteroaromatica legatama catena alifatica terminante con
una funzione metil esterea, che riprende una pddka struttura dell’acido 9-
idrossistearico, gia noto per la sua attivita aotiferativa su cellule tumorali. La parte
alifatica e stata legata al sistema eterocicliautsindo la reattivita della funzione
cloroacilica ottenuta per reazione dell’estere ligetidell’acido azelaico con cloruro di
ossalile. In particolare, sistemi azolici quali betiazoli, tiazoli e tiadiazoli sono stati
inseriti attraverso la formazione di legami ammidtia i precursori 2-amminoazolici e la
funzione cloroacilica, mentre derivati indolici $ostati ottenuti mediante acilazione al
C-3 indolico, derivatizzazione in posizione 1 e lanaoppia funzionalizzazione nelle
posizioni 1 e 3.

La struttura dei composti & stata verificata memiapettroscopidH-NMR, *C-NMR e
massa ESI; nel caso dei derivati tiazolici, tiadlmx e benzotiazolici, inoltre,
esperimenti NOESY-1D hanno permesso di accertagd atiacco nucleofilico avviene
ad opera dell’azoto endociclico. Alcuni di questridati sono stati sottoposti ad idrolisi
del legame estereo al fine di valutare se quegtspe influenzare I'attivita biologica.

| test biologici sono stati svolti presso il Diparento di Farmacia e Biotecnologie
dell'Universita di Bologna; in particolare, sonoatst studiati gli effetti della
somministrazione di derivati tiazolici e loro benmodensati su cellule tumorali
appartenenti ad una linea di cancro del colon um@nd-29). Lanalisi di tipo
microscopico utilizzando un agente colorante, iIFDA4',6-diamidin-2-fenilindolo), che
si intercala nei nuclei delle cellule vitali e onggzate, ha permesso di ottenere
informazioni sull’azione antiproliferativa manifata dai diversi composti. Calcoli di
docking su tre prodotti sintetizzati hanno portato a pdeve una loro possibile attivita
come inibitori delle deacetilasi istoniche, che asan futuro verificata mediante
esperimentin vitro.

Infine, alcuni prodotti hanno indotto inibizioneacune specie fungine ma non di specie

batteriche.
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4. Parte sperimentale

Note generali

| semi della piantdDimorphotheca sinuata L. sono stati acquistati da Galassi sementi
SNC a Gambettola (FC). | reagenti utilizzati, sen ndiversamente specificato,
provengono dalla Sigma-Aldrich (Milano). La cromgtafia su colonna Hlash
Cromatography,FC) e stata effettuata utilizzando come fase at@zia gel di silice
(0.037-0.063 mm, Merck), mentre la cromatografia sttato sottile (TLC) e stata
effettuata usando gel di silice 60 (FlukaAnalyficéle macchie relative ai reagenti e ali
prodotti sono state rivelate, nel caso della sirde#’acido idrossistearico, utilizzando
una soluzione acquosa di (BEM0024(2.5%), (NH)4Ce(SQ)4(1%) in 10% HSQ,,
mentre in quasi tutte le altre sintesi erano Misiall’'UV; infine, per visualizzare
'eventuale monometil estere dell'acido azelaicsideo e stata utilizzata una soluzione
al 10% di verde di bromocresolo in etanolo.

Gli spettri di risonanza magnetica nucleafi, (°C, DEPT) sono stati effettuati con
spettrometri Varian Gemini 300, Mercury 400 e In®29 (Varian, Palo Alto USA); le
frequenze sono riportate in Hz e lo spostamentmichié € dato in ppm prendendo
come riferimento il solvente CDE(S = 7.27 ppm petH-NMR e § = 77.0 ppm pet’C-
NMR) o, per gli acidi, CBOD (6 = 3.31 ppm pefH-NMR e § = 49.3 ppm per*C-
NMR). Per l'idrogenazione e stato utilizzato unogenatoreParr modello 3911EKX. |
punti di fusione dei prodotti sono stati determiriegmite un apparecchio Biichi 535 e
non sono stati corretti. Gli spettri di massa @&lho stati registrati con uno spettrometro
VG-7070E ad un potenziale di ionizzazione di 70 gW.spettri ESI-MS sono stati
registrati con un apparecchio WATERS 2Q 4000. Vesati anidri sono stati preparati

seguendo procedure standard.
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Procedure sintetiche

4.1 Sintesi dell’acido 9R)-9- idrossistearico

by

Per ottenere l'acido ®-9-idrossistearico si & attinto g@ool chirale naturale, e in
particolare ai semi dbimorphoteca sinuata L.: 12 g di semi della margherita vengono
grossolanamente macinati tramite macina-spezi¢rietete posti in pallone a tre colli
anidrificato mediante riscaldamento con pistolacessrice ad aria e tenuto sotto flusso
di N2, quindi vengono aggiunti 210 mL di miscela CHHCH3;OH 2:1 vlv; il pallone
viene coperto con alluminio per evitare la formagiai radicali (indotta dalla luce) in
alfa ai doppi legami degli acidi grassi contenwil’'nlio. Dopo 24 ore la miscela viene
filtrata su setto poroso sotto vuoto ed i semi stngengono lavati con CHEIL estratto
lipidico viene poi acidificato con circa 20 mL dilezione 0,1 M in HCl e 0,1 M in NaCl,
quindi la fase organica viene separata, anidrdicat MgSQ e concentrata, dando luogo
ad un olio denso di colore giallo ambrato. A quesunto viene effettuata la
transmetilazione (esotermica) a 0 °C: il grezzeraito nell'operazione precedente e
trattato con ChONa (2,350 g; 43,52 mmol) in 40 mL di @BH e posto sotto agitazione
meccanica e in bagno di ghiaccio. Trascorse dugsbr&cidifica con una soluzione di
HCI 1 M fino a pH< 7 e si estrae con esano in irabsgparatore; le fasi organiche
vengono anidrificate su MgSQanidro, filtrate e concentrate. Lolio ottenuto e
sottoposto ad idrogenazione: si scioglie in 30 mAaDEt e si trasferisce in bottiglia per
idrogenatoreParr, quindi si aggiunge il catalizeatdi Adams, ossia POSi tiene la
miscela per circa 20 minuti sotto pressione digerm (2 bar), dopo i quali la soluzione
si presenta incolore. Il catalizzatore (polvereanemolto fine) viene separato dalla
soluzione per filtrazione su setto poroso con eg{i€a0}-Al,Os], quindi si concentra la
fase liquida ottenendo un solido quasi completasdmanco di consistenza cerosa
contenente la miscela di esteri metilici di acidassgi. Il prodotto d’interesse viene
purificato via FC eluendo con una soluzione di eetdr petrolio/etere etilico = 7/3:
vengono separati 0,474 g (1,51 mmol) dR)9-idrossiottadecanoato di metile, un solido
ceroso bianco. Lultimo step del processo sinteticdidrolisi ad acido: si scioglie
I'estere in circa 40 mL di KOH metanolica e si #esotto agitazione la miscela per circa
quattro ore, dopodiché si acidifica con HCI 4 Mofia persistenza del precipitato bianco,
si scioglie tutto in AcOEt e si estrae. La faseaoiga raccolta viene infine concentrata ed

