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I. INTRODUZIONE

Tutti gli organismi hanno bisogno di sintetizzarerasformare un gran numero di
composti organici per poter vivere, crescere eodprsi.

In contrasto con le vie del metabolismo primariwe sintetizzano, degradano, e, piu in
generale trasformano composti presenti in tuttogianismi, esiste anche una parte del
metabolismo che riguarda molecole con una distimezin natura molto piu limitata.
Questi composti, chiamati metaboliti secondartr@rano solo in specifici organismi o
gruppi di organismi e sono espressione della iddiziita della specie.

E’ noto che le piante sono particolarmente ricchmetaboliti secondari le cui proprieta
sono sfruttate da tempo per la cura di malattiensgi ultimi decenni si e scoperto che
anche gli organismi marini animali producono unaiese&i composti con spiccate
attivita farmacologiche.

In passato prodotti secondari erano considerdag melle sostanze, come ad esempio
gli alcaloidi, i tannini e i terpeni, che, prima sludi sul significato fisio-ecologico di
questi metaboliti, si riteneva non fossero coireoléi processi metabolici essenziali per
'organismo. Tra i metaboliti secondari i terpencédl esempio rappresentano il piu
vasto gruppo di composti sia terrestri che ma@ueste sostanze sono caratterizzate
dall'avere una comune unita strutturale, I'isopreaecomprendono ormoni ed altre
sostanze che rivestono un ruolo fondamentale neboksmo dell’'organismo.

| metaboliti secondari non sono necessariamentgopiian tutte le condizioni, e nella
maggioranza dei casi, non sono ancora noti né raidne di questi composti, né i
vantaggi che apportano all'organismo che li produakuni sono indubbiamente
biosintetizzati per ragioni facilmente comprensijljller esempio composti tossici che
forniscono protezione contro la predazione, compuwstatili che servono come
attrattori verso la stessa o altre specie, o cothpls fungono da coloranti, ma é logico
assumere che tutti i metaboliti secondari hanndchearuolo vitale per il benessere
dell’organismo che li produce. | prodotti del maibémo secondario sono in pratica gli
intermediari con cui gli esseri viventi comunicanon I'ambiente che li circonda,

incluso quello animale, con lo scopo di trovaredadizioni piu adatte per poter vivere.



Capitolo | La chimica delle sosta naturali

Molti terpeni o composti derivati sono tossici peecellule dell’organismo stesso che li
produce; tale tossicita costituisce un vero e poogchermo biochimico contro I'attacco
di agenti patogeni.

E’ proprio I'area del metabolismo secondario chenice la maggior parte delle
sostanze naturali farmacologicamente attive, periase € vero che viene definito
farmaco un composto chimico in grado di prevenimiere le malattie, e ipotizzabile
che sia statisticamente piu probabile trovare weetaboliti secondari, sia vegetali che
animali, costituenti chimici che posseggano qupsberieta.

Attualmente, nonostante la crescente introduzianfardhaci di sintesi, circa il 45%
degli agenti terapeutici monomolecolari riportaglla farmacopee, sono di origine
naturale o derivano direttamente da molecole nkatuka diversita chimica che
caratterizza le molecole naturali rende [I'esplayaei delle loro caratteristiche
biologiche, non solo una delle principali fonti duovi composti potenzialmente
utilizzabili per la realizzazione di nuovi farmaana anche uno strumento utile per la
scoperta di nuovi meccanismi d’azione.

Per i motivi su citati la chimica delle sostanzeunali ha avuto dei grandi progressi
negli ultimi decenni, con il risultato di una migite conoscenza dei processi enzimatici
e lo sviluppo delle teorie biogenetiche e biosinlet in una classificazione logica che
collega insieme una grande varieta di compostdiEbndamentale importanza capire
come la natura elabora una gran numero di sostaihzgjolo delle molecole
biosintetizzate e soprattutto I'eventuale applioagidelle stesse in campo medico.

In effetti le piante si sono rivelate le unicheorse medicamentose che 'uomo abbia
potuto utilizzare praticamente per quasi tuttodrqorso della sua storia. Le sostanze
naturali sono state infatti utilizzate per secalil'domo come agenti terapeutici. E’ per
tale motivo che le piante sono da sempre di grameeesse per i chimici delle sostanze
naturali. Negli ultimi decenni invece, il progress alcune tecnologie ha reso possibile
I'estensione della ricerca anche agli organismiimar cio ha portato all’isolamento di
migliaia di nuove molecole con strutture mai tr@vael mondo terrestre e dotate di una
vasta gamma di attivita farmacologiche. Un'ultegi@pinta a favore degli studi sui
metaboliti secondari provenienti dal’ambiente maré stata data dall'osservazione che
almeno il 10% degli organismi marini produce sosggitotossiche o con spiccate

proprieta antimicrobiche e/o antivirali.
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| dati attualmente disponibili sui prodotti natiurenarini mettono in evidenza due
aspetti interessanti: (a) le strutture molecolkestimoniano la presenza di caratteristiche
biochimiche che non hanno equivalenti in organitemiestri e (b) rispetto a quanto si
riscontra sulla terra, nel mare esiste un maggionero di organismi ed una minore
omogenita genetica in popolazioni distinte delkssa specie che, a livello molecolare,
porta ad una maggiore diversita strutturale.

Tra gli organismi marini, la probabilita di ritrorea composti bioattivi si e rivelata
nettamente piu alta in alcuni invertebrati maricome coralli, tunicati e spugne, in
guanto la maggior parte di queste sostanze hannaualo di difesa chimica,
fondamentale per la sopravvivenza di questi orgainiprivi di difese fisiche contro
l'attacco dei predatori. Le spugne, tra gli orgamisnarini, rappresentano la fonte
dominante di metaboliti che presentano una spiattata farmacologica.

Un esempio & dato dalle spugne perforanti che haenmpre incuriosito i chimici del
mare, inizialmente interessati ad una comprensgamepleta del meccanismo con cui
questi organismi perforano i substrati calcarei. Hitro aspetto che sembrava
estremamente interessante era il sistema adottatgudste spugne per difendere le
piccole parti non protette dalla roccia. In quesaso, il sistema di difesa deve essere
molto efficiente in quanto le parti esposte co&dano l'unico sistema di
comunicazione con [Il'ambiente esterno e, sopraftutitunica via per
I'approvvigionamento di cibo. Le spugne perforastno, quindi, dei potenziali

produttori di metaboliti tossici, che utilizzanorgeoteggere le proprie strutture esterne.

Finora sono stati isolati circa 15000 nuovi compdst organismi marini, sono stati

registrati centinaia di brevetti di sostanze marmeattive e oltre 20 prodotti sono

attualmente in avanzata fase di sperimentazion&cipalmente come farmaci

antitumorali.

Alla luce dello sviluppo delle tecniche della masebiotecnologia, € lecito aspettarsi
un rapido progresso nella comprensione del metholisecondario in organismi

marini, tale da permettere un controllo dei procdsiechimici e consentire la

preparazione su larga scala dei composti di irgerapplicativo.

Un problema e che numerosi prodotti isolati da oigrai marini, pur avendo delle

notevoli, specifiche ed interessanti attivita facolagiche, molto spesso non vengono
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presi in considerazione dalle industrie farmacéetiper la difficoltd ad ottenere i
prodotti in quantita sufficienti per I'eventualenomercializzazione.

Per superare questi ostacoli si potrebbe mettgrento la sintesi totale, con tutte le
difficolta derivanti dalla presenza di numerosi tteahirali, che in molti casi rendono
economicamente non utilizzabile la via sinteticaquesto caso, la fonte naturale € la
strada migliore da percorrere. Per evitare i ndiedanni ambientali derivanti da un
massiccia raccolta di organismi marini, produttbnmolecole di interesse industriale, si
possono utilizzare due vie alternative: la cresai@ssiva degli organismi in bacini
controllati (acquacoltura), e la bioproduzione laboratorio, di metaboliti utilizzando
colture cellulari, che, d'altra parte, potrebbessege utilizzate anche come fonte del
materiale di partenza per acquacoltura in queiicasui gli organismi sono di difficile
reperimento.

Il progresso della chimica delle sostanze natumeljli ultimi quaranta anni e da
attribuire principalmente agli sviluppi nelle teche strumentali di purificazione (quali i
sempre piu perfezionati sistemi di HPLC o tecnichene la cromatografia a goccia
contro corrente ecc.) e di determinazione strugurdra queste sicuramente la
spettroscopia di risonanza magnetica nucleare dgoparte piu importante insieme alle
preziose informazioni fornite dalla spettrometrianthssa, che pure in questo periodo
sta attraversando una fase di intenso sviluppoattinfe attualmente possibile
evidenziare molecole presenti nell’organismo vieeamche solo dell'ordine di qualche
milligrammo e, attraverso nuovi saggi in vivo e \itro, € diventato sempre piu
semplice determinare l'attivita farmacologia detleove molecole isolate in maniera
tale che anche il chimico possa accedere facilmeemddi saggi ed utilizzarli allo scopo
di indirizzare con la farmacologia le separazioaieffettuare. In particolare nel corso
dei miei studi ho potuto effettuare diversi espemitn su piccole quantita di campione
grazie all’ausilio dello spettrometro Varian NMRO(*fMHz) con cryoprobe.

Nell’ambito della chimica delle sostanze naturdiirante il periodo di dottorato di
ricerca in “Scienza del Farmaco”, mi sono occupdelisolamento e della
determinazione strutturale di metaboliti secondiriorganismi marini. Lo scopo del
progetto di ricerca non € tanto volto all'utilizzerapeutico dei composti naturali in
quanto tali, ma €& per lo piu indirizzato verso arolimpiego come composti modello

(lead-compounds per la progettazione di nuovi farmaci. Tale razerprevede un
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approfondito studio sulla natura delle interaziomalecolari fra la sostanza bioattiva ed
il target biologico, al fine di ottenere indicazioni sullaorpione della molecola
responsabile dell'attivita.

Nuove classi di farmaci possono presentare numewnsiaggi rispetto alle molecole
naturali utilizzate come modello. E’infatti posséiprogettare strutture molecolari
chimicamente “semplificate” rispetto ai compostiurali con conseguente disponibilita
di una via sintetica per il farmaco, che riduceostc rispetto a quelli per il suo
isolamento da fonti naturali; aumentano le possibdi ottenere una piu elevata affinita
recettoriale con una ottimizzazione dell'attivitgarhacologica ed infine e realizzabile un
miglioramento dei parametri farmacocinetici connefia somministrazionen vivo del
farmaco, come la riduzione degli effetti tossidiottimizzazione della biodisponibilita.

In particolare mi sono occupata del proseguimengglidstudi sulla plakortina,
polichetide cicloperossidico ad attivita antimatariisolata dalla spugn®lakortis
simplex? e dell’analisi chimica della spugr@oelocarteria singaporensis dei soft
coralsUmbellulifera spe Xenia sp

L’attivita di ricerca che ho svolto durante il pmio di dottorato € risultata nella

pubblicazione dei seguenti lavori scientifici:

1. C. Fattorusso, G. Campiani, B. Catalanotti, M. leraN. Basilico, S. Parapini,
D. Taramelli, C. Campagnolo, E. Fattorusso, A. Roma& O. Tagliatatela-
Scafati; ‘Endoperoxide Derivates from Marine Organisms: li@dnes of the
Plakortin Family as Novel Antimalarial Agents”. NMled. Chem2006 49, 7088-
7094.

2. C.Campagnolo, E. Fattorusso, A. Romano, O. Taglia«eafati, N. Basilico,
S. Parapini e D. Taramelli;Ahtimalarial Poliketide Cycloperoxides from the
Marine Sponge Plakortis simplexEur. J.Org. Chem2005,5077-5083.

3. E. Fattorusso, A. Romano, O. Tagliatatela-ScafatiB&:estrello, P. Monelli e

B. Calcinai; ‘Coelodiol and coeloic acid, ent-isocopalane diterge from the
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Indonesian sponge Coelocarteria singaporensis”.raledron Letters 2006
47, 2197-2200

4. E. Fattorusso, A. Romano, O. Tagliatatela-Scafédi, J. Achmad, G.
Bavestrello, C. CerranoXenimanadins A-D, a family of xenicane diterpenoids

from the Indonesian soft coral Xenia'spetrahedron Letterdn press.

Altra pubblicazione del triennio su un argomenteedso da quelli riportati nella
presente tesi:

5. C. Fattorusso, E. Stendardo, G. Appendino, E. FatsoruB. Luciano, A. Romano e
O. Taglialatela-Scafati‘Artarborol, a nor-Caryophyllane Sesquiterpenecéthol from
Artemisia arborescens. Stereostructure Assignntentigh Concurrence of NMR Data
and Computational Analysis.Organic Letter2007, Vol. 9, No.12, 2377-2380.
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II. GLI ORGANISMI MARINI

Da tempo numerosi invertebrati marini, principalteele spugne e, in secondo luogo
gorgonie e soft corals, rappresentano organismgrahde interesse dal punto di vista
farmaceutico. Molte specie possono contenere sostassiche la cui funzione e quella
di scoraggiare eventuali predatori; a questo prigp@dtri organismi marini traggono
vantaggio da questa caratteristica “caricandosl” goprio corpo spugne e coralli.
Alcune di queste sostanze chimiche prodotte soropér alcune patologie umane
(respiratorie, cardiovascolari, etc.). Per tale iwopt I'analisi del metabolismo
secondario di tali organismi, che ha rappresentaggetto del mio lavoro di dottorato,

risulta essere di particolare interesse.

Il. A. LE SPUGNE

| poriferi, comunemente noti come spugne, rapptesen uno dei piu primitivi
organismi pluricellulari. Le spugne presentanoatinf un’organizzazione con diversi
tipi di cellule immerse in una matrice gelatinosgeg$oglea), ciascuna specializzata per
una specifica funzione, ma cellule simili non somrganizzate a formare strutture
assimilabili a tessuti; di conseguenza non possiedsgani, capo o cavita gastrale e si
ipotizza una loro origine filogeneticamente indigente dagli altri animali.