il solido biancastro ottenuto viene ridisciolto laeiinor quantita possibile di metanolo
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al fine di permettere la cristallizzazione dell@wmie la separazione dalle impurezze, che

restano in soluzione.

HO, H

, ,////

OH

Aspetto: Solido bianco ceroso

P.f.=76-77 °C
'H-NMR (400 MHz, CDCJ): & 4.73 (br.s, 1H, OH), 3.66-3.54 (m, 1H, CHOH), 2(87
J=7.8 Hz, 2H, CHCO), 1.63 (quint, 2HJ=7.1 Hz, CHCH,COO), 1.60-1.23 (m, 27H,
CH; alifatici e OH), 0.89 (tJ=7.0 Hz, 3H, CH).
¥3C-NMR (100 MHz, CDG): 6 178.7, 72.0, 37.5, 37.4, 33.5, 31.9, 29.7, 22638,
29.5, 29.3, 29.2, 29.0, 25.7, 25.5, 24.7, 22.71.14.
MS (El) m/z (%): 283 (M-OCH;, 0.5), 264 (2), 155 (100), 144 (15), 127 (11), {D8),
101 (10), 98 (22), 83 (24), 73 (20), 69 (22), 53)(B5 (37).
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4.2 Sintesi di 9-cloro-9-ossononanoato di metile)(2

La sintesi dei derivati amminobenzotiazolici e amatiazolici prevede la preparazione
del cloruro acilico del monometil estere dell’acidpelaico, che rappresenta lo starting
material. La procedura avviene in ambiente anidrpallone a 3 colli sfiammato e posto
sotto flusso di B munito di imbuto gocciolatore dotato di equilitma di pressione
(detto anche “compensazione”). Allo scopo di otteneirca 5 mmol di prodotto, la
reazione viene effettuata su 1,12 mL di acido asst9-ossononanoico all'85% (5,787
mmol), utilizzando 0,53 mL di cloruro di ossalil6,§75 mmol) e 50 mL di Cil,
anidro (45 mL nel pallone e 5 mL nell'imbuto pesdogliere il (COCI). Si tiene sotto
agitazione e sotto battente di azoto per ~12-I¢ohtrollando I'andamento effettuando
dei prelievi che vengono concentrati al rotavapaurito di trappola per I'umidita a base
di CaClb) ed analizzati per via spettroscopica-NMR); la reazione si considera
terminata alla scomparsa dei segnali relativi abemte. Si procede con I'evaporazione
totale del solvente, quindi si discioglie in unanqtita nota di CECl, calcolata al fine di
ottenere una soluzione 0,5 M di cloruro acilicoetedo conto delle frazioni sottratte per

lo svolgimento delle analisi intermedie.

0 0)

- /U\/\/\/\)J\OCH3

Aspetto: liquido incolore
'H-NMR (300 MHz, CDCY): & 3.66 (s, 3H, COOCH, 2.87 (t, J=7.2 Hz, 2H,
CH,COCI), 2.30 (t,J=7.2 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.80-1.56 (m, 4H, C}CH,COCI e
CH,CH,COOCH3), 1.43-1.23 (m, 6H,_GHlifatici).
13C-NMR (75 MHz, CDCJ): § 174.0, 173.6, 51.3, 46.9, 33.8, 28.7, 28.6, 28118, 24.6.
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4.3 Sintesi dei derivati 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 6a,,6x, 6d, 6e, 6f.
Procedura tipica

Viene di seguito riportata la procedura eseguita lpesintesi di un derivato 2-
amminobenzotiazolicaN-acilato, utilizzata anche per I'ottenimento dititugli altri
composti azolici.

La reazione viene condotta in ambiente anidro dmttente di N disciogliendo 150 mg
(2 mmol) di 2-amminobenzotiazolo e 1 mL (0,5 mnabisoluzione di cloruro acilico in
5 mL di CHCIy; I'andamento viene controllato via TLC eluendo cetere etilico ed
utilizzando 'amminobenzotiazolo come riferimeni@opo aver tenuto la miscela sotto
agitazione per circa 3 ore si effettuaqgiienching aggiungendo 5 mL di acqua per
idrolizzare eventuale cloruro acilico non reagtojndi si estrae in imbuto separatore
lavando la fase acquosa con {L; la fase organica viene infine anidrificata su NS
anidro e concentrata al rotavapor. Il prodotto téiiesse viene purificato tramite FC con
miscela eluente 8/2 = etere etilico/etere di petre|l una volta concentrato, si presenta

come solido bianco.

9-(2-imminobenzo[d]tiazol-3-2H-ile)-9-ossononanoato di metile (4a)

Aspetto: Solido bianco; resa 20%
P.f. = 106.6 — 106.8 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCJ): 6 7.85 (d,J=8.1 Hz, 1H, CH aromatico), 7.75 (#8.1 Hz,
1H, CH aromatico), 7.45 (d#;=8.1 Hz,J,=1.2 Hz, 1H, CH aromatico), 7.34 (d{=8.1,
J,=0.9 Hz, 1H, CH aromatico), 3.66 (s, 3H, COO{;12.46 (1,J=7.7 Hz, 2H, CHCON),
2.26 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.71-1.65 (m, 2H, C}H,CON), 1.59-1.52 (m,
2H, CH,CH,COOCH;), 1.29-1.19 (m, 6H, Ckhlifatici).
13C-NMR (100 MHz, CDGJ): § 174.2, 171.9, 159.9, 147.0, 131.6, 126.4, 12£21,7.
120.1, 51.4, 36.4, 33.9, 28.8 (due segnali sovrstpp@8.7, 24.8, 24.7.
ESI-MS (m/z): 335 [M+H]; 357 [M+NaJ; 373 [M+K]".
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9-(2-immino-4-metossibenzd]tiazol-3-(2H)-ile)-9-ossononanoato
di metile (4b)

Aspetto: Solido bianco-marroncino; resa 21%
Pf.=76.5-77.3°C

'H-NMR (600 MHz, CDC}): § 7.41 (d,J=8.2 Hz, 1H, CH aromatico), 7.26 8.2 Hz,
1H, CH aromatico), 6.89 (d=8.2 Hz, 1H, CH aromatico), 3.95 (s, 3H, §0€), 3.65 (s,
3H, COOCH), 2.43 (t,J=8.7 Hz, 2H, CHCON), 2.25 (tJ=7.8 Hz, 2H, CHCOOCH;),
1.67-1.60 (m, 2H, CpCH,CON), 1.58-1.51 (m, 2H, Ci€H,COOCH;), 1.28-1.16 (m,
6H, CH; alifatici).

3C-NMR (100 MHz, CDGJ): & 174.1, 172.0, 158.3, 151.5, 137.0, 132.9, 12418,5]
107.0, 55.6, 51.4, 36.0, 33.9, 28.83, 28.77, ZB177 (due segnali sovrapposti).
ESI-MS (m/z): 365 [M+H]; 387 [M+Na]; 403 [M+K]".
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9-(6-cloro-2-imminobenzofljtiazol-3-(2H)-ile)-9-ossononanoato di metile
(4c)

Aspetto: Solido bianco-giallino; resa 22%
P.f.=132.1-132.6 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): § 7.81 (d,J=2.01 Hz, 1H, CH aromatico), 7.65 (8.6,
1H, CH aromatico), 7.40 (dd;=8.6 Hz,J,=2.0 Hz 1H, CH aromatico), 3.66 (s, 3H,
COOCH;), 2.45 (t,J=7.9 Hz, 2H, CHCON), 2.28 (tJ=7.8 Hz, 2H, CHCOOCH;), 1.74-
1.64 (m, 2H, CHCH,CON), 1.63-1.53 (m, 2H, Gi€H,COOCH;), 1.34-1.20 (m, 6H,
CH, alifatici).

¥C-NMR (100 MHz, CDGJ): 6 174.2, 171.8, 159.7, 146.2, 133.2, 129.6, 12720,3
121.1, 51.5, 36.4, 34.0, 28.82, 28.79 (due segsairapposti), 24.8 (due segnali
sovrapposti).

ESI-MS (m/z): 369 [M+H]; 391 [M+Na]; 407 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(6-etossi-2-imminobenzd]tiazol-3-(2H)-ile)-9-ossononanoato di
metile (4d)

N O\
e M

Aspetto: Solido bianco sporco; resa 40%
P.f.=84.5-855°C

'H-NMR (400 MHz, CDC}): § 7.60 (d,J=8.9 Hz, 1H, CH aromatico), 7.28 (#2.4 Hz,
1H, CH aromatico), 7.02 (dd;=8.9 Hz,J,=2.4 Hz 1H, CH aromatico), 4.07 (§=7.0
Hz, 2H, CHCH,OC) 3.65 (s, 3H, COOCH 2.43 (t,J=7.7 Hz, 2H, CHCON), 2.26 (t,
J=7.4 Hz, 2H, CHCOOCH;), 1.72-1.62 (m, 2H, C}H,CON), 1.60-1.52 (m, 2H,
CH,CH,COOCH), 1.43 (t,J=7.0 Hz, 3H, CHCH,0C), 1.29-1.20 (m, 6H, Chhlifatici).
3C-NMR (100 MHz, CDG)): & 174.2, 171.8, 157.9, 156.2, 141.4, 132.8, 120.3,71
105.1, 64.1, 51.4, 36.3, 33.9, 28.8 (tre segnatiagmposti), 24.8, 24.7, 14.8.

ESI-MS (m/z): 379 [M+H]; 401 [M+NaJ; 417 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(6-metil-2-imminobenzof]tiazol-3-(2H)-ile)-9-ossononanoato di

metile (4e)

Aspetto: Solido bianco; resa 38%
P.f. =109.0 - 109.7 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCY):  7.63 (s, 1H, CH aromatico), 7.62 8.5 Hz, 1H, CH
aromatico), 7.25 (dd};=8.5 Hz,J,=1.6 Hz 1H, CH aromatico), 3.65 (s, 3H, COOgH
2.47 (s, 3H, CHCCH), 2.44 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCON), 2.26 (t,J=7.4 Hz, 2H,
CH,COOCH), 1.71-1.62 (m, 2H, CH¥CH,CON), 1.59-1.51 (m, 2H, CIi€H,COOCH}),
1.30-1.18 (m, 6H, CHlalifatici).