II phylum Porifera € composto esclusivamente da specie acquatichatridt, che
conducono vita sessile ancorandosi ad altri orgainisome conchiglie e granchi.
Presentano forma variabile (incrostante, mammelignarborescente) e dimensioni
comprese fra pochi millimetri e un metro e sonccapen prevalenza marine, diffuse in
tutti i fondali, dai tropici ai poli, fino a profalita abissali. Le spugne d’acqua dolce,
rappresentate dalle Demospongiae appartenentifatiéglia Spongillidae, abitano i
fiumi ed i laghi di tutti i continenti escluso I'Aartide, fino ad altitudini di 2000 metri.

| poriferi possono avere vita solitaria o costikuidense colonie che diventano
importanti habitat per animali e vegetali. Infatte loro cavita possono ospitare

numerosi organismi simbionti come piccoli crostat@ive di insetti, alghe unicellulari,
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cianobatteri ecc. e molti sono gli animali che strano di essi (pesci, molluschi,
echinodermi).

Alcune spugne, le cosiddette “spugne perforanéid¢orrono la loro vita nel perforare,
triturare e disgregare tutto cio sia fatto di cadto di calcio, in processi che possono
durare anni e causare la morte di organismi qualiuschi e madrepore. Esse hanno la
capacita di bucare i substrati carbonatici e minepresenti nell’ambiente marino. Il
substrato pud essere costituito, oltre che da fomdeciosi, anche da conchiglie di
molluschi, alghe corallinacee e scheletri calcdrenadrepore e coralli. La perforazione
avviene per mezzo di secrezioni acide che permetwia spugna di creare una
complessa rete di camere e gallerie all'interndedguali avviene lo sviluppo. Dopo
essersi fissata al substrato calcareo, la larvapdgna inizia a scavare una serie di
gallerie, di forme e dimensioni variabili nelle dige specie, aderendo molto fortemente

con i suoi tessuti alle pareti calcaree.

Alcuni esemplari di spugne.
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La struttura base delle spugne & un sacco con entap principale, Bsculq e
numerosi pori chiamadstii, canali e camere attraverso i quali scorre I'acqua

Questi organismi non possiedono veri tessuti, mppresentano piuttosto un
assemblamento di cellule uguali che tendono adeawetabolismo comune e sono
prive di un sistema nervoso. In effetti, la pardédle spugne & formata da due strati
cellulari simili a tessuti: ilcoanodermae il pinacoderma Il coanoderma € lo strato
interno costituito da cellule flagellate (coangcihe svolgono un ruolo fondamentale,
sia per la riproduzione sessuale che per l'alimsorte, la quale avviene per filtrazione
di microrganismi e particelle alimentari sospestaogua. Lo strato esterno e invece
costituito dal pinacoderma formato daipinacocity cellule appiattite e strettamente
pressate, che svolgono un ruolo di protezioneestimento.

Tra i due strati € presente uno strato acellulatatigoso, ilmesoilqg in cui si trovano
cellule ameboidi, le cellule che producono i garedtendoscheletro.

L’endoscheletro puo essere costituito da calcaliee © da un materiale corneo detto
spongina, un composto organico affine alla chitalaollagene ed anche alla cheratina,
le cui fibre sono prodotte dagli spongioblasti efesiscono all'organismo una notevole
elasticita e deformabilita che consente loro ditiada la propria forma a quelle del
substrato su cui vivono.

Le spugne calcaree, piu semplidsgonid), presentano piccoli vasi o tubi, la cui cavita
interna gpongocelgsi apre all'esterno tramite un‘ampia aperturaa@idettabsculoed

una fitta serie di pori (da cui deriva il loro nowhieporiferi) lungo la superficie esterna.

osculo

canali inalanti

Asconidi
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La suddetta struttura impone, tuttavia, delle lanibni nelle dimensioni della spugna:
infatti, se il volume dello spongocele aumentasu@erficie flagellata non aumenta in
modo proporzionale e, come risultato, una grossayrsp asconide conterrebbe piu
acqua di quanto i suoi coanociti potrebbero figrdPertanto, nel corso dell' evoluzione
di questo gruppo, il problema € stato risolto amrdmparsa di numerose evaginazioni
esterne dello strato flagellato (canali flagellat)modo da aumentarne la superficie di
assorbimento, ed invaginazioni della superficiemst (canali inalanti). La prima tappa
di questo processo si riscontra nelle spugne "8icorcon endoscheletro siliceo. Si
tratta di spugne anch'esse con corpo tubulare,ucosingolo "osculo”, rivestito di
coanociti con cavita spongocelica piu ristretta ciso precedente ed attraversato da
pori che penetrano piu in profondita, formando istesna di numerosi, semplici canali

(canali inalanti e canali flagellati).

os::ul o

canale

& flagellato
canale J

inalante \
f;—-. A .-—-;\
3 atrio | f"'_"""'-'/p_.'
:'..'.ﬂ,
_'_:3 TR i
= E==
f;"—' -3
RN C e
e -
LH/)LJ?J
Siconidi

Le spugne cornee hanno una struttura ancora pijplessa, dettéieukon Sono infatti

di grandi dimensioni e costituite da una superfa@#io strato flagellato ulteriormente
accresciuta per la formazione di un elevato nunadercamerette flagellate, all'interno
delle quali sono localizzati i coanociti. In quesifm di spugne il numero di camerette

flagellate € molto elevato e consente una eleagtadaita di filtrazione.
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Leuconidi

Lo scheletro delle spugne calcaree e silicee édtwrdaspicole prodotte da speciali
cellule, gli scleroblasti, e distinte in macroseler microsclere. Le macrosclere hanno
una forma molto varia e costituiscono un elementdtonutile per il riconoscimento
delle varie specie; formano inoltre I'apparatoatitegno vero e proprio. Le microsclere
assolvono funzioni secondarie come la protezionka deiperficie e la coesione delle
macrosclere. La forma piu semplice di spicola dlgwebastoncino (monoassona), ma
ve ne sono di complessita via via crescente, ddeqadorma di Y a quelle a forma di

stelle, asterischi e cosi via.

Spicole al microscopio

Le spugne si riproducono sia sessualmente che uadesnte. Molti poriferi sono
ermafroditi, altri possono essere dioici. La ripupithne asessuale avviene mediante
produzione di gemme esterne o interne (gemmule)pcdssono sopravvivere anche a

condizioni molto sfavorevoli, impedendo alla spugnanorire.
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| Poriferi si suddividono in quattro classi:

» Calcarea (Calcispongiae)

* Hexactinellida (Hyalospongiae)

* Demospongiae

e Sclerospongiae
Le Calcispongiae (spugne calcaree) sono spugnasasminente marine, con scheletri
calcarei. Le loro spicole sono costituite da cadtondi calcio, sono strutturalmente
semplici e possono presentare al massimo quathg (eetractine). | rappresentanti di
guesta classe sono di piccole dimensioni, hannmdotubulare o di piccoli vasi e
presentano organizzazione interna di tipo ascamrsy leucon.
Le Hexactinellida (Hyalospongiae), dette anche §s@uvetrose” a causa del loro
scheletro siliceo, sono tutte marine, di acque qurdé, e caratterizzate da un corpo
cilindrico o imbutiforme. Le loro spicole, riunitgeformare un reticolo complesso, sono
del tipo esactina (sei punte), l'organizzazioneek tgho sycon o leucon. Numerose
spugne vetrose hanno forma di coppa o di vaso soposraggiungere un'altezza
compresa tra i 10 e i 100 cm. La maggior partensigne a profondita comprese tra i
200 e i 2000 metri.
Le Demospongiae comprendono la maggior parte dpkeie di spugne (circa il 90%)
ed includono sia forme marine che dulciacquicoleloio scheletro € composto di
spicole silicee (non esactine), in alcune formezijpémente o completamente sostituite
da elementi scheletrici costituiti di spongina.rg@nizzazione interna, molto evoluta, é
del tipo leucon. Numerose Demospongiae sono vivao&mcolorate. Le poche specie
di acqua dolce Ephydatia, Spongilla come pure le piu comuni spugne marine
(Haliclona, Verongia, Cliona, Microciorjaappartengono a questa classe.
Le Sclerospongiae, da alcuni autori incluse nelmbDspongiae, presentano massicci
scheletri carbonatici basali, spicole silicee erdibdi spongina come nelle
Demospongiae. Il loro corpo € appiattito, con orggazione leuconide. Si rinvengono
in ambiente marino, di preferenza in cavita marigeerie o associate alle barriere

coralline.
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II. B. GORGONIE E CORALLI MOLLI

Le gorgonie sono animali che caratterizzano I'amigiedelle scogliere profonde, un
elemento dominante nelle acque del Nord Sulaweseda molte altre zone del mondo.
Con il termine generico di gorgonie, si indicandtitgli ottocoralli dotati di uno
scheletro corneo; si tratta di animali con unattitra di base molto semplice, primitiva,
con due caratteristici stadi di crescita: polipmedusa. Il tipico polipo ha una colonna
cilindrica che termina con una bocca circondatattatentacoli pinnati.

L’anatomia interna € ridotta a una cavita inteséinémesenterio), con una tipica
apertura (la bocca). Lo scheletro con un asse dsistenza cornea & formato in
prevalenza da una proteina detta gorgonia; esseestito di un tessuto molle detto
cenenchima, nel quale i polipi possono ritrarscehenchima ha una consistenza piu o
meno fibrosa per la presenza di scleriti calcdr@istruttura scheletrica & di solito nera
all'interno, ma assume vivacissime colorazioni autlorteccia. L'architettura tipica
delle grandi colonie di gorgonie e a ventaglio, totte le ramificazioni su un unico
piano e la colonia puo raggiungere dimensioni dhi 8i diametro e oltre. In una colonia
esiste una comunicazione tra i diversi polipi, shambiano tra loro sostanze nutrienti,
ma anche informazioni; se una punta di un ramo evidisturbata, I'intera colonia
reagisce chiudendo i polipi.

Le gorgonie appartengono alla classe Anthozoa,odatise Octocorallia, ordine
Alcyonacea, anche se in precedenza erano congdgspartenere ad un ordine diverso
(Gorgonacea); anche la maggior parte di quegli rosga chiamati coralli molli
appartengono all’ordine Alcyonacea.

Le varie specie possono differenziarsi anche mdHogorgonia biancaHunicella
singularig ha corpo molle, ruvido e gibboso e preferiscemboa; la muricea
(Paramuricea camalegnforma colonie vistosissime (violacee, rossastra @olte
gialle), grandi e robuste e vive in acque profoottee i 20 metri; la gorgonia rossa
(Paramuricea clavataforma colonie a ventaglio alte fino ad un metéesclusiva
del Mar Mediterraneo; la gorgonia verrucog&airgicella verrucosp abbastanza rara, €
bianco-candida e arborescente.

Il corallo rosso del MediterraneGprallium rubrum e una gorgonia.
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Le gorgonie vivono in maggioranza fissate alleceosfruttando le correnti marine per
cibarsi e per disseminare le larve, che non haorsteldio di medusa e vivono un po'in
tutti gli ambienti, anche se sono predominantigginangono la massima diversita lungo
il reef profondo. In maggioranza sono organismi afilci con 'eccezione di alcune
specie  zooxantellate. Queste ultime, per trarrdagmio dall'attivita di fotosintesi
delle alghe simbionti , vivono in acque poco prafere ben illuminate. Si nutrono da
filtratori passivi, catturando con i tentacoli peetle dall'acqua. La colonia cresce di
solito estendendo le proprie ramificazioni a forenan ventaglio planare perpendicolare
alle correnti dominanti. La rete formata dalle rBoazioni intercetta le correnti, le
smorza determinando dei vortici di acqua a valleadmlonia, che riportano ai polipi le

particelle di cibo.

i
¥ .
Je- .. _:uj

Alcuni esemplari di gorgonie
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La maggior parte delle gorgonie ha colonie a sssarati (colonie maschio e colonie
femmina). In alcuni casi uova e spermatozoi sonessirsimultaneamente e la
fecondazione e esterna, ma nella maggior parte de#icie, la femmina capta gli
spermatozoi, e le uova sono incubate nella coli@maninile. Dall'uovo fecondato si
sviluppa in tutti i casi una larva natante, chalkintana dalla colonia madre, si fissa e
da origine a un nuovo polipo fondatore.

La propagazione asessuale, per frammentazioneatédieie, non € molto comune tra

le gorgonie.

Tuttavia, ad esempidunceella fragilis,amputa la parte terminale della ramificazione
che si fissa in fondo e cresce in una nuova colonia

I coralli molli, che secondo la sistematica mo@egappartengono allo stesso ordine
delle Gorgonie (Alcyonacea), si distinguono perravecheletro sprovvisto di una
struttura assile proteica, e quindi che si tiengiedi solo grazie allimpalcatura degli
scleriti e alla pressione interna dell’acqua.

A dispetto dell'importanza che questi animali hamed'ambiente del reef profondo, la

loro sistematica € pochissimo conosciuta.

Alcuni esemplari di soft corals.
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Le specie piu conosciute cono le DendronephtyaSxleronephtya. La loro struttura e
arborea ed hanno il corpo traslucido che permetedkre spicole calcaree all'interno.
Altre specie molto presenti alle Maldive, ad esempiono ilLitophytum arboreum

simile alle specie precedenti tranne per il fath@ ¢ corpo non é traslucido, ed il

Sarcophytorche e invece simile ad una spugna e di coloreogvigrde.
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[ll. TECNICHE PER LA DETERMINAZIONE
STEREOSTRUTTURALE

[ll. A. TECNICHE DI DETERMINAZIONE STRUTTURALE

lll. A.1 SPETTROMETRIA DI MASSA

La spettrometria di massa e’ una tecnica analticdelucidazione strutturale basata
sulla ionizzazione di una molecola e sulla sua esgiga frammentazione in ioni di
diverso rapporto massa / carica (M/z).

A differenza delle tecniche spettroscopiche, peagoesto € un metodo d’analisi
distruttivo (la molecola non rimane intatta dopanglisi) e soprattutto non si basa
sull'interazione tra radiazioni e materia.

Il principio su cui si basa € il seguente: una rool@ € ionizzata per espulsione di un
elettrone; il catione radicalico che si formang molecolarg in parte si frammenta
dando molecole e/o radicali neutri (che lo strurnembn rileva), in parte generando
cationi e/o radicali cationiigni frammentd. Lo ione molecolare e i vari ioni che si
originano per frammentazione (cationi e radicaliara), vengono discriminati sulla
base del loro rapporto massa/carica e rivelatirddatector.

L’esperimento di spettrometria di massa consisteyda nellaonizzazioneali molecole

in fase gassosa, nebBaparazionelei diversi ioni prodotti e nella lomivelazione

Il risultato dell’esperimento € lo spettro di masdae rappresenta I'abbondanza relativa
degli ioni in funzione del loro rapporto massa/cari

Questa tecnica consente di misurare le masse ntle(sia nominali che esatte) e di
ottenere dei profili di frammentazione che sonocsj@e per ciascun composto, di cui
costituiscono quindi un’impronta digitale.

Si puo cosi individuare la formula molecolare dingmsti sconosciuti, anche avendone
a disposizione piccole quantita.

I FAB (Fast Atomic Bombardaméne I'ESI (ElectroSpray lonizationsono tra le

tecniche di spettrometria di massa piu utilizzate.
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Le molecole polari con pesi molecolari fino a 100D8 possono essere analizzate
mediante la tecnica FAB. La frammentazione € prataenediante “bombardamento
con atomi veloci”: il fascio che bombarda é coditida atomi di xenon ad elevata
energia traslazionale. Questo fascio € prodottairga prima ionizzazione di atomi di
xenon mediante elettroni, a dare radicali catiankehon. | radicali cationi vengono
accelerati a 6-10 keV, generando radicali catichiadta energia traslazionale che
attraversano lo xenon. Durante questo passaggierion carico ad alta energia acquista
elettroni dagli atomi di xenon trasformandosi imae neutro ad alta energia e i cationi
radicali di xenon vengono rimossi da un campo réett II composto in esame viene
disciolto in un solvente viscoso altobollente en@i@onizzato dal fascio di atomi di
xenon ad alta energia. Con questa tecnica di s@itcoone molecolare non viene
osservato, ma gli addotti come [M +"Hjono pronunciati. Altri ioni addotti possono
formarsi da impurezze saline, o per aggiunta dicgahe NaCl o KCI, che producono i
picchi [M + NaJ e [M + K]".

La ionizzazione elettrospray (ESI) prevede I'aptione di una tensione ionizzante
lungo 'ago nebulizzatore. Si ha la formazione daunebulizzazione molto fine, da cui
il solvente pud essere facilmente rimosso. A qugsiato le particelle vengono
ionizzate da una scarica a corona a pressione fnoase trascinate da un piccolo
potenziale elettrico attraverso un minuto orifizerso il magnete analizzatore.

Questa tecnica € ampiamente utilizzata per biorot@earosolubili come peptidi,
proteine e carboidrati, ma attualmente il suo uaads/entando sempre piu universale.
Il risultato € uno spettro i cui picchi maggiorineodovuti allo ione molecolare recante
diverse cariche. La ESI & una delle molteplici amatii dell’ atmospheric pressure
ionization (API) applicata tra l'uscita di una unitda HPLC &ndresso di uno

spettrometro di massa.

. A. 2 SPETTROSCOPIA NMR

La Spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleatsasata sulla perturbazione del
livello di energia del nucleo della materia sotedfétto di un campo magnetico esterno.

In dettaglio, I'energia &€ assorbita dalla sostagpando € soggetta ad una azione

combinata di due campi magnetici, uno forte e cueta I'altro debole e variabile, in
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particolare di una radiofrequenza. Poiché l'effettanbinato dei due campi causa una
perturbazione nello stato di energia dei nucleg dipende sia dal tipo dei nuclei atomici
contenuti nella sostanza che dal loro stato chiplecasonanza magnetica nucleare € un
valido mezzo per lo studio delle interazioni trzleo e substrato.
La Spettroscopia NMR offre innumerevoli possibildautilizzo ed &€ considerata uno
dei piu importanti attrezzi fisici a disposiziortel chimico organico; nella sua
evoluzione si e anche rivelata un valido aiuto cemnpi della biologia, biochimica e
farmacologia soprattutto per I'analisi strutturdiemportanti molecole.
La possibilita di osservare, oltre *&, altri nuclei come™C, **N e *'P, fa della
spettroscopia NMR, la tecnica piu potente e vdesatidisposizione dei chimici e dei
biochimici per ottenere informazioni sulla strutudei composti, anche con elevato
peso molecolare, e per comprendere in profondi@adessi biologici ed i meccanismi
di reazione.
Strumenti tecnologicamente molto sofisticati eda#td campo, I'impiego di sequenze
bi- e tridimensionali, consentono lo studio di baetole strutturalmente molto
complesse come proteine e polisaccaridi. Le infarom ottenute mediante la
spettroscopia NMR, insieme a studi di modellistivalecolare, consentono sia I'analisi
conformazionale dettagliata di tali molecole inuzabne, sia la determinazione delle
loro conformazioni bioattive.
La spettroscopia NMR permette di distinguere i divauclei atomici sulla base delle
loro proprieta magnetiche mediate dall'intorno cieiop permette di misurare distanze
inter-protoniche e di misurare gli angoli diedri tlgami covalenti. Lo scopo dellNMR
e sostanzialmente ricavare informazioni sulla fesqa di risonanza dei nuclei attivi.
Esistono due metodi per ricavare quest'informazidledla spettroscopia NMRd onda
continug una elettrocalamita genera il campo magneticoessario ad indurre lo
splitting tra 1 livelli energetici degli atomi attivi nel p®ione in esame.
Contemporaneamente, un emettitore di onde eletgoateche lo bombarda ad una
frequenza ben precisa. Il campo magnetico dellantiéh viene quindi incrementato
passo passo: un rivelatore registra I'assorbarzaadgione ad ogni intensita di campo,
ovvero quanta parte della radiazione incidenteesil@ al passaggio attraverso il mezzo.
La frequenza di risonanza di un nucleo attivo rettimente proporzionale al campo

applicato: mano a mano che il campo aumenta, anes@mche le frequenze di
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risonanza. Quando le frequenze di risonanza diwenfari a quella incidente (che
invece é costante), allora tutti gli atomi capadado, assorbiranno quanti di energia, e
I'assorbanza misurata sara piu alta.

Il secondo metodo , usato dagli spettrometri piudenni, consiste nel mantenere
costante il campo, incrementando invece la freqaeleila radiazione incidente.

La maggior parte degli spettri utili per la detemazione strutturale dei composti isolati
ricade nella categoria del’lNMR bidimensionale.

Lo spettro'H NMR & un grafico dell'intensita contro la frequensi tratta di un grafico
a due dimensioni ma €& chiamato esperimento monodiimeale 1-D, in quanto esiste
un’unica dimensione (asse delle frequenze). L'asdle frequenze deriva dall’asse dei
tempi (tempo di acquisizione) del FID attraverso pilocesso matematico detto
“trasformata di Fourier”. Quindi, da un punto dista sperimentale, la variabile
dell’'ascissa in un esperimento 1-D e il tempooBiddetto spettro NMR bidimensionale
2-D é in realta un grafico a tre dimensioni; irtitgti esperimenti NMR la dimensione
omessa e sempre l'intensita. Le due dimensioni aida riferimento in un esperimento
2D NMR sono entrambe assi delle frequenze. Un gspato di questo tipo richiede
due trasformate di Fourier ortogonali tra di lotodsie assi dei tempi indipendenti, per
arrivare a due assi delle frequenze perpendicdiall.esperimento a singolo impulso
vi € un unico fattore tempo che influenza lo spettrcioe il tempo di acquisiziorngln
una sequenza multi-impulso invece, il periodo duildorazione € seguito da due
impulsi (tra i quali e interposto un intervallotémpo) l'ultimo dei quali e 'impulso di
acquisizione ar/2. Viene pertanto inserito un periodo di “evolumf tra gli impulsi.
Facendo variare questo intervallo di tempd i una serie di esperimenti diversi ed
unendo i FID risultanti in un unico esperimento pd@ssivo, si hanno le basi di un
esperimento bidimensionale. La prima serie di tnaséte di Fourier produce il secondo
asse delle frequenze derivato dal tempo di acgoisz, di ciascun FID. | dati vengono
ruotati di 90 e viene condotta una seconda trasformata di Foahie risulta essere
ortogonale alla prima serie di trasformazioni. Qaeseconda serie di trasformate di
Fourier produce il primo asse delle frequenze,funaione del tempo di evoluziorg

La sequenza di impulsi consiste in un impulsa/2, un intervallo di tempd;, un
secondo impulso di acquisizionew e l'intervallo di acquisizion&. Questa sequenza

di impulsi viene ripetuta un certo numero di vate intervallit; crescenti.
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COSY SPECTRUM (COrrelation SpectroscopY)

Una delle piti importanti tecniche NMR bidimensiar@al’esperimentdH-'*H COSY,
esperimento che consente di osservare accoppiaseiéri tra i protoni. Esso € un
esperimento di correlazione omonucleareliemical shiftattraverso I'accoppiamento
scalare spin-spin a dugl{.y) o tre legami{Ju.1).

Nello spettro COSY appaiono due tipi principalisgignali: 1) | picchi diagonali che
rappresentano lo spettro originale, cosi come wottenin un esperimento
monodimensionale; 2) | picchi fuori diagonale chainpicchi di correlazione”, che
dimostrano la presenza di accoppiamenti scalatia(egrso i legami) tra i nuclei. |
segnali accoppiati possono essere individuati imado linee orizzontali e verticali a
partire dal picco di correlazione fino ad intergeda diagonale.

La sequenza ordinata delle correlazioni e utilazagr definire sistemi di spin, ovvero
strutture parziali della molecola in esame, i aintini sono costituiti da atomi di

carbonio quaternari o da eteroatomi.
TOCSY (Relayed Coherence Transfer)

E’ possibile far propagare la magnetizzazione & diegli spin direttamente accoppiati
attraverso un esperimento TOCSY, cosi da permditesservazione di correlazioni tra

i nuclei che non sono direttamente accoppiati, heafanno parte dello stesso sistema di
spin. La sequenza di impulsi per un esperimentd ZIG-SY somiglia al prototipo di un
normale esperimento 2-D, ma in luogo di un secdngmlso an/2, viene inserito un
periodo di mescolamento (mixing time) durante ilgula magnetizzazione € bloccata
(spin locked) sull'asse y. Durante questo peri@mbagnetizzazione si propaga da uno
spin al suo vicino, poi al vicino successivo e cesi. Piu € lungo il periodo di
mescolamento, maggiore sara, almeno in teoria,répagazione attraverso l'intero
sistema di spin. L'aspetto di un esperimento TO@ES&mile al COSY. La differenza
consiste nel fatto che i picchi di correlazione XOs»no prodotti da spin accoppiati,
mentre i corrispondenti picchi di un TOCSY traggamagine da un trasferimento di
coerenza di spin propagato. In un esperimento TQQ®Y periodi di mescolamento

piuttosto lunghi, tutti gli spin all’interno di usistema sembrano essere accoppiati.
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Ciascun esperimento bidimensionale possiede unogmamonodimensionale. Nel

TOCSY 1-D (chiamato HOHAHA HOmonuclear-HArtmann-HARrviene irraggiata

una risonanza protonica selezionata; viene concessgeriodo di mescolamento
appropriato, affinché la magnetizzazione possaggaysi e, durante questo periodo,
viene applicato lo spin-locking. Dopo aver acquoisit spettro monodimensionale, i soli
segnali che saranno registrati saranno quelliivelait nuclei su cui é stata trasferita la
magnetizzazione e pertanto tutti i segnali chersaral di fuori del sistema di spin non

appariranno.
HSQC e HMQC

Gli esperimenti HSQE (Heteronuclear Single Quantum Correlatjoed HMQC
(Heteronuclear Multi Quantum Correlatipncorrelano i nuclei*®C con i protoni
direttamente legati ad essi, cioé accoppiati.adigrdi un accoppiamento tramite un solo
legame tJcr). In questo tipo di esperimenti, 'asse F1, chevdedal nostro intervallo
di tempo incrementalg, e I'asse dei protoni. L'asse F2, che derivaxi& I'asse del
carbonio. Durante I'acquisizione viene applicatodisaccoppiamento a banda larga nel
canale del protone, in modo che i segnali del gadottenuti in ciascun FID siano dei
singoletti. Essendo esperimenti di accoppiamenteronticleari non esiste una
diagonale, né simmetria.

L’inconveniente di HSQC ed HMQC ¢ che, a causaadedissa abbondanza isotopica
del**C (1,1 %), solo la piccola percentuale di protegjdti direttamente ad un carbonio
13C fornisce informazioni utili, mentre vanno elimintutti i segnali relativi ai protoni
legati a carbont?C. Tuttavia, poiché quest'ultimo rappresenta langrarte del segnale
totale, la sua completa eliminazione € piuttostificde, ed anche una eliminazione
incompleta puo lasciare un segnale residuo suffieiea coprire tutti i picchi di
correlazione.