¥C-NMR (100 MHz, CDGJ): 6 174.1, 171.9, 159.2, 145.2, 134.1, 131.8, 12728,4,
119.7, 51.4, 36.3, 33.9, 28.80 (due segnali sowustpp28.76, 24.8, 24.7, 21.4.
ESI-MS (m/z): 349 [M+H]; 371 [M+Na]; 387 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(2-imminotiazol-3-ile)-9-ossononanoato di metilgsa)

Aspetto: Solido bianco-giallino; resa 55%
P.f.=105.5-105.8 °C

'H-NMR (400 MHz, CDC})): & 7.42 (d,J=3.6 Hz, 1H, CH aromatico), 7.00 (#3.6 Hz
1H, CH aromatico), 3.65 (s, 3H, COOgH2.55 (t,J=7.5 Hz, 2H, CHCON), 2.28 (t,
J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.81-1.72 (m, 2H, C}CH,CON), 1.65-1.56 (m, 2H,
CH,CH,COOCH;), 1.43-1.25 (m, 6H, CHalifatici).

B3C-NMR (100 MHz, CDQ): 6 174.1, 171.2, 160.3, 135.8, 113.3, 51.4, 36.09,33.
28.94, 28.86, 28.77, 24.9, 24.7.

ESI-MS (m/z): 285 [M+H]; 307 [M+Na]; 323 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(2-immino-5-metiltiazol-3-ile)-9-ossononanoato dnetile (6b)

Aspetto: Solido bianco; resa 26%
P.f. =108.9 — 109.3 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): & 7.02 (d,J=1.2 Hz, 1H, CH aromatico), 3.65 (s, 3H,
COOCH), 2.50 (t,J=7.5 Hz, 2H, CHCON), 2.40 (d,J=1.2 Hz, 3H, CHCS), 2.28 (t,
J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH,), 1.79-1.70 (m, 2H, CKH,CON), 1.65-1.56 (m, 2H,
CH,CH,COOCH;), 1.41-1.23 (m, 6H, Chhalifatici).

3C-NMR (100 MHz, CDGCJ): & 174.1, 171.0, 158.7, 132.5, 127.0, 51.3, 35.99,33.
28.94, 28.89, 28.80, 24.9, 24.7, 11.5.

ESI-MS (m/z): 299 [M+H]; 321 [M+NaJ; 337 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(2-immino-4-ossotiazol-3-ile)-9-ossononanoato uhetile (6¢)

Aspetto: Solido bianco; resa 38%
P.f.=48.1-495°C

'H-NMR (400 MHz, CDC}): & 8.99 (br.s, 1H, NH), 3.78 (s, 2H, G$), 3.66 (s, 3H,
COOCHy), 2.77 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCON), 2.29 (tJ=7.6 Hz, 2H, CHCOOCH;), 1.74-
1.66 (m, 2H, CHCH,CON), 1.65-1.57 (m, 2H, CI€H,COOCH), 1.41-1.27 (m, 6H,
CH, alifatici).

¥C-NMR (100 MHz, CDCJ): 5 184.9, 183.9, 175.4, 174.3, 51.5, 36.7, 36.1,,32B(85,
28.83, 28.6, 24.8, 24.2.
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4. Parte sperimentale

9-(2-immino-4-feniltiazol-3-ile)-9-ossononanoato dnetile (6d)

Aspetto: Solido bianco; resa 29%
P.f.=114.9 - 1154 °C

'H-NMR (300 MHz, CDC): 6 11.25 (br.s, 1H, NH), 7.82 (dl=7.9 Hz, 2H, CH
aromatici), 7.42 (tJ=6.9 Hz, 2H, CH aromatici), 7.38-7.30 (m, 1H, Cléraatico), 7.15
(s, 1H, CH aromatico), 3.67 (s, 3H, COOfH.28 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCOOCH;),

1.96 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCON), 1.63-1.50 (m, 2H, C}€H,COOCH), 1.50-1.37 (m,
2H, CH,CH,CON), 1.35-1.06 (m, 6H, CHhlifatici).

3C-NMR (100 MHz, CDGJ): 5 174.2, 171.4, 159.5, 149.3, 134.1, 128.9, 1288,2,
107.8, 51.4, 35.7, 34.0, 28.8, 28.70, 28.66, 2Z48.

ESI-MS (m/z): 361 [M+H]; 383 [M+NaJ; 399 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(2-immino-1,3,4-tiadiazol-3-(&)-ile)-9-ossononanoato di metile (6e)

Aspetto: Solido bianco; resa 55%
P.f. =139.0 — 140.0 °C

'H-NMR (300 MHz, CDC}):  13.46 (br.s, 1H, NH), 8.81 (s, 1H, CH aromati8ig5 (s,
3H, COOCH), 2.78 (t,J=7.5 Hz, 2H, CHCON), 2.28 (tJ=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH;),
1.84-1.75 (m, 2H, CKCH,COOCH), 1.65-1.56 (m, 2H, CHCH,CON), 1.46-1.26 (m,
6H, CH; alifatici).

3C-NMR (100 MHz, CDGJ): & 174.2, 172.2, 160.6, 147.2, 51.4, 36.1, 34.0, 288
segnali sovrapposti), 25.1, 24.8.

ESI-MS (m/z): 286 [M+H]; 308 [M+Na] .
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4. Parte sperimentale

9-(5-immino-3-fenil-1,2,4-tiadiazol-4-(%)-ile)-9-ossononanoato di
metile (6f)

Aspetto: Solido bianco; resa 29%
P.f.=114.9-115.4°C

'H-NMR (400 MHz, CDC}): § 11.02 (br.s, 1H, NH), 8.21-8.17 (m, 2H, CH aromi}i

7.50-7.46 (m, 3H, CH aromatici), 3.68 (s, 3H, COQEH.30 (t,J=7.3 Hz, 2H), 2.25 (t,
J=7.7 Hz, 2H), 1.64-1.54 (m, 4H, GBH,COOCH;e CHCH,CON), 1.31-1.09 (m, 6H,
CH; alifatici).

3C-NMR (100 MHz, CDGJ): 5 175.8, 174.3, 172.4, 167.0, 132.6, 130.4, 1288,9,

51.5, 35.6, 33.9, 28.7, 28.63, 28.61, 24.7, 24.5.