L’esperimento  HMBE (Heteronuclear Multi Bond Correlation si basa su
accoppiamentH-*C attraverso due o tre legamor{g rang@ offrendo uno spettro
estremamente diagnostico che consente di conndti@rei loro le subunita della
struttura molecolare individuate attraverso I'asiatiegli altri spettri bidimensionali. In

sintesi € possibile ottenere indirettamente dedleetazioni carbonio-carbonio e, per di
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piu, tale esperimento consente di correlare carlmpraternari (non visibili negli
esperimenti HSQC e HMQC) con protoni ad essi vicini

[ll. B. TECNICHE PER LA DETERMINAZIONE DELLA STEREO CHIMICA

La determinazione della configurazione relativaasdoluta di una sostanza naturale
rappresenta una tappa chiave nel processo di exdzatizione strutturale della stessa.
Solo conoscendo la stereochimica di una molecgmssibile risalire al suo assetto
tridimensionale ed approcciare studi di tipo biatog come ad esempio studi di
interazione farmaco-recettore, o di tipo chimicome gli studi relativi alla sintesi totale
di molecole complesse con una buona attivita faochogica.
La maggior parte dei composti di origine naturakspnta uno o piu centri stereogenici.
Di solito, nella determinazione della stereochimgigorocede prima con lo stabilire la
configurazione relativa dei centri chirali. Se, bggndo specifiche metodologie, si
riesce a stabilire una stereochimica relativa ynicattendo in relazione tutti i centri
chirali della molecola, é sufficiente la determiio&z di un solo centro stereogenico per
ottenere la configurazione assoluta di tutta laut&tra. Se, invece, sono state
determinaten stereochimiche relative, non correlabili tra Igpey ciascuna substruttura
bisognera assegnare indipendentemente la configneassoluta.
Attraverso la spettroscopia NMR e possibile ottenemportanti informazioni
sull’assetto tridimensionale delle molecole, saptéd in sistemi rigidi.
| parametri piu significativi nella determinaziongella configurazione relativa
attraverso I'NMR sono: i valori dei chemical shif, le costanti di accoppiamentd) (
e gli effetti NOE.
| chemical shifts dei protoni sono influenzati tab intorno chimico, pertanto i protoni
di due diastereoisomeri risentono di un intornarcbo differente.
Nellambito della spettroscopia NMR, possono essgtenute numerose informazioni
sulla stereochimica relativa di una molecola organiallo studio dei valori delle
costanti di accoppiamento.(). Infatti la legge di Karpltfs

%)= Aco$*+ Bcod) + C
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evidenzia che il valore di tali costanti, sia omdeari, >J,.4, che eteronuclearizJc.u,
dipende dall'angolo diedr® tra gli atomi accoppiati. | valori diJy.y sono molto
piccoli, circa 0-1,5 Hz, quand® e circa 90°, mentre essi sono generalmente piattos
grandi quando® e intorno a 0° o 180°, generalmenigo- € maggiore diJp-. Di
conseguenza e possibile distinguere facilmente retezione assiale-assiale tra due
protoni di un ciclo a sei termintJ..~7-9 Hz, rispetto a quella assiale-equatoriale e a
quella equatoriale-equatorialél,.c>Je.2,5 Hz. Inoltre & possibile discriminare
facilmente la relazioneis-transtra i protoni di un doppio legam&ls~6-12 Hz,3Jans
~14-20 Hz.

Altre importanti informazioni riguardanti la steddomica, in particolare la
configurazione relativa dei centri stereogenicuda molecola, possono essere ottenute
dallo studio degli accoppiamenti omonucleari traot@ni spazialmente vicini
(accoppiamento dipolare) e non necessariamenteppiatbd attraverso i legami
(accoppiamento scalare).

Mentre si registra lo spettro si puoO irradiare uegrele con una radiazione
corrispondente alla sua frequenza di risonanza.l'iBensita della radiazione e
sufficientemente alta, il segnale si "satura”, sesarando dallo spettro. La saturazione
del segnale ha due conseguenze notevoli:

a) gli accoppiamenti degli altri protoni presenilla molecola con il protone irradiato
scompaiono (tecnica di disaccoppiamento); questaide permette di semplificare i
multipletti complessi determinati da piu accoppiatne

b) La velocita di rilassamento di protoni spaziahbeevicini a quello irradiato aumenta
('aumento diminuisce con la distanza alla sestenza). Questo effetto favorisce il
ripristino della popolazione di Boltzmann, cioé dagce il ritorno dei nuclei allo stato
fondamentale, e si traduce in un aumento dell'sitandel segnale(effetto n.O.e:
"Nuclear Overhauser Enhancement"). L'effetto pusees utilizzato per stabilire una
relazione spaziale tra i sostituenti di una molacal patto che la molecola abbia una
certa rigidita.

Le intensita delle interazioni dipolari NOE sonetémente dipendenti dalla dimensione
della molecola, infatti al crescere delle dimensidella molecola gli accoppiamenti
NOE sono prossimi allo zero, e quindi difficiimergeidenziabili. Per superare questo

limite si puo utilizzare I'esperimento ROESY (Ratgtframe Overhauser Effect

24



Capitolo Il Determinaz strutturale

SpettroscopY) un esperimento bidimensionale dietazione omonucleare, basato sul
fenomeno ROE (Rotating-frame Overhauser EffectRAE € un fenomeno simile al
NOE, che pero puo essere messo in evidenza solesuerimento 2D e, al contrario

del NOE, e sempre positivo.

lll. B.1 METODO DI MURATA

L'impiego delle costanti di accoppiamenti.; e delle correlazioni ROESY & limitato
generalmente a sistemi rigidi, ciclici o in cuiléeato numero di interazioni deboli
limiti la possibilita di movimenti conformazionalper i quali gli angoli diedri e le
distanze interatomiche tra i protoni sono rigidatadissati. Tuttavia numerosi prodotti
naturali biologicamente attivi, spesso possiedotrattare lineari o macrocicliche
flessibili cui l'applicazione di questi parametriorhirebbe dati di ambigua
interpretazione.

E’ stato proposto recentemente da Murata e colbot un semplice metodo, basato
sulle costanti di accoppiamento omo ed eteronugclelae puo, in casi specifici, come
quelli in cui i centri chirali sono costituiti dadoni metinici leganti atomi di ossigeno,
essere utilizzato per determinare la stereochimatativa dei sistemi flessibili. Tale
metodo si basa sulla teoria che, nei sistemi agicla conformazione dei centri
asimmetrici adiacenti € rappresentata da rotamfatsati preferenziali, e la loro
stereochimica relativa pud essere determinata osénccostanti di accoppiamento
protone-carbonio?3J..c, e le costanti di accoppiamento protoniche vigjn&ly.y.
Infatti I'uso combinato dei valori di tali costantiende possibile I'identificazione del
rotamero sfalsato predominante dalle possibili conézionieritro etreo.

Un’accurata misura delle costanti di accoppiamextévonucleari in esame puo essere
realizzata con esperimenti NMR bidimensionali. laltincasi € tuttavia sufficiente una
valutazione qualitativa delle costanti, realizzatkaverso esperimenti HMBC phase
sensitive, che consentono di discriminare tra estgandi (large), e costanti piccole
(small). Il set di costanti cosi ottenuto, applical modello proposto da Murata, €

impiegato per identificare la stereochimica rekatihel composto in analisi.
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. B. 2 TECNICHE COMPUTAZIONALI

| dati NMR permettono spesso la determinazioneadsiéreochimica relativa di una
molecola organica, sia valutando i valori delletans di accoppiamento, sia attraverso
esperimenti NOESY e ROESY, che forniscono dati irgydi sulle distanze tra i
diversi protoni della molecola. Tuttavia pud accadehe i risultati ottenuti non
permettano una interpretazione semplice ed univeamajendo quindi impossibile la
determinazione configurazionale, senza sfruttaimgri metodi basati sullo studio
conformazionale. | metodi basati su effetti NOE @ salori delle costanti di
accoppiamento sono infatti limitati a sistemi rigiciclici e policiclici, in cui e ridotta la
possibilita di movimenti conformazionali. Nel cadianolecole che possiedono strutture
lineari o macrocicliche flessibili tali metodi néorniscono un’univoca interpretazione.

Il crescente miglioramento dei computer e la mesgaunto di metodi e algoritmi
sempre piu avanzati ed efficienti, ha portato aliacita della chimica computazionale,
cioé una disciplina che, basandosi su principi tpraeccanici, permette la
rappresentazione realistica della struttura tricish@nale di una molecola. Per
determinare la conformazione di una molecola, medid'uso di un computer e
secondo un processo chiamato “minimizzazione”, ppst&@no gli atomi dalle loro
posizioni valutando le conseguenti variazioni @sérgia totale del sistema. La
geometria che corrisponde alla minima energia dlajypeu favorita e, quindi, la piu
rappresentativa della struttura in soluzione. B possibile confrontare le distanze tra i
protoni in diversi stereoisomeri e verificare quall questi corrisponda ai dati
spettroscopici precedentemente ottenuti.

La meccanica molecolare fornisce per ogni moletelzergia potenziale (detta force
field o campo di forze) in funzione della posiziategli atomi.

Il fine di un campo di forza & quello di riusciredascrivere la conformazione e il
comportamento delle molecole, infatti permette dilcalare I'energia di ogni
riarrangiamento di atomi in un sistema e permeitgatlitare come essa cambia al
variare della posizione degli atomi. E possibilesi¢c trovare il punto di minimo di
guesta funzione, determinando sia la conformazicme I'energia minima. Questo
processo € noto come minimizzazione, anche se aga pd un minimo assoluto, ma

solo ad un minimo relativo. La conformazione rignote dal processo di
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minimizzazione dipende dalla conformazione di paréee, di conseguenza, rappresenta
il punto di minimo relativo piu vicino alla confoamione di partenza. Per trovare il
minimo assoluto, in casi semplici, € possibileiz#tre processi noti come ricerche
conformazionali (sistematic search, random searsimuleted annealing). Le
informazioni sperimentali sulla conformazione detalecola, principalmente derivanti
da esperimenti NMR (effetti NOE), possono essemtuse nel campo di forza per
“aiutarlo” a determinare la reale conformazione asda energia. E anche possibile
studiare il movimento dei nuclei, cioé studiare oio le conformazioni staticamente,
ma anche il movimento che porta al passaggio da aaméormazione all’altra, le
vibrazioni molecolari; questo tipo di processo éanfatodinamica molecolaree puo
essere utile per effettuare ricerche conformazippar studiare molecole flessibili, o
per produrre strutture tridimensionali in accoram ¢ dati dedotti da studi NMR. La
dinamica molecolare simula il comportamento reagdladmolecola: essa tende a
sistemarsi in conformazioni a bassa energia, madavein certo moto termico, € in
grado di superare la barriera di energia che sepaea conformazione dall’altra.
Tuttavia ci sono dei limiti dato che i computeruatt permettono di effettuare
simulazioni lunghe al piu qualche nanosecondo, menmolti cambiamenti
conformazionali possono avvenire molto piu raramebin metodo per superare questa
difficolta é effettuare un esperimento simulated annealing cioé si sottopone la
molecola ad una simulazione di dinamica molecoiaidando ad alta temperatura e
abbassandola gradualmente aspettando del tempaodrdiminuzione e l'altra, fino ad
arrivare allo zero assoluto. Nella simulazione k& mperatura, la molecola ha modo
di muoversi agevolmente tra conformazioni moltoedse tra loro; man mano che la
temperatura diminuisce la molecola rimane sempne Ipioccata in una stessa
conformazione, cioe quella a piu bassa energianéodil quelle a piu bassa energia) tra
conformazioni molto simili.

Un metodo alternativo e complementare rispetto @gihamica molecolare per ottenere
informazioni dettagliate sulla stereochimica di @asti strutturalmente complessi per
flessibilita o numero di stereoisomeri, € I'appaimme di metodi basati su calcoli
guantomeccaniab initio che permettono la previsione dei chemical shifprditoni e
carboni dai valori delle costanti di accoppiamergoeffettua un confronto tra i dati
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sperimentali e quelli teorici ottenuti per conferméipotesi di una struttura o scegliere
tra due strutture alternative possibili.

. B.3 METODO DI MOSHER

Un metodo molto efficiente per la determinaziondladeonfigurazione assoluta di
composti organici in soluzione, e basato propritedecniche NMR. Il metodo consiste
nella derivatizzazione di un substrato chirale delkle si vuole determinare la
configurazione assoluta o la purezza enantiomecma, due enantiomeri di un agente
derivatizzante chirale e nell’analisi NMR dei dusultanti diastereoisomeri. La
configurazione del composto e stabilita sulla bdisen modello conformazionale che
mette in correlazione tale configurazione con greedelle differenze osservate per i
chemical shifts protoniciAd = d6s-0r) dei sostituenti direttamente legati al centro
stereogenico. Di solito la reazione di derivatizaae utilizzata € una reazione di
acilazione e quindi il substrato chirale € un alsetondario nella maggior parte dei
casi, 0, un alcol primario con un centro stereagenn o, un’ ammina o un acido
carbossilico.

L’agente derivatizzante chirale deve contenererupmp funzionale in grado di reagire
guantitativamente con il gruppo funzionale del costp da analizzare; deve possedere
un sostituente a forte carattere anisotropico eatie contenere un gruppo polare che
possa fissare una conformazione preferenziale.elnteyderivatizzante chirale di gran
lunga piu utilizzato e il reattivo di Mosher (clooudell’acido 2-metossi-2-fenil-2-
trifluorometilacetico o MTPA) Kigura 1).
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Figura 1. Metodo generale di determinazione della configorez assoluta attraverso
'NMR.

Sulla base delle osservazioni sperimentali accuimda una serie di alcoli secondari a
configurazione nota, MosHassservo che c’era un andamento sistematico deii\ied
chemical shift protonici dei corrispondenti estgrivatizzati con il reattivo di Mosher.

| dati potevano essere razionalizzati ammettend@sidtenza in soluzione di una
conformazione preferenziale, in cui il protone @aobco, il carbonile estereo ed il
gruppo trifluorometilico si trovano sullo stessamo dellMTPA.

Se I'MTPA estere si trova nella conformazione ipogita, Mosher osservo che i valori
dei protoni H vicino al centro carbinolico chirale, nell'(S)-MAPdevono essere piu
alti dei corrispondenti valori osservati per I'(R)FPA.

Una revisione del metodo di Mosher da parte di Kakia e Kashmali,indicato come
metodo di Mosher modificato, € quella che viendizatita attualmente per la
determinazione della configurazione assoluta diladecondari chirali. | principi guida
del metodo di Mosher modificato sono gli stessippsii originariamente da Mosher,
solo che, grazie alle moderne tecnologie, si celicassegnare il maggior numero
possibile di risonanze protoniche dei gruppi adigéical centro carbinolico. Una volta
assegnate le risonanze, per ciascuno dei due ekastereoisomerici, si calcolano i
valori di A3, per convenzione riportati conag-or. Se I'estere assume la conformazione
preferenziale riportataF{gura 2), si osserva che tutti i protoni localizzati adimistra
del piano dellMTPA avranno valoAid<0, mentre quelli a destra avranno vals>O0.
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Se questa condizione é rispettata, la configurazassoluta sara indicata dal modello
A.

(Ph) (OMe)----(R)
HoHg- Ha MeQ, Ph----(S)

Z
2
3

Hz-Hy-Hx
(a)

CF3

k/ piano dellMTPA

@)

Hy OMTPA y
Hy Ad< O C A>T | lB MODELLO A

H A ———H

A

Figura 2. a) Conformazione preferenziale dell’estere di Masb) Modello empirico
proposto da Mosher per la determinazione dellaigordzione assoluta di alcoli
secondari.

Questo metodo presenta alcuni svantaggi: alcumliadtericamente impediti non si
esterificano, in alcuni casi I'estere non assumedaformazione ideale prevista dal

modello A o non si verifica un andamento sistenoadiei valori diAJ.

. B. 4 METODO DI NAKANISHI

Harada e Nakanishi hanno sviluppato un metodo mopireeo (che non richiede la
correlazione con composti a configurazione notéfodeegola del dibenzoato chirale”
che consente la determinazione della configurazasssluta di 1,2-glicoli dall’analisi
dello spettro CD (dicroismo circolare) dei corriggenti derivati dibenzoati.
Nell”exciton chirality CD method” o metodo di Nakishi' il segno dell’effetto
Cotton alla piu alta lunghezza d'onda, viene catrelcon la chiralita dei legami
carbinolici C-O leganti il benzoato. Questa tecrstaitta le proprieta chirottiche delle
sostanze chirali, proprieta derivanti dall'intem non distruttiva delle molecole con

radiazione anisotropia, e che consentono la diffaezione tra enantiomeri.
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La luce é una radiazione elettromagnetica a cud s@sociati un vettore campo elettrico
e un vettore campo magnetico. In un fascio di loi@Bnaria il vettore campo elettrico
oscilla in tutte le direzioni perpendicolari all&rekione di propagazione; tale luce e
detta isotropa.

Di contro, la luce linearmente polarizzata € caratata da un vettore campo elettrico
che oscilla in un’unica direzione e puo essere idensta come derivante dalla
combinazione di due fasci di luce circolarmenteappkata destra e sinistra. La luce
linearmente polarizzata rappresenta quindi un mezgsotropico; le due componenti
circolarmente polarizzata destra e sinistra intescamo in maniera differente con un
composto chiale. Il dicroismo circolare (CD) derda un non uguale coefficiente di
estinzione dei due fasci di luce circolarmenteappkata destra e sinistra da parte di un
mezzo chirale. Tale fenomeno e osservato in unameglello spettro UV o visibile in
cui si osserva anche assorbimento di luce isotaopidna transizione elettronica,
associata ad un cromoforo con proprieta chirottichena molecola chinale, causa un
differente assorbimento dei due fasci di luce d¢amooente polarizzati sinistro e destro.
Ne risulta che i due fasci di luce, dopo I'intea® con il composto chirale, risultano di
intensitd diversa. La luce linearmente polarizzaétaquindi convertita in luce
ellitticamente polarizzata in cui il vettore camglettrico associato traccia un percorso
ellittico.

Nell’analisi di uno spettro CD si tiene conto dealégole di elicita che si applicano ai
cromofori chirali la cui disposizione spaziale dido elicoidale.

La regola generale come si puo veder€igura 3 € che, in tali sistemi, ad una elicita
destrorsa (@) corrisponde un CD positivo, mentre uad elicita sinistrorsa (b)

corrisponde un CD negativo.

(a)

A
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| AN
N

(b) A

Figura 3

Il metodo dell’ “exciton chirality” si basa sul pgipio che quando due cromofori
sono spazialmente vicini e disposti in modo tale adare una disposizione
chirale, l'interazione tra i due singoli cromofatétermina uno split dello stato
eccitato in due stati energetici non degeneri (ercsplit). L’eccitamento a due
livelli energetici non degeneri genera due curve @Dsegno opposto: la
combinazione di tali curve porta a una curva CD doa effetti Cotton di segno
opposto separati da uxi. Il segno dell’effetto Cotton a piu elevata designa il

tipo di chiralita e corrisponde alla chiralita nedile dalle regole di elicita prima

enunciate.
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IV. ANALISI DELLA SPUGNA PLAKORTIS SIMPLEX

Una parte del lavoro di dottorato si € basato swlsgguimento dello studio del
metabolismo secondario dalla spugBkakortis simplex gia iniziato presso il mio
gruppo di ricerca.

La spugnaPlakortis simplex(Demospongiae, ordine Homosclerophorida, famiglia
Plakinidae), € una specie piuttosto comune dellaidva corallina dei Caraibi ed é,
insieme ad altri poriferi del geneRdakortis da numerosi anni oggetto di approfondite
indagini da parte di chimici delle sostanze natulalutto il mondo Figura 1). Tali
studi hanno portato all'isolamento di un gran numdr nuovi metaboliti secondari

derivanti da diversi pathway biosintetici.

Figura 1

Nel 1978 Faulkner isolo dalla porzione solubile étere dell’estratto etanolico di
Plakortis halichondrioide$, la plakortina {), un composto appartenente alla via
biogenetica dei polichetidi, che presenta un insataggruppamento cicloperossidico.
Per tale composto fu riportata un’attivita antilat inibendo la crescita @scherichia
coli e di Staphilococcus aureus.

COOCH

A
= /O qX
Q
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In seguito a successive analisi di estratti dédasa spugna e conseguente isolamento di
molecole con interessante attivitd biologica, colaeplakorina® furono isolati e
strutturalmente determinati una serie di compdst. questi ci sono alcuni derivati con
nuclei perossidici a 5 termini come gli acidi pleki A e B® che hanno mostrato una

moderata attivita antimicoticdigura 2).

y Me(CHy)15 —
_ = COOCH; W _COOMe
/"

o-0 MeO\\\ 0-0

Acido plakinico B Plakorina

Figura 2

Dalle spugne del geneRdakortis sono stati isolati in particolare due classi dnposti

in cui la funzione cicloperossidica & riarrangimtananiera articolata: i) i furanoestéri,
con un singolo atomo di ossigeno che connette GC36e(per i quali € stata ipotizzata
un’origine biogenetica dai corrispondenti ciclopmidi), che hanno mostrato attivita
citotossica e antiprotozoaria; ii) e i plakortorigttoni biciclici riportati da P.
halichondrioides’ | plakortoni presentano un legaméattonico che connette C-1 e C-

4, come si puo vedere nel plakortoneFiglra 3).

Plakortone A

Figura 3
| plakortoni sono dotati di interessanti propriitémacologiche: sono infatti in grado di

aumentare l'attivita della ATPasi calcio-dipenderdel reticolo sarcoplasmatico

cardiaco. Questa pompa svolge un ruolo chiave metazione degli ioni calcio dai
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miofilamenti, contribuendo in questo modo al rilre&nto del miocardio, e costituisce
quindi un bersaglio ideale per il trattamento dual disturbi cardiaci.

Sino ad oggi solo poche sostanze naturali, conggnderolo, la penaresina e l'acido
tannico hanno dimostrato di possedere un’attivitals.

Da spugne del geneRdakortis sono stati isolati anche una serie di alcaldidia gran
parte delle molecole isolate da queste spugne hanaatruttura riconducibile alla via
biosintetica dei polichetidi e, a parte quelle sopiportate, presentano un insolito
raggruppamento cicloperossidico. Esse differiscdre loro per la dimensione
dell'anello perossidico, a cinque o a sei ternpei; la lunghezza, la funzionalizzazione
della catena carboniosa e per la stereochimiceeshri asimmetrici.

In seqguito all'isolamento della plakortina su @taé iniziata la ricerca sui derivati di
natura cicloperossidica dalle spugne del gedagortis da parte di molti studiosi e,
anche il mio gruppo di ricerca € impegnato da amgllo studio del metabolismo
secondario dPlakortis simplexuna delle spugne piu interessanti appartenegere
Plakortis. Dall’'analisi di tale specie, nei nostri laborat@ristata isolata la plakortina in
grosse quantita e, in seqguito alla valutazionesti farmacologici, € stata riscontrata per
tale cicloperossido anche una buona attivita ardirita in vitro, oltre a quelle gia note.
Tali test sono stati effettuati data la similarisrutturale tra la plakortina e

I'artemisinina antimalarica.

Artemisinina

La plakortina {) e il suo analogo diidroplakortin&) (Figura 4), isolato dalla stesg
simplex,sono risultati entrambi egualmente attivi su cegigPlasmodium falciparum,
sia sensibili alla clorochina che resistenti ahfaco; la presenza di un doppio legame
nella catena laterale della plakortina si € quufidiostrata irrilevante per I'attivita del
composto, come indicato dall'identica potenza dgilakortina e del suo 9,10-

diidroderivato.
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Derivati cicloperossidici a 5 termini isolati daléessa spugna, come il plakortide3f (
sono risultati completamente inattivi (Fig. 4), icehdo I'importanza di un anello

cicloperossidico a sei termini.
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Figura 4

Il meccanismo d’azione della plakortina non e note, si suppone che, per la presenza
del cicloperossido, possa essere simile a quell@ademisinina. Quindi la plakortina,
grazie alla sua buona attivita antimalarica e aa stnuttura molecolare piu semplice
dell'artemisinina, potrebbe essere un buon puntgalienza per la progettazione
razionale di nuovi farmaci.

Allo scopo di ottenere informazioni circa le relaaii struttura-attivita della plakortina é
possibile seguire due strade. La prima prevedeldiimento di metaboliti analoghi da
spugne del gener@lakortis la determinazione della loro struttura e la veaif
attraverso i saggi farmacologici, di quali variadicstrutturali e configurazionali
influiscono sullattivita antimalarica. Queste infieazioni sono state in parte ottenute

con l'isolamento di plakortide Q e 3-epiplakortiffagura 5).

/\/j\i/j/\ / :
O~ ~COOCH; O, ,-COOCH

Plakortide Q 3- epiplakortina

\

Figura 5
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Dai test effettuati su queste molecole naturalkgiina-simili, € stato dedotto che un
cambiamento configurazionale al C-3 della plakarimduce effetti negativi sull’attivita
antimalarica, ma non in maniera significativa. Qoekato e in accordo con l'ipotesi che
la plakortina, come pure lartemisinina, possa eggsome antimalarico grazie
all'interazione con il gruppo eme planare.

Un’altra strategia € quella di testare derivati isémtetici ottenuti mediante delle piccole
modificazioni sulla struttura originaria, come mfEo in seguito. Nei capitoli
successivi saranno descritti l'isolamento, la deieazione strutturale e [lattivita
antimalarica sia dei composti naturali che dei costipsemisintetici ottenuti.

Un altro punto importante del mio lavoro di dottoraé consistito in un
approfondimento del meccanismo d’azione dei derplakortinici.

La conoscenza del meccanismo d’azione della pliaikoet dei suoi derivati € un aspetto
essenziale nello sviluppo di questa classe di ceth@dlo scopo di realizzare dei
farmaci antimalarici. Infatti, una conoscenza dgitda del comportamento di queste
molecole in prossimita del target biologico, pusentire di guidare la progettazione
di analoghi semplificati della molecola naturale, dttenere possibilmente grazie a
pochi passaggi sintetici.

Come é facilmente comprensibile, la conoscenzangetanismo d’azione di una classe
di farmaci puo solo derivare da un approccio migdtihlinare che integri le competenze
ed i risultati della farmacologia con quelli detlaimica organica. A questo proposito, il
nostro gruppo di ricerca ha affrontato lo studid mieccanismo d’azione dei derivati
plakortinici grazie ad un approccio computazion@eccanica/dinamica molecolare e
calcoliab initio) coadiuvato e supportato da esperimenti di laboat

IV. A. ESTRAZIONE ED ISOLAMENTO DI POLICHETIDI DA P. SIMPLEX

La spugnaPlakortis simplex(ordine Homosclerophorida, famiglia Plakinidae)tata

raccolta durante l'estate 2002, lungo le costeed&@hhamas e immediatamente
congelata. Dopo omogeneizzazione, I'organismo t satratto in maniera esaustiva
con metanolo e successivamente con cloroformiofaka metanolica € stata ripartita
con n-BuOH e acqua e la fase organica, combinata cdaska cloroformica, é stata

sottoposta a cromatografia su colonna MPLC, utiido un sistema di eluizione a
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Capitolo IV Plakortis simplex

gradiente di polarita crescente ik@sano 100% a MeOH 100%. Le frazioni eluite con
n-esano/EtOAc 9:1 sono state purificate piu volte disete HPLC, portando
all'isolamento di plakortinal( 1.18 g), diidroplakortina 2, 5.5mg), compostd (3.0
mg), 3-epiplakortinag) (4.2 mg) e plakortide (¥(2.8 mg) allo stato puro.

4
16

15~ 15

s = v . H 16
12 = . ¢ 18 » = N .
3
13 OL *,, ~COOCH3 s O .%///CQOCHs,
14 0 1 19 o 1 18
7 14 8

Le frazioni eluite com-esano/EtOAc, 8:2, sono state ricromatografate ameiHPLC
portando al compostb allo stato puro (1.8 mg) e al compos$t@¢0.9 mg). La struttura
del composto notd é stata identificata per confronto dei suoi dpgtsoscopici con

quelli riportati in letteraturd.
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IV. B. DETERMINAZIONE STRUTTURALE DEI COMPOSTI ISO LATI

Il compostas presenta un picco dello ione pseudomolecolanéza&339 [M + H nello
spettro di massa FAB (ione positivo). La formulaleeolare GoHs40,4, suggerisce la
presenza di quattro insaturazioni, assegnate $dke dello spettro HR-FABMS.
L’analisi degli spettrtH e** C NMR del compost& (CDCL, Tabella 1), con 'aiuto di
un esperimento 2D HMQC, rivela la presenza di tegimibridati sp (uno dei quali &
ossigenatody = 4.09 ppm3c = 70.3 ppm), sei metileni $pdue doppi legami [uno
trisostituito o = 6.03 ppmoc = 125.1 ppmpc = 158.5 ppm) e uno disostituitdy(=
5.06 ppm,dc = 134.4 ppmpy = 5.39 ppmoc = 131.2 ppm)], e cinque metili (uno dei
quali € un gruppo metossilicéy = 3.72 ppmgpc = 52.1 ppm). | due rimanenti atomi di
carbonio e i due rimanenti ossigeni e gradi di atusazione, indicati dalla formula
molecolare, confermavano tutti la presenza di du@@ carbonilici. Le loro risonanze
13C adc = 201.0 e 174.2 ppm suggeriscono la presenza dianbonile chetonico
coniugato (confermato dall’assorbimento UVigax = 235 nm e dalla banda di
assorbimento IR &max= 1690 cnit) e di un gruppo estereo (assorbimento R.a=
1735 cn) rispettivamente.