ESI-MS (m/z): 362 [M+H]; 384 [M+NaJ; 400 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

4.4 Sintesi di acido 9-(2-imminobenzadltiazol-3-2H-ile)-9-

ossononanoico (7)

In sequito ai risultati promettenti ottenuti daggabiologici sul compostda, si € deciso
di sintetizzare per idrolisi il corrispondente axid

Il compostoda viene sciolto in una miscela di 15 mL di ¢bH e 5 mL di HO, quindi si
aggiunge una gquantita equimolare di LiOH idratolascia sotto agitazione per 3 ore,
quindi si controlla che la reazione sia termindtatieiando una TLC (eluente: miscela
AcOEt/etere di petrolio = 1/1) e prendendo comerinfiento4a. Si acidifica con HCI 1
M fino a pH acido che provoca la precipitaziond’deido in forma di solido bianco. A
questo punto si scioglie in AcOEt e si lava la fagganica con brine; si anidrifica e si
concentra. Poiché I'anali§i-NMR evidenzia la presenza di impurezze, si diigza da
CH3;OH/CH,Cl,.

Aspetto: Solido bianco; resa 58%
Pf.=177.9-178.4°C

'H-NMR (300 MHz, CROD): 5 7.88 (d,J=7.9 Hz, 1H, CH aromatico), 7.76 (8.1
Hz, 1H, CH aromatico), 7.45 (di#;=8.4 Hz,J,=1.4 Hz, 1H, CH aromatico), 7.32 (dt,
J;=8.0 Hz,J,=1.1 Hz, 1H, CH aromatico), 2.56 @7.5 Hz, 2H, CHCON), 2.32 (t,
J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.82-1.71 (m, 2H, CKH,CON), 1.70-1.59 (m, 2H,
CH,CH,COOCH), 1.50-1.31 (m, 6H, Califatici).
ESI-MS (m/z): 321 [M+H]; 343 [M+Na].
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4. Parte sperimentale

4 5 Sintesi di derivati indolici

Oltre ai derivati azolici sono stati sintetizzatcumi composti contenenti il nucleo
indolico.

Tra questi, il primo ad essere stato sintetizzagtato il derivato triptamminico: la sintesi
e stata effettuata seguendo la stessa procedlizaatt per gli amminobenzotiazoli e gli
amminotiazoli , utilizzando due equivalenti di temina ed un equivalente di cloruro

acilico.

HN 0 0

b
o

N
H

9-((2-(1 H-indol-3-ile)etil)ammino)-9-ossononanoato di metile (9)

Aspetto: Solido ceroso; resa 37%
'H-NMR (300 MHz, CDC}): & 8.31 (br.s, 1H, NH), 7.60 (d)=7.7 Hz, 1H, CH
aromatico), 7.39 (dJ=7.9 Hz, CH aromatico), 7.21 {@=7.9 Hz, 1H, CH aromatico),
7.12 (t, 1H,J=7.7 Hz, CH aromatico), 7.04 (s, 1H, CH aromati&§5 (br.s, 1H, NH),
3.67 (s, 3H, COOC}), 3.61 (q,J=6.1 Hz, 2H, CHCH,NH), 2.99 (t,J=6.9 Hz, 2H), 2.30
(t, J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH), 2.11 (t, J=7.5 Hz, 2H), 1.66-1.50 (m, 4H,
CH,CH,COOCH; e CH.CH,CON), 1.34-1.20 (m, 6H, CHlifatici).
13C-NMR (100 MHz, CDCJ): 5 174.4, 173.5, 136.4, 127.3, 122.1, 122.0, 11918,5]
112.6, 111.3, 51.5, 39.7, 36.5, 34.0, 28.9 (dueaegovrapposti), 28.8, 25.6, 25.2, 24.7.
ESI-MS (m/z): 345 [M+H]; 367 [M+NaJ; 383 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

Acido 9-((2-(1H-indol-3-ile)etil)ammino)-9-ossononanoico (10)

Il composto9 e stato derivatizzato nel corrispondente acidotgdtamento con LiOH
monoidrato: la reazione € stata effettuata a teatper ambiente aggiungendo un eccesso
di LiOH al prodotto di partenza sciolto in 30 mLuta miscela di THF al 20% v/v in
acqua. Trascorse 3 ore, si acidifica con HCl al Iotha pH < 7, quindi si estrae in etile
acetato e si anidrifica; dopo concentrazione awuvapor si ottiene un solido marroncino

chiaro.

O 0]

N /u\/\/\/\/U\OH
H

Aspetto: Solido marroncino; resa 86%

P.f.=88.0-91.4°C
'H NMR (300 MHz, CDCJ): & 8.42 (br.s., 1H, NH), 7.58 (d, 1H,= 7.8 Hz), 7.37 (d,
1H,J = 7.8 Hz, CH aromatico), 7.19 (dt, 18i,= 7.8 Hz,J, = 1.2 Hz, CH aromatico),
7.11 (dt, 1H,J; = 7.8 Hz,J, = 1.2 Hz, CH aromatico), 7.01 (d, 18,= 1.9 Hz, CH
aromatico), 5.63 (br.s., 1Hd,= 5.6 Hz, NHCH), 3.60 (q, 2H,) = 6.2 Hz), 2.96 (t, 2H] =
7.0 Hz), 2.38-2.28 (m, 4H), 2.09 (t, 28,= 7.8 Hz), 1.69-1.48 (m, 6H, CH alifatici),
1.39-1.29 (m, 2H).
13C NMR (75 MHz, CDCY): & 179.0, 173.5, 173.4, 127.3, 122.2, 122.1, 11918,6]
112.7, 111.3, 39.6, 36.7, 33.9, 30.3, 28.8, 28A/,25.2, 24.6.
ESI-MS (m/z): 331 [M+H], 353 [M+NaJ, 369 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(1-metil-1H-indol-3-ile)-9-ossononanoato di metile (12)