Lo spettro COSY del compostomostra la presenza di due sistemi di spin (indioat
grassetto inFigura 6). Il primo coinvolge la catena laterale, includenid doppio
legame e la ramificazione etilica, mentre il sea@odnnette i metileni risonanti a campi
relativamente bassi, la ramificazione etilica edntino ossigenato. Lo spettro 2D
HMBC del compost® rivela che questi due sistemi di spin sono sepdeatin gruppo
B-metilchetonicoa,B-insaturo (le correlazionf3Jc sono indicate inFigura 6). In
particolare il sistema enonico € assegnato sulée fakella correlazione del carbonio
chetonico C-8 con il protone 7-H e delle correlazidei protoni 17-H sia con C-7dc

= 125.1 ppm) che con il C-6 non protonadg € 158.5 ppm). Le connessioni tra i due
sistemi di spin e la porzione enonica sono stadbilge sulla base dei picchi di
correlazione dei protoni H-9 e H-10 con C-8 e de? grotoni 5-H sia con C-6 che con
C-7. Inoltre la struttura del composfoe stata completamente definita in seguito alla
sistemazione del carbonile esteréigp € 174.2 ppm) al C-1 sulla base delle sue

correlazioni con 2-kle con 3-H.
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Figura 6.

La geometriaE del doppio legamer'* & stata dedotta dalla grande costante di
accoppiamento vicinaled;;.yi2-n = 15.4 Hz, mentre l'accoppiamento spaziale
(evidenziato dallo spettro ROESY) tra 7-H e 5a8H £ 2.17 ppm) indica la geometria
E del doppio legamé® ' La determinazione delle configurazioni relative as$olute
dei tre centri chirali C-3, C-4 e C-10 del compdstoon e apparsa semplice, pertanto,
data la scarsa quantita di materiale a disposiziguesta non e stata determinata.
Insieme al compostb & stato isolato anche il suo analdgddentificato come il suo
11,12-diidroderivato attraverso l'interpretaziored deguenti dati: i) lo spettro di massa
FAB (ione positivo) di6 mostra un picco dello ione pseudomolecolama/a= 341;
questo valore e di due unita di massa superioreefiogrelativo al composté. La
formula molecolare &H3c04 del compostdb e stata confermata dallo spettro HR-
FABMS (trovato:m/z= 341.2679, calcolaton/z= 341.2692). ii) lo spettrtH NMR di

6 (Tabella 1) appare molto simile a quello del compoStde principali differenze sono
ristrette all'assenza dei segnali dei protoni olefiassegnati a 11-H e 12-H (invece si
osservano due segnali sovrapposti di metiledya= 1.20 ppm circa) e significanti
valori a campi alti dei segnali di 13l di 10-H. La struttura del nuovo metabobta
stata confermata attraverso la spettroscopia briioeale, e, in particolare sono stati
utilizzati gli spettri COSY, HMQC e HMBC per assege tutte le sue risonanzd e
3C NMR (Tabella 1). Come per il composts, & stata indicata la geometiiadel
doppio legame&®” in base all'effetto NOE tra 7-H e 5a-H.

L’isolamento dei compos#-6 daPlakortis simplexappare particolarmente interessante
per quanto riguarda l'origine biogenetica di queskasse di derivati polichetidici
aciclici. Higgs e Faulkner postularono che il comstpo4 potrebbe essere derivato,
attraverso una scissione ossidativa, dallo stessbhdiéne precursore che, piu
probabilmente da origine alla plakorting @ttraverso I'addizione di ossigeno enzima-

mediata. Figura 7).2 Interessante & che, nonostante la dozzina dihstidi isolati da
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spugne del generlakortis® lo scheletro carbonioso dei compdste 6, che contiene
un’unita di acetato addizionale rispetto alla plika (Figura 7), € senza precedenti.

Per di piu, anche il pattern di ossidazione deiposti5 e 6 appare unico.

_ ~ |
COOCH 5

N COOCH 4 o
@)
1

4
W
5
Figura 7.

Il plakortide Q ) isolato come olio incolore, ha mostrato dati HRBMS in accordo
con la formula molecolar€;¢H340,4, implicando la presenza di tre insaturazioni, una
delle quali puo essere assegnata ad un grupporiicboestereo, sulla base di una
banda di assorbimento IRvaax 17421 cni. Lo spettro™*C NMR del plakortide Q7)

ha mostrato la presenza di 19 carboni, i cui segaahlizzati attraverso uno spettro
DEPT, sono stati associati a 2 carboni non protqoab di questi, &c = 170.8, ha
confermato la presenza di una funzione esterea) &aomi di carbonio protonati. Le
correlazioni'H-"3C sono state analizzate attraverso un esperiménts\2QC (Tabella

2). In particolare, sono stati identificati i selinzer tre carboni shossigenati: due di
essi pc = 83.2 ppm (C) e 81.9 ppm (CHy, = 4.11 ppm)] risuonano a valori molto
simili a quelli riportati per gli atomi di carbonitel gruppo cicloperossidid¢d;* mentre
quello a 6¢c = 51.9 ppm puo essere facilmente attribuito a wpgo metossilico,
presumibilmente quello della funzione estei&@a=3.69 ppm). Inoltre, sono presenti le
risonanze di un doppio legame disostitudg £ 134.4 ppmpy = 5.10 ppmpc=131.8
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ppm, d4 = 5.39 ppm) che hanno permesso di assegnare laneite insaturazione
formale implicata dalla formula molecolare.
Lo spettro COSY del plakortide @)(ha indicato la presenza di un gruppo etilico
isolato (H-15/Hs-16) e di due ampi sistemi di spiRigura 8). Il primo connette k2
Oy = 2.64 e 2.37 ppm) azb (b4 = 1.46 e 1.23 ppm) attraverso |I'ossimetindya=
4.11 ppm (H-3), la ramificazione etilica {#17/Hs-18) e il segnale del metinody =
1.60 ppm (H-4). Il secondo sistema di spin inizeak-7 e si estende fino azH2,
includendo il suddetto doppio legame ed il C-8liatli che lega un gruppo etilico §H
13/Hs:-14).
16
8 r 4
/ \y‘i/ N 18 19
L O COOCH
o ,ax/

— COSY
H~ CHMBC
Figura 8

L’analisi dello spettro HMBC dr ha stabilito che il C-6 ossigenato € il punto dome

per i tre frammenti sopra determinafiiqura 8). In particolare, C-6 mostra picchi di
correlazione con H-4, b, H-7, H-8, H-15, e H-16, mentre C-1 e correlato con-B,
H-3, e B-19. L’analisi spettroscopica ha cosi permessoetirdhinare completamente
la struttura planare del plakortide @),( un nuovo polichetide cicloperossidico
appartenente alla famiglia della plakortina.

La geometriatrans del doppio legame stata dedotta dal valore della costante di
accoppiamentdy.gn-10 (15.6 Hz), mentre I'orientazione relativa dei sisnti intorno
all'anello diossanico del composib e stata stabilita da alcune interazioni spaziali,
evidenziate mediante un esperimento ROESY.

In particolare, i picchi di correlazione di H-3 céf-17 e H-18 hanno indicato la
geometria 3,4rans che e stata anche dimostrata dal valore delldawctes di
accoppiamentdy.zy-4 (8.8 Hz), in accordo con una relaziamans-diassiale. Inoltre, la
vicinanza spaziale di H-4 e»,H5 ha suggerito I'orientaziorteans dei gruppi etilici

legati rispettivamente a C-4 e C-6.
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La configurazione assoluta dei centri chirali apgaenti all'anello cicloperossido dié
stata stabilita mediante la reazione riportataorteéthema 1

- 'd
. OH /-, COOCH;
. O\O .,~-COOCH, 7a nud
+0.03 Jb
+0.03_~

/
= +0.03 +0.02 B

7 o *0.02 W
OH /-, COOCH, OH /-, COOCH

O -0.10 -0.06

O
\ -0.13 7Tb=(9 o=,
MTPA -
7c=R
R ch; KCF<3 >

Schema 1

Il trattamento di7 con Zn/AcOH ha fornito il diol@a, il quale é stato poi esterificato al
C-3 con R) e (9-MTPA cloruro in piridina anidra. L’analisi dei deati MTPA
ottenuti, 7b (S) e 7c (R), rispettivamente, in accordo con il metodo dosWer
modificato(Schema ) ha consentito di assegnare la configurazi®aeC-3. Di
conseguenza, le configurazioni al CH) @ C-6 § sono state stabilite in base della
geometria relativa. Data la limitata quantita dakartide Q(7) disponibile, in parte
utilizzato anche per i test biologici, la configrmi@ne assoluta del C-8 non é stata
determinata. In ogni modo, in considerazione degllasi completa identita dei segnali
di 'H e ®C NMR per i nuclei appartenenti al frammento C-14-di 7 con i
corrispondenti segnali della plakorting € del compost®, la configurazione del C-8
puo essere con buona approssimazione assegnatd&rcome

Lo spettro di massa FAB ad alta risoluzione hadatti che il compost8, olio incolore,
ha formula molecolare gH3,0, € manca di una unita metilenica, se confrontatoilcon
plakortide Q(7). | segnali negli spettfiH e **C NMR del compost® (Tabella 2) sono
stati completamente assegnati attraverso l'intéapiene dei dati COSY, HMQC e
HMBC. Si tratta di un analogo del plakortide( in cui il gruppo etilico al C-6 e stato

sostituito con un gruppo metilico. Di consegueriaasola significativa differenza nei
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dati NMR di8 e quelli di7 risulta nella mancanza dei segnali C/H attribaitgruppo
etilico C-15/C-16, che sono sostituiti dalle risora del metiledc = 21.3 ppmdy =
1.32 ppm, singoletto). La presenza di questo grupptlico al C-6 é stata confermata
dalle correlazioni HMBC dei suoi protoni §45) con C-5, C-6, e C-7.

La struttura planare del composBoe identica a quella della plakortifd) di cui,
conseguentement8, deve essere diastereoisomero. Gli accoppiameatiap (picchi

di correlazione ROESY) di H-3 con,¥6 e di H-4 con k15, cosi come linsieme
delle costanti di accoppiamento tra i protoni @léllo, hanno suggerito che il
composto8 ha la stessa configurazione relativa dei centrathdel 1,2-diossano del
plakortide Q 7). Per assegnare la configurazione assolut8, d stata effettuata la

trasformazione chimica descritta nefichema 2

= =
O COOCH -,
1 %o 3 8 0 o _COOCHg
1aOH COOCH; 8 OH )., _COOCHg
HO 4 o
R = ,/b
=
OH COOCHS;
o
8b
Schema 2

Sia la plakorting1) che il compost® sono state trattate con Zn/AcOH per ottenere i
corrispondenti diolila e 8a, rispettivamente. Quando i compodt e 8a sono stati
separatamente ossidati usando periodinano di Dessayf & stato ottenuto lo stesso
derivato chetonic@b (confrontando dati NMR ea]p). Questo risultato indica senza
dubbio che la plakortina e il composdifferiscono solo per la configurazione al C-3

e, cosi, i quattro centri chirali 8isono stati assegnati come 3B, 8S 8R.
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Il composto8 era stato precedentemente isolatdtiortis halichondrioided? ma era
stato riportato senza la determinazione della gonfizione assoluta dei 4 carboni
chirali, assegnando le risonanze solo di alcurnionio

Andersen e Kubanek hanno dimostrato che alcumhpetidi con ramificazioni etiliche
di origine marina sono biosintetizzati per incogmone di unita intatte di butirrato e
hanno supposto che ci0o possa essere applicato aflehbiogenesi della plakortina
(1).'° La coesistenza nella stessa spugna di polichditidifferente lunghezzal(e 5), e

di polichetidi cicloperossidici con scheletri canlomsi leggermente differenti (contee

8) o differenti solo per la sola stereochimica (cdlre8) sembrano indicare I'esistenza
di una via biogenetica polichetidica alquanto fileis, capace di assemblare unita di
butirrato, propionato e acetato, attraverso diversmbinazioni. Di conseguenza, i
composti7 e 8 probabilmente derivano dall’incorporazione, dope dnita di butirrato,
di una unita di butirrato o propionato, rispettivemte.

| composti7 e 8 sono interessanti metaboliti sia dal punto di vistautturale che
biogenetico, ma, essi costituiscono anche strunprtiiosi per testare I'effetto di un
singolo cambiamento configurazionale sull'attivitantimalarica in vitro della

plakortina.

IV. C. LA MALARIA

Le infezioni parassitarie colpiscono piu di tre iamtli di persone in tutto il mondo e
rappresentano un rilevante problema sanitario edaeuico. | fattori che favoriscono
queste infezioni sono numerosi e comprendono lasacapplicazione di misure
sanitarie, la malnutrizione, I'elevata densita dpplazione, 'aumento della migrazione
delle popolazioni, la comparsa di resistenza adtagsati come chemioterapici o per il
controllo dei vettori.

La malaria € una parassitosi causata da protozbigeleere Plasmodium(Regno
Protista, Phylum Apicomplexa, Classe Sporozoa, r@rdiucoccidiida). La malattia
presente in molte regioni del mondo, ma soprattotle aree a clima tropicale e

subtropicale Figura 9).
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Figura 9

Ogni anno si verificano almeno 500 milioni di cgsavi di malaria, che determinano
piu di 2,5 milioni di morti. A livello continentaléa malaria costituisce il 10% delle
cause complessive di malattia: assorbe il 40% dpksa per la salute pubblica, causa il
30-50% dei ricoveri ospedalieri e oltre il 50% dellisite ambulatoriali nelle aree piu
colpite. In particolare nei paesi in via di svilgpgincidenza di questa malattia
raggiunge quasi I'80% della popolazione ed intexgaevalentemente bambini al di
sotto dei 5 anni, donne in gravidanza e soggetthunodepressi. La maggior parte
delle infezioni malariche € dovuta a protozoi acgllulari obbligati del genere
Plasmodium(P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malarjai piu pericoloso dei quali
e P. falciparum. Il veicolo dell'infezione e la zanzara femminaétib del genere
AnophelegFigura 10).

Figura 10

| sintomi della malaria appaiono dopo 9-14 giorallal puntura, anche se il periodo
varia in funzione della specie Blasmodium Solitamente la malaria causa febbre alta,
emicrania, vomito, sudorazione e tremori. Tali@mi si presentano a intervalli regolari
e seguono il ciclo di riproduzione e moltiplicazéordel parassita. Se non sono
disponibili farmaci per il trattamento, o nel casparassiti abbiano sviluppato una
farmacoresistenza, l'infezione progredisce rapidamdéno a mettere a rischio la vita

del paziente.
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Indipendentemente dalla specie a cui i plasmodiadppgono, essi presentano un
complesso ciclo vitale, che si svolge in parte'oganismo umano e in parte in quello
della zanzara. L'uomo e infettato dagli sporozaitiettati nel circolo sanguigno
attraverso la puntura della zanzara. Dopo una bpeveanenza nel circolo ematico,
queste forme parassitarie invadono gli epatociti.h& quindi il primo ciclo di
moltiplicazione asessuata (stadio eso-eritrocifamon produzione di uno schizonte,
plurinucleato, che si rompe e riversa in circolaoviumerozoiti mononucleati, che
infettano gli eritrociti. Il secondo ciclo asessuafstadio eritrocitario) si svolge
all'interno del globulo rosso: il merozoite si mutatrofozoite (forma vegetativa) e poi
in schizonte, per produrre altri merozoiti (daii@é per ogni schizonte), che rompono
I'eritrocita, si liberano in circolo e ne infettamadiri. La distruzione sincrona e massiccia
di una grande quantita di globuli rossi producépico attacco febbrile. | merozoiti
continuano il ciclo vitale che prosegue fino allaorte dell'ospite o fino alla
somministrazione di farmaci adeguati. Dopo varli @tcuni trofozoiti si differenziano
in forme eritrocitarie sessuate (gametociti). Sogaeste le forme che permettono |l
mantenimento del ciclo del plasmodio nell'ambientaomo e il serbatoio dei
gametociti da dove pescano le zanzare. Il microgaeia (maschio) e il
macrogametocita (femmina) vengono ingeriti dall’pheles in seguito alla puntura di
un individuo infettato, durante un nuovo pasto ecoatl ciclo sessuato nella zanzara e
detto sporogonico. Nello stomaco dell'insetto, ingdociti escono dal globulo rosso che
li ospita: il nucleo del microgametocita subiscenewose divisioni mitotiche e forma
tanti microgameti maschi, flagellati. Il macroganwta matura nel gamete femminile e
richiama i microgameti uno dei quali lo fecondaemera lo zigote, che poi diventa piu
lungo e mobile, invade la parete del medio intestialla zanzara, dove diventa oocisti.
L’oocisti cresce, si rompe, e libera gli sporozaitie raggiungono le ghiandole salivari
della zanzara e vengono inoculati nelluomo allacessiva puntura. Il ciclo poi si

ripete Figura 11).
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Figura 11

Modalita di trasmissione e ciclo vitale

Nella storia della medicina occidentale, il primeditamento efficace, impiegato per il
trattamento della malaria fu la corteccia dellangaadi Chincona scoperta in Peru nel
1600 e importata in Europa dai gesuiti. La coieat Chinconacontiene alcaloidi
anti-malarici (chinidina, cinconina, cinconidinaja quello comunemente impiegato e
la chinina. Per secoli, nonostante i suoi effettiaterali, la chinina & rimasto l'unico
farmaco anti-malarico. Il problema della sintesimdiove molecole efficaci si pose
durante la prima guerra mondiale, quando il bloce porti e gli attacchi dei
sottomarini ostacolarono gli approvvigionamenti ahinina. Negli anni successivi
furono scoperti la primachina e la mepacrina. Nelosdo dopoguerra furono scoperte
la clorochina, l'amodiachina, la pirimetamina epiloguanile (queste ultime due

impiegate per la profilassi). Apparve subito ovwabe l'impiego su larga scala dei
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farmaci per la profilassi avrebbe selezionato cegpE@mio-resistenti. Furono allora
impiegati associazioni di sulfonamide con pirimeitzane di chinina con tetracicline.
Piu tardi la medicina occidentale attinse da gqueHdizionale cinese e ripescajihg
hao sy un estratto dalla piantArtemisia annuache da secoli veniva impiegato in
Oriente, in forma di infuso, per il trattamento Idelebbri. Nel 1971 dalla pianta fu
estratta I'artemisinina, un sesquiterpene lattoomudenente un gruppo endoperossidico.
Artemisia annua(ging hag viene utilizzata da secoli come rimedio erbocistnella
medicina popolare cinese. Il suo principio attiVastemisinina, ed i suoi derivati
semisintetici sia liposolubili (I'artemetere e Ketere) che idrosolubili (I'artesunato
sodico) Figura 12), possiedono eccellenti proprieta conflasmodium falciparunin

vitro.

OCHjy

Artemisinina Artemetere Artesunato ©

Figura 12

L'uso terapeutico della artemisinina si sta rapidate diffondendo, soprattutto in
combinazione con altri farmaci antimalarici classiome la meflochind® Tutti questi
composti sono strutturalmente diversi dai precedénrmaci antimalarici e sono
caratterizzati dalla presenza di un farmacoforditwo® da un ponte perossidico incluso
in una struttura di tipo 1,2,4-triossanica, ovvaroanello a sei termini che include tre
atomi di ossigeno. Tale funzione é riconosciutaedomdamentale per la loro proprieta
antimalarica e il dato e confermato dalla mancatizattivita contro il plasmodio dei
corrispondenti composti aciclici in cui la funzioperossidica & perga.

Il meccanismo d’azione dell’artemisinina non & aacchiaro ed attualmente sono
proposte due ipotesi, non completamente antitetitlae prima prevede che il suo

gruppo perossidico interagisca con lo ione ferratreée delleme, portando alla
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formazione di un ossi-radicale che si riarrangiarnradicale al carbonio. Quest’'ultima
specie radicalica sarebbe responsabile dell'atieivntro il plasmodio, funzionando
come agente alchilante per le macromolecole deébpoo. La presenza di un atomo di
ossigeno non perossidico sembra giocare un rucéenegmle nel favorire queste
trasformazioni. Infatti 'analogo sintetico delltamisinina, che porta un carbonio al
posto dell'ossigeno e possiede un farmacoforo pa&ti@®, ha una attivita 25 volte

inferiore all'artemisinina stess&¢hema 3.

H
H B

+

Fe'PPIX

@]

cleavage

s

NG alchilazione
—> di macromolecole
del protozoo

La seconda ipotesi, formulata pili recentemente rinatticolo apparso silature®
prevede l'interazione dell’artemisinina con un &rgpecifico posto fuori dal vacuolo
digestivo del plasmodio, e quindi lontano dalle ecole di eme, il PIATP6. Questo e
un canale del calcio il cui blocco causa la moekmhrassita. Tuttavia, gli Autori, pur
immaginando un ruolo non rilevante per 'eme, hanomunque postulato I'esistenza
di un meccanismo di attivazione per I'artemisingmazie all’interazione con un metallo,
0 con un agente attivante, anche se non risultararahiaro. Anche in questo caso, va
sottolineato che il legame cicloperossidico deeers essenziale per I'interazione con
il target. Quindi, in questo momento ci troviamdlaesituazione di una definizione

grossolana del farmacoforo, mentre la conoscendattigli maggiori € per il momento
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ostacolata dalle incertezze sul meccanismo d’azionparticolare, sarebbe di rilevante
importanza sapere se l'artemisinina, 0 un deriv@atboperossidico in genere, deve
prima reagire con una molecola planare come I'erdev@ direttamente interagire con
un target tridimensionale come il PfATP6.

Le ricerche in questo settore sono per tali mo#kdcora numerose e sono volte
all'individuazione di nuovi derivati cicloperossidisia strutturalmente piu semplici
dell'artemisinina, e quindi piu facilmente sintebili, sia dotati di minori effetti
collaterali (neurotossicita, effetti teratogeni) raaggiore stabilita in condizioni
fisiologiche rispetto all’artemisinina. Questa kEnedi ricerca pud essere seguita
attraverso l'isolamento da fonti naturali, comeortpto sopra o attraverso reazioni di
semisintesi di nuovi metaboliti secondari contenantponte perossidico stabile a sei

termini, come descritto di seguito.

IV. D. ATTIVITA ANTIMALARICA

Attraverso il saggio di pLDH, la plakortin@d), il plakortide Q(7) e il compostd sono
stati saggiati contro linee cellulari &lasmodium falciparunb10 (CQ-S, clorochina
sensibili) e W2 (CQ-S, clorochina resistenti).dultati sono riportati nelldabella A. |

tre derivati cicloperossidl, 7 e 8hanno dimostrato una buona attivita antimalarica
contro entrambi i ceppi CQ-R e CQ-SHRii falciparum ma i valori di 1G, sono piu
bassi (efficacia maggiore) per le linee CQ-R, coanesi aspettava per molecole
appartenenti alla classe dell’artemisinina. Inglfegtivita dei composti e 8contro W2
(CQ-R) é risultata minore rispetto a quella dell@kprtina (1), e pertanto il
cambiamento di configurazione al C-3 sembra eseeciin effetto negativo sull’attivita

antimalarica.
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Tabella A. Attivita antimalarica in vitro della plakortirg( del plakortide
QN), e della 3-epiplakorting) contro i ceppi D10 (CQ-S) e
W2 (CQ-R)Eiasmodium falciparum

D10 W2
IC50 pM IC 50 pM
1 0.87+0.35 0.39 0.13
7 1.00+ 0.56 0.52+ 0.16
8 1.03+ 0.30 0.67+ 0.18
Clorochina  0.05% 0.02 0.81+0.31

Artemisinina 0.013+ 0.004 0.00% 0.005
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V. STUDI SUL MECCANISMO D’AZIONE DELLA PLAKORTINA

V. A. MODIFICAZIONI SEMISINTETICHE DELLA PLAKORTINA

Come descritto sopra, la plakortirg pud essere isolata in grosse quantita (piu del 5%
nell'estratto organico) d®lakortis simplex seguendo una procedura molto semplice,
essendo stabile sia nella fase di estrazione cheificazione cromatograficalLa
disponibilita di una ragionevole quantita del costod, la sua stabilita, e la presenza
nel suo scheletro monociclico di gruppi funzionahe possono essere modificati,
appare una buona opportunita per studiare [Ieffattotrasformazioni chimiche
sull'attivita antimalarica, permettendo un amplianeedelle relazioni struttura-attivita
(SARS) per questa classe di endoperossidi antiroialar

La struttura semplice della plakortina offre trenpuper effettuare trasformazioni
chimiche: i) il legame cicloperossidico; ii) il ppio legame carbonio-carbonio; iii) il
gruppo estereo. Queste funzionalita sono statemstte a semplici reazioni chimiche e
I prodotti ottenuti 9-16) sono stati completamente caratterizzati meditadniche di

spettrometria di massa e di spettroscopia NMR siaanche bidimensionale.

7 : . [
! co0c OH COOCHs;
\O H3 HO

Schema 4
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Sintesi del diolo (9):

Per ottenere la trasformazione della plakortina dielo corrispondente in seguito
all'apertura dell'anello cicloperossidico, e statecessario I'utilizzo di un reattivo
riducente che non fosse in grado di ridurre antHeppio legame ed il gruppo estereo.
Per questo motivo non sono utilizzabili gli idruré H; quindi é stata scelta la
procedura di riduzione con Zn in acido acetico tulee La plakortinal|, 35 mg, 0,11
mmol) e stata trattata con 200 puL di acido aceéicon eccesso (80 mg) di Zn in
polvere in 200 pL di etere anidro sotto agitazieree temperatura ambiente per 24 ore.
Dopo aver monitorato la reazione mediante TLColazone é stata neutralizzata con
NaCO; e successivamente sottoposta a filtrazione. IWesté e stato evaporato
ottenendo un prodotto che e stato ripartito t5@ ld CHC}. La fase organica conteneva
il composto9, ossia il diolo della plakortingl, 29 mg, 0.092 mmol, resa 83.4 %) allo
stato puro$chema 4.

La dimostrazione della trasformazione avvenutaiadssriduzione selettiva del nucleo
perossidico, € stata ottenuta attraverso i dati NMBella spettrometria di massa. Il
prodotto ottenuto hen/z= 314.455, quindi esattamente 2 unita di masgaumispetto
alla plakortina (312.45). Nello spetttéi NMR del compost® & stato osservato un
segnale risonante4.16 assente nello spettro della plakortina, neemétlo spettrd®C
comparivano due segnalibg = 73.0 e 70.6. L'attribuzione di tali segnali gllesizioni

3 e 6 é stata confermata dagli esperimenti 2D C@8YHMBC. In particolare le
correlazioni del protone risonante®@4.16 con H-4 @ 1.91 e con C-4 ac.4= 40.5

hanno permesso di collocare tale protone al C-3.

Sintesi dell’alcol (10):

Un’altra trasformazione effettuata e stata la ridne selettiva del gruppo estereo della
plakortina, lasciando inalterato I'anello ciclopssalico. A tale scopo € stata necessaria
un’accurata scelta dell’agente riducente. NaBHIn idruro eccessivamente blando per
la riduzione del legame estereo; LiAlHavrebbe ridotto anche la funzione
cicloperossidica. Pertanto € stato utilizzato uagenmte a forza intermedia, LiBHhe
riduce il gruppo estereo lasciando inalterate tiee dlinzioni. La plakortinal( 100 mg,
0.32 mmol) & stata sciolta in 3.0 mL di THF anidr@tmosfera inerte di Argon a°C e

in 450 uL di una soluzione 2 M di LIiBH(0.9 mmol) e sono stati aggiunti goccia a
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goccia 30 pL di metanolo anidro. La reazione éasédfettuata sotto agitazione per 2
ore a 0°C. Successivamente 30 pL di una soluzione acquiosa@H 1M sono stati
addizionati alla miscela ottenuta, ripartita pa tbO e CHC} La fase organica
anidrificata con Ng50O, e concentrata sottovuoto é stata purificata meeli&iPLC
utilizzando come eluenta-esano/EtOAc 75:25, ottenendo il derivato alcoldslla
plakortina O, 78 mg, 0.28 mmol, resa 87.5 %) allo stato pGachéma 4.