Oltre ai tiazoli e ai benzotiazoli sono stati siizEati alcuni derivati indolici; il primo
substrato utilizzato é statd\Fmetil-indolo, con una reazione mediata da catalcsda
con un acido di Lewis: 0,5 mmol di cloruro acilipeeattivato per circa 15 minuti con
AICI3 (80 mg). La reazione e stata condotta in 5 mL IdiCGz e 'avanzamento e stato
monitorato via TLC (eluente: etere etilico) effeiis su un prelievo sottoposto ad
estrazione con acqua basica (NaH@0D10%, pH=8) e diluizione in G&l,. Dopo circa
3,5 ore la miscela di reazione € stata trattatabcorh di acqua e si basifica fino a pH=8
utilizzando una soluzione al 10% w/w di NaH£Ol prodotto d’interesse € stato
purificato tramite FC utilizzando una miscela eligeri/3=etere etilico/etere di petrolio:

dopo la concentrazione si presenta solido cristallii colore rossastro.

HsC

Aspetto: Solido cristallino rossastro; resa 19%

P.f.=43.4-44.9°C
'H-NMR (600 MHz, CDC}): & 8.40-8.37 (m, 1H, CH aromatico), 7.72 (s, 1H, CH
aromatico), 7.35-7.28 (m, 3H,_CH aromatici), 3.8 BH, CHN), 3.66 (s, 3H,
COOCH;), 2.82 (t,J=7.5 Hz, 2H, CHCON), 2.30 (tJ=7.6 Hz, 2H, CHCOOCH;), 1.80-
1.74 (m, 2H, CHCH,CON), 1.66-1.59 (m, 2H, Ci€H,COOCH;), 1.44-1.30 (m, 6H,
CH, alifatici).
¥C-NMR (150 MHz, CDGJ): 6 195.9, 174.3, 137.4, 135.2, 126.3, 123.2, 1228,5,
116.6, 109.5, 51.4, 39.8, 34.0, 33.4, 29.3, 22819, 25.1, 24.9.
ESI-MS (m/z): 315 [M+H]; 338 [M+Na]; 354 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9,9’-(1H-indol-1,3-diile)-bis(9-ossononanoato di metile) @)

La sintesi del diaddotto é stata effettuata pettamsento con un reagente di Grignard
utilizzando il cloruro acilico in eccesso. In paéa 3 colli anidrificato, munito di due
imbuti gocciolatori e posto sotto battente di azaeme aggiunto CEMgBr 2M in THF
(0,65 mL; 1,3 mmol), mentre l'indolo (0,146 g; 1,88no0l) sciolto in THF viene fatto
gocciolare lentamente attraverso I'imbuto. La simiog assume una colorazione azzurra
che vira verso il giallo quando viene addiziondteoloruro acilico: dopo 20 minuti si
lasciano gocciolare due equivalenti del comp@s{é mL; 2,5 mmol) in CHCI, anidro.
L'avanzamento della reazione viene controllato tramLC, prelevando una aliquota
della miscela che viene diluita con etere etilicacqua (al fine di spegnere il reagente di
Grignard). Dopo circa due ore si effettua estrazioon una soluzione satura di G e
due lavaggi con acqua,; la fase organica viene ifinata e concentrata, ottenendo un
olio giallo. Il grezzo viene infine separato pea\dromatografica su colonna di gel di

silice, utilizzando come eluente una miscela edepetrolio/etere etilico = 7/3.

Aspetto: Solido bianco; resa 15%

Pf. =81.0-82.1°C
'H NMR (300 MHz, CDCJ): § 8.42-8.38 (m, 1H, CH aromatico), 8.36-8.32 (m, OH]
aromatico), 8.10 (s, 1H, CHNCO), 7.42-7.37 (m, ZEH aromatici), 3.66 (s, 6H,
COOCHy), 3.00 (t, 2H,J = 7.2 Hz), 290 (t, 2H,J=7.3), 2.35-2.27 (m, 4H,
CH,COOCH), 1.93-1.20 (m, 20H, CH alifatici).
13C NMR (75 MHz, CDCJ): § 223.2, 196.5, 174.2, 171.5, 136.1, 129.9, 12728.2]
125.0, 122.5, 121.5, 116.2, 51.47, 51.45, 40.8,3%1.00, 33.99, 29.2, 29.1, 29.0, 28.95,
28.90, 28.87, 24.8, 24.3, 24.25.
ESI-MS (m/z): 486 [M+H], 508 [M+Na], 524 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(1H-indol-3-ile)-9-ossononanoato di metile (15)
L'alchilazione dell'indolo e stata effettuata segde diverse procedure; di seguito si
riporta I'unica che ha permesso di isolare il ptoalan quantita non trascurabili.
La reazione prevede un primo step di deprotonazd®iéazoto indolico: si sciolgono
58,5 mg (0,5 mmol) di indolo in 5 mL di THF anidecsi aggiunge un equivalente (0,13
mL) di una soluzione 3 M di CGiMgBr che rende la soluzione di un colore blu sempre
piu intenso. Dopo 15 minuti si addizionano 0,5 rAI5(mmol) di ZnCiin etere etilico
1 M: si vede la formazione di un precipitato bignpoobabilmente imputabile alla
presenza di un sale di magnesio; trascorsi 30 mimdine, si aggiungono 0,5 mmol di
cloruro acilico. Il colore della miscela passa da & marrone fino a rosso-arancio e
diventa sempre piu opaca. Dopo 2 ore si effettuiquehching con 5 mL di soluzione
satura di NHCI e si separa la fase organica che viene lavataapcon una soluzione
satura di bicarbonato di sodio e poi con brineai$drifica su MgSQ@ e si concentra,

ottenendo un olio marroncino.

HN

Aspetto: olio marroncino; resa 10%
'H-NMR (600 MHz, CDC})): § 8.9 (br.s, 1H, NH), 8.41-8.39 (m, 1H, CH aromakico
7.86 (d,J=3.0 Hz, 1H, CH aromatico), 7.42-7.40 (m, 1H, Cldraatico), 7.30-7.27 (m,
2H, CH aromatici), 3.66 (s, 3H, COQg}2.85 (t,J=7.6 Hz, 2H, CHCOCCHNH), 2.30
(t, J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.81-1.75 (m, 2H, CHCH,COCHNH), 1.65-1.58 (m,
2H, CH.CH,COOCH), 1.44-1.27 (m, 6H, CHialifatici).
¥C-NMR (150 MHz, CDCJ): 5 196.6, 174.4, 136.4, 131.1, 125.5, 123.6, 1228,4,
118.1, 111.3, 51.5, 39.8, 34.0, 29.3, 29.1, 22601, 24.9.
ESI-MS (m/z): 302 [M+H], 324 [M+Na], 340 [M+K]".
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4. Parte sperimentale

9-(1H-indol-1-ile)-9-ossononanoato di metile (16)

La reazione per la sintesi del derivatacilato viene effettuata a 100 °C in bagno di olio
in pallone munito di refrigerante a bolle, utilimm® come solvente la
dimetilformammide; si aggiungono 0,220 g (1 mmol)2diodoanilina, 0,45 mL (2
mmol) di bis-trimetilsilil-acetilene, 323 mg (1 mmWali n-BwNCl, 0,41 g (5 mmol) di
NaOAc e circa 4 mg di Pd(OAc)Trascorse 20 ore, si diluisce la miscela coneeter
etilico e si estrae con NEI e con brine; la fase organica viene anidrificata
concentrata, dando un liquido giallo-arancio. lkzpo viene quindi sottoposto a FC,
utilizzando come eluente una miscela etere di petetile acetato = 9/1; le varie frazioni
isolate vengono analizzate al fine di recupera@etiimetilsil-indolo. Il derivato sililato
viene fatto reagire con il cloruro acilico 2 agdmin quantita equimolare; questo step
viene condotto direttamente in pallone da distiliae alla temperatura di 57 °C in modo
da allontanare il (CE)3SiCl man mano che si forma. Il grezzo di reaziom®e diluito
con diclorometano e purificato su colonna (eluentiscela etere di petrolio/etere etilico

= 6/4); vengono isolati sia il prodotti di attacaacarbonio che all’azoto.

N)J\/\/\/\)J\O/

Aspetto: Solido marroncino

Pf.=71.8-73.4°C
'H-NMR (300 MHz, CDC}): § 8.5 (d, 1H,J=8.5, CH aromatico), 7.56 (d=7.6 Hz, 1H,
CH aromatico), 7.46 (d, 1H=3.7 Hz, CH aromatico), 7.35 (dt, 1B4,=7.9 Hz,J,=1.2
Hz, CH aromatici), 7.27 (dt, 1H;=8.0 Hz,J,=1.0 Hz, CH aromatici), 6.64 (d, 153.8
Hz, CH aromatici), 3.67 (s, 3H, COQ@H?2.91 (t,J=7.3 Hz, 2H, CHCON), 2.34-2.28
(t, J=7.5 Hz, 2H, CHCOOCH), 1.84 (q, 2HJ=7.4 Hz, CHCH,CON), 1.68-1.58 (m,
2H, CH.CH,COOCH), 1.50-1.30 (m, 6H, CHalifatici).
3C-NMR (75 MHz, CDC)): § 174.2, 171.5, 135.6, 130.3, 125.0, 124.5, 1236,7],
116.6, 108.9, 51.4, 35.7, 34.0, 28.98, 28.96, 2828%, 24.5.
MS (EI) m/z (%): 301 (M), 117 (100).
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Testbiologici
Colture cellulari

Le cellule HT29 (provenienti da una linea di ademmomoma di colon umano) vengono
sospese in terreno completo [costituito da: 89%emer non completo RPMI 1640 (GE
Healthcare), 10% siero fetale bovino FBS (GE Healtd) e 1% L-glutammina 200 mM
(Sigma-Aldrich)], quindi vengono seminate in piasietri alla concentrazione di 10000-
20000 cellule/crh La linea viene mantenuta in incubatore a una ézatpra di 37 °C e
pressione atmosferica, in ambiente umido con, @D 5%; una volta raggiunta la
confluenza si procede albplittaggio delle cellule, ossia la diluizione e divisione ined

o piu fiasche: si rimuove il terreno di coltura, effettuano due lavaggi con tampone
fosfato PBS sterile (NaCl 8 g/L, NdPO, 1,15 g/L, KCI 0,2 g/L e KEPQy) e si utilizza
un enzima, la tripsina (0,125% in soluzione 0,2%E@TA, Seromed), in grado di
staccare le cellule, di cui si aggiunge un voluade tla permettere di ricoprire I'intera
superficie di adesione (circa 1 mL). Dopo aver iiscla fiasca per alcuni minuti in
incubatore si neutralizza la tripsina con alcuni diLterreno di coltura e le cellule

sospese vengono contate nell’emocitometro (cande2grker.

Saggio MTT

La determinazione dell’'l§, ossia la concentrazione di prodotto che iniblacerescita
cellulare del 50%, avviene tramite saggio MTT,test citotossico colorimetrico basato
sull’utilizzo di un composto ('MTT appunto: bromudi 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) la cui colorazione varia in fuome della vitalita cellulare, permettendo
quindi di risalire all'attivita della molecola irs@me per via spettrofotometrica.

Le HT-29 vengono inoculate in piastre multiwell 9 pozzetti alla concentrazione di
15000 cellule per pozzetto, aggiungendo in ciasaun@olume totale pari a 200 pL di
soluzione di terreno di coltura contenente le ¢ellquindi per 30 pozzetti serviranno 6
mL di soluzione: poiché si calcola di dover utiaze 0,47 mL di soluzione di HT-29 e
0,53 mL per le IGRQV, si aggiungono solo 5,5 mlietireno di coltura a ciascuna. A
guesto punto si procede con l'inoculo della soloeice si lascia la multiwell in

incubatore per 24 ore. Prima dell'inoculo vienesttffata la conta delle cellule tramite
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camera di Burker per calcolare la quantita di dohe da prelevare, ricavata per
proporzione conoscendo il numero di cellule contemul mL.

Le cellule vengono trattate con soluzioni a coneanbni crescenti dei composti in
esame (da 1 a 100 uM), preparate per diluizionedu soluzionistock ottenute
sciogliendo gli stessi in DMSO o etanolo (in genese utilizzano concentrazioni
comprese tra 15 e 60 mM) e lasciate in incubaterelire 24 ore. Il giorno successivo si
aspira il surnatante e si aggiungono, in ciascurzeo, 100 pL di soluzione di MTT 0,2
mg/mL in PBS sterile, quindi si ripone il multiwah incubatore per 2 ore; il sale di
tetrazolio € un composto di colore giallo che dteesubstrato dell’enzima succinato
deidrogenasi, presente solo nei mitocondri dellrileevitali, riducendosi in tal modo a
formazano, un sale visibile in forma di cristalibla. Trascorso il tempo di attesa, IMTT
in eccesso viene rimosso e i cristalli di formaz#ormatisi vengono solubilizzati in 200
uL di isopropanolo, quindi si tiene la piastra s@ttjitazione al buio per 20-30 minuti per
facilitare la dissoluzione del solido. Il multiwelviene quindi inserito nello
spettrofotometro Victor Wallac, il quale misurasé&rbanza di ciascun pozzetto ad una
lunghezza d’onda di 595 nm, utilizzando come biamegozzetto contenente solo 200
pL di isopropanolo: un valore elevato di assorbarmaisponde ad un colore viola piu
intenso e di conseguenza a maggiore vitalita egulElaborando i dati ottenuti si risale

alla concentrazione che inibisce il 50% delle dellossia I'lG.

Analisi in microscopia

Le cellule HT-29 vengono inoculate in multivell @adi 9 cnf seguendo la stessa
procedura utilizzata per il saggio MTT e tenuténicubatore per 24 ore per poter aderire;
si effettua quindi il trattamento somministrandastduzioni a 50 e 200 uM dei prodotti
da analizzare e si ripongono in incubatore. Trascaltre 24 ore si addiziona una
soluzione di DAPI (2-(4-ammidinofenil)H-indolo-6-carbossammidino) di 5 pg/mL in
DMSO e si lascia per 15 minuti in modo da permettié@ntercalazione nei nuclei. Il
surnatante viene quindi eliminato e le cellule v@mmlavate con tampone fosfato (PBS).
Le cellule vive vengono analizzate al microscopumifescente (Axiovert 40 CFL Zeiss)
tramite due acquisizioni, una in campo chiaro, phenette di osservare la morfologia ed
il grado di aggregazione delle cellule, ed unduonrescenza per visualizzare I'emissione

del DAPI, permettendo cosi una analisi del DNA eanto nei nuclei delle cellule. Le
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due immagini vengono quindi sovrapposte tramiteetznica del merge, attraverso la
guale si evidenziano le cellule i cui nuclei appaidlu nel punto in cui la sonda é

intercalata nel DNA.

Valutazione dell’attivita antibatterica/antifungina

La valutazione dell’attivita biologica nei confrordi microrganismi e stata effettuata
utilizzando come substrati due batteEsgherichia coli e Saphylococcus aureus,
rispettivamente di tipo Gram negativo e Gram peas)te due funghfCandida albicans e
Aspergillus niger), e sono stati selezionati cinque composti daopotte all’analisii4a,
6a, 66 10 e 9R)-9-HSA. | saggi sono stati svolti con due metondiedsi, descritti di

seguito.

a) Metodo 1 Prove su piastre agarizzate contenenti i compodiverse concentrazioni

scalari

| cinque composti sono stati disciolti in DMSO irodo da ottenere una stock solution
alla concentrazione di 20 mg/mL, mentre come cdlotpmsitivo sono stati utilizzati gli
antibiotici ampicillina (da una stock di 5 mg/mLacqua), attivo s&. coli e S aureus),

e anfotericina B (da una stock di 10 mg/mL in DMS&ivo suC. albicans e A. niger. |
composti, gli antibiotici ed il solo solvente sostati aggiunti direttamente al terreno fuso
(ad una temperatura di 55°C) ed il tutto e sta#sfarito in piastre Petri da 6 cm e
lasciato solidificare. Le concentrazioni saggiag composti sono state: 100, 50, 25,
12.5 pg/mL; per ampicillina si e utilizzata la centrazione di 25ug/mL, mentre per
anfotericina B di 50pug/mL. Sulle piastre di terrecumtenenti i composti alle diverse
concentrazioni sono stati infine inoculati 20 plLudia sospensione batterica/fungind 10
CFU/mL per ciascun microorganismo e le piastre siate incubate a 37°C per 24h (
coli e S aureus) e 30°C per 48hQ. albicans e A. niger). E’ stata quindi osservata la

crescita microbica in piastra, e confrontata cosgettivi controlli.
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b) Metodo 2 Prove col metodo della diffusione in agar (mettidioby bauer”)

Su piastre Petri di terreno solido sono stati ihetculO0 pL di una sospensione
batterica/fungina 0CFU/mL per ciascun microorganismo e sono statii jpies dischetti
di cotone precedentemente imbevuti con 20 puL dedlazioni 5 mg/mL in DMSO di
ciascun composto. Come controllo positivo sona stdizzati anche in questo caso gli
antibiotici ampicillina 5mg/mL (peE. coli e S aureus) e anfotericina B 5mg/mL (pé.
albicans e A. niger); é stato inoltre allestito un controllo solvefBMSO). Le piastre
sono state incubate a 37°C per 2Bhcpli e S aureus) e 30°C per 48hQ. albicans e A.

niger), quindi €& stata valutata la crescita microbicanfontata con i controlli.
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