La determinazione strutturale del composto otternataonfermato che il processo di
riduzione era realmente selettivo, permettendatdnere I'alcol della plakortina, senza
riduzione del doppio legame o apertura del ciclopsido.

Dallo spettro'H NMR & stata rilevante la presenza di un tripléttiegrante per due
protoni aé 3.81 assente nella plakortina e tipici di protlmgati a carboni ossigenati.
Tali protoni accoppiavano con 2 (6 = 2.16, segnali sovrapposti) in un esperimento
COSY. Nello spettro eteronucleare HMBC €& stata resse I'assenza del segnale
estereo della plakortinadd = 170.8), sostituito con un carbonio og 60.5, che

dimostrava il legame di C-1 ad un gruppo ossidilic

Sintesi dell’etere metilico (11):

Dal compostolO (alcol primario della plakortina) e stato otteniit@ompostoll in
seguito ad una semplice metilazione.

Pertanto il compost®0 (25 mg, 0.088 mmol) & stato sciolto in &Hp (3 mL) a 0°C e

in un eccesso di 2,6-terz butilpiridina (130 pL) e sono stati aggiunti g@a goccia
50 pL (0.44 mmol) di metiltrifluorometansolfonatoa reazione é stata effettuata sotto
agitazione per una notte e dopo, la miscela otéerautstata trattata con una soluzione
satura di NaHC®. La fase organica, anidrificata conJ8&; e concentrata sottovuoto
e stata purificata mediante HPLC utilizzando conhgeerge n-esano/EtOAc 85:15,
ottenendo il composto pudd (20 mg, 0.067 mmol, resa 76.1 % chema 3.

Il successo della reazione effettuata é statoivatd mediante confronto dei suoi dati
spettroscopici con quelli della plakortina/g= 298.467). Nello spettrtH NMR & stata
evidenziata la presenza di un singoletto attribeil@id un metossile, i cui protoni
risuonano & 3.34; il segnale del corrispondente carbonio™*@Irisuona &¢ 58.8. La
localizzazione del metossile al C-1 € stata inemgabilmente dimostrata dalla
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correlazione HMBCJ Hyp-2 (p.0a = 2.16 €dp.0p=2.12) con C-1§:58.8) I H-3 (6 =
4.06) con lo stesso C-1.

Sintesi del derivato acetilato (12):

I compostol0 (20 mg, 0.070 mmol) é stato sciolto in piridinadxai (1mL) ed é stato
trattato con anidride acetica (1 mL). Dopo unaeattwork-up della reazione é stato
eseguito mediante I'aggiunta di poche gocce di netaper neutralizzare I'eccesso di
anidride acetica e di acquea(c mL) e di EtOAc ¢a.15 mL). La fase organica e stata
sequenzialmente lavata con,3D; 2N, saturato con sale e NaHgEODopo
anidrificazione (NgSQy) e rimozione del solvente, e stato ottenuto il postol12 (22.0
mg, 0.069 mmol)$chema 3.

La conferma della struttura di tale derivato éasttenuta dal confronto dei suoi dati
spettroscopici con quelli del composto di parteriza.principali differenze osservate
sono state la presenza di un segnale singoletgrente per tre protonice= 2.03 tipico

di un acetile {H NMR) e di un carbonio estereda= 171.1 {°C NMR).

Scissione ossidativa del legame C-9/C-10:

Ad una soluzione di plakortina (120 mg, 0.385 mnol%0 mL dit-BuOH, sono stati
aggiunti 26 mL di 0.04 M di N&0O; e 150 mL di una soluzione acquosa 0.023 M di
KMnO,; e 0.09 M di NalQ La reazione & stata eseguita 2CPer 20 ore sotto
agitazione. Dopo acidificazione con una soluziongig50, 5 N, la miscela e stata
decolorata con una soluzione satura di acido assall estratta con dietiletere (200 mL,
per due volte). Le fasi organiche combinate soatestnidrificate con N&QO,, filtrate e

poi concentrate sottovuoto. La frazione ottenuséaéa purificata mediante HPLC a fase
diretta, utilizzando come eluenteesano/EtOAc 65:35, portando all’ottenimento del

derivato carbossilic@3 (90 mg, 0.289 mmol, resa del 75%) allo stato paché¢ma 5.
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9 12
ROOC

14
10 O\o COOCH3

F3C
CF
3 HaCO~ [+ OCHg3
18a estereSMTPA

a= KMnQy/NalO,
b= CHN, 18b estereR-MTPA
c= MCPBA
d = LiAlH, in etere anidro
e = cloruro B)- e (§-MTPA

Schema 5

Sintesi del metilestere 14:

Una porzione del composth3 e stata metilata con diazometano, ottenendo una
trasformazione quantitativa nel composfigl. La metilazione € stata eseguita
aggiungendo goccia a goccia a 40 mg di comp@8t¢0.132 mmol) una soluzione
satura di diazometano in dietiletere. Dopo rimoeiolel solvente organico, il residuo e
stato purificato mediante HPLC a fase diretta, ia#dndo come solventen-
esano/EtOAc 95:5, portando al composto fi#gschema $ (41 mg, 0.130 mmol).
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Epossidazione del doppio legame:

A tale scopo la plakortina (110 mg, 0.353 mmol) tatss sciolta in 4 mL di
diclorometano anidro ed alla soluzione sono stggiunti 84 mg di acidometa
cloroperbenzoico (0.494 mmol). La reazione é ségiguita sotto agitazione per una
notte a temperatura ambiente. Successivamenteistzla ottenuta € stata ripartita tra
CHCI; e una soluzione acquosa saturata con NaiHCé&fase organica, anidrificata e
concentrata sottovuoto, € stata purificata medi&tReC a fase normale, utilizzando
come sistema di eluiziomeesano/EtOAc 9:1, ottenendo in tal modo i compdSt{41
mg, 0.125 mmol, 35% di resa)lé (45 mg, 0.137 mmol, 39% di resa) allo stato puro.
Come previsto per questa reazione, i due differgmissidi ottenutil® e 16), derivano
dall'attaccosin del reagente su entrambi i lati del doppio legaraes La geometria
trans dell'anello epossidico e stata chiaramente dimtestséa per il compost@5 che
per il compostdl6 attraverso un esperimento 2D ROESY: in entrantlisi sono stati
osservati i picchi di correlazione corrispondealfaccoppiamento spaziale di H-9 con
Ho-11 (15 & 2.44 con & 1.58; 16 6 2.52 condé 1.55). Data I'inapplicabilita della
determinazione strutturale ai raggi X, dovuta aflatura oleosa dei composti, la
determinazione della corretta configurazione asaaliei carboni epossidici di5 e 16
ha richiesto una strategia differente.

In particolare, si € pensato di realizzare I'apertdell’anello epossidico, allo scopo di
ottenere un alcol secondario da sottoporre al doetth Mosher modificato. Pertanto il
composto 15 e stato trattato con metanolo, in una reazionealizahta da
tetrafluoroborato di rame (Iff, ma, sfortunatamente, & stata ottenuta una conapless
miscela di prodotti, chiaramente dovuti alla congante apertura dell'anello
cicloperossidico. Per evitare questa reazione tepdbe, abbiamo deciso di modificare
la procedura di riduzione di uno dei due eposdiflj,(usandoLiAlH 4 in etere anidro. Il
compostol6 (28 mg, 0.085 mmol) & stato sciolto in dietiletengidro e sono stati
aggiunti 10 equivalenti di LiAll{d La reazione € stata eseguita sotto agitazione pez 3
a temperatura ambiente. A reazione completatapdqito ottenuto e stato ripartito tra
H,O e cloroformio.

L’evaporazione sottovuoto del solvente dalla fasganica ha portato ad una miscela
purificata successivamente mediante HPLC (eluen@AE 100%). In questo modo

sono stati ottenuti solo due derivati tetraolicia (13 mg, 0.043 mmol, 51 % di resa) e
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17b (10 mg, 0.033 mmol, 39% di resa) allo stato plranalisi spettroscopica di tali
derivati ha confermato che essi sono effettivameatgoisomeri, differendo per la
posizione del solo gruppo idrossile (al C-10 e &,Cispettivamente). Infine, per la
determinazione della configurazione assoluta di€€310, il compost@7acontenente

il gruppo alcolico secondario desiderato, € staitioposto al metodo di Mosher
modificato.

Il compostol7a (4 mg), e stato sciolto in 1.0 mL di piridina aradtrattato con un
eccesso (15 pL) di cloruroR-MTPA, con una punta di spatola dW,N-
dimetilamminopiridina (DMAP) e mantenuto sotto agibne e a temperatura ambiente
per una notte. Dopo rimozione del solvente, la elésdi reazione e stata purificata
mediante HPLC, utilizzando come eluentesano/EtOAc 95:5, portando all’'este8- (
MTPA (compostol8a 4.4 mg) allo stato puro. Usando con la stessaepiara il
cloruro §-MTPA, e stato ottenuto I'ester®¢MTPA (compostol8b) con la stessa
resa.

| derivati triestere ottenuti sono stati analizaagdiante le tecniche spettroscopiche,
utilizzando come solvente CD§kcome previsto dal metodo di MostHemodificato ed

e stata cosi assegnata la configuraziSneal C-10 dil7a Di conseguenza, € stato
possibile assegnare la configurazidhanche al C-10 di6 e, data la geometriaans
dell'anello epossidico id6, la sua configurazione assoluta é stata determwne S,
10S. Tenendo conto della relazione enantiomericatesdis tra i carboni epossidici  di
15 e 16, e stato possibile assegnare la configurazionelwas dei corrispondenti

carboni chirali comeR 10R.
V. B. Attivita contro P. falciparumdei derivati semisintetici della plakortina

| nuovi derivati semisintetici della plakortirtal6 sono stati testati in vitro per la loro
attivita antimalarica, usando il saggio pLDH, contrceppi D10 (clorochina-sensibili,
CQ-S) e W2 (clorochina-resistenti CQ-R) Fi falciparum 1 risultati sono riportati
nellaTabella B.

In primo luogo, € di notevole interesse la compieédficacia del diol®, dimostrando
che, come riportato per l'artemisinina, la funziodieloperossidica gioca un ruolo

cruciale per I'attivita antimalarica dei derivatlth plakortina. In secondo luogo, tutti i
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nuovi composti semisintetici della plakortina sopii attivi su W2 (ceppi CQ-R,
clorochina-resistenti) che su D10 (ceppi CQ-S, atbima-sensibili), con I'eccezione
del compostd 3 che presenta attivita paragonabile su entramlyede cellulari.

Possono comunqgue essere fatte interessanti comaioi@r i) la sostituzione della
funzione estereal) con differenti gruppi come idrossii@), metossi- 11) e acetossi-
(12) non influisce sull'attivita e sulla selettivitaep i ceppi testati diPlasmodium
falciparum inoltre questi composti presentano una collinaatia le variazioni di
attivita su D10 (ceppi CQ-S) e su W2 (ceppi CQ4iR)nodifiche sulla catena alchilica
laterale ad “ovest” sembrano avere un effetto gnicativo sull'attivita antimalarica,
influenzando in maniera diversa l'attivita contr@égppi CQ-S e CQ-R. La diminuita
attivita del compostd3 nei confronti di entrambi i cepi. falciparum potrebbe essere
dovuta a sfavorevoli proprieta di penetrazionepahssita, dovute alla presenza di una
funzione carbossilica libera. A dimostrazione do,ci’esterificazione del gruppo
carbossilico 14) determina un lieve miglioramento totale dell\atd antimalarica.
D’altro canto, i composti5 e 16 mostrano un’attivita simile a quella del compos®
sui ceppi CQ-S, mentre mostrano un incrementotiditat (doppio) sui ceppi CQ-R.

E’ interessante notare che, alcuni dati disponihilietteratura per molecole analoghe
alla plakortina sembrano rafforzare I'osservaziariee modificazioni della catena
alchilica laterale possono influenzare significathente l'attivitd antimalarica. Infatti i
compostil9 e 20 (Figura 13), analoghi della plakortinal), sono molto meno attivi di

quest’ultima®

0 N N
= z \\\ = z ~“\\\
O ., ~COOCH 3 Oy~ ~COOCH 3
19 20
Figura 13

Questa differenza pud anche essere attribuita avimgtereochimici, infatti i due

composti differiscono dalla plakortina sia per lanfigurazione a C-3 che a C-4.
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Tuttavia, la differenza di attivita tra i due consfip va attribuita unicamente alla
differenza nella catena laterale. In particolatecompostol9 mostra una moderata
attivita (IGo 1.9 uM) su W2 (ceppo CQ-R), mentre il compo2@ differendo solo per
I'assenza del gruppo chetonico, & praticamentéwoaiCso > 10 uM) su W2

Al fine di studiare il ruolo svolto dal comportantenconformazionale sull’attivita
antimalarica degli endoperossidi derivati dallakpléina e stata effettuata una completa
analisi computazionale sui nuovi compoBli-16, tenendo conto anche del confronto
dei compostil-4**%con gli analoghi della plakortinkd e 20.

| risultanti conformeri possono essere raggruppatjuattro famiglie Figura 14) in
relazione alle conformazioni dell'anello diossanichiamate sedia A, sedia B, barca A
e barca B, dimostrando una forte preferenza peodormazioni a sedia in accordo con
il comportamento conformazionale precedentementsereato dell'anello 1,2-

diossanicd?

Figura 14

E’ stato osservato che tutte le molecole con urmmauattivita antimalarica (i.e., §£<

1uM sui ceppi CQ-R,1-4, 10-16 presentano la stessa conformazione preferenziale
dell'anello diossanico (sedia A). E’'importante metahe, mentre I'epimerizzazione al
C-3 3 e 4) non inclina la conformazione dell’anello diossaniil cambiamento del
comportamento conformazionale osservato nei comp8&t20 puo essere attribuito ad
una concomitante epimerizzazione al C-4, che cartibreentazione relativa della
catena etilica rispetto alla catena alchilica Eternd “ovest” [figura 15). L'importanza

della conformazione del nucleo endoperossidico ifecmata dal confronto con la
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struttura dell’artemisinina. Infatti, la conformame maggiormente favorita (sedia A)
dell’anello diossanico della plakortind) (e dei suoi derivati attivi, si sovrappone bene
con il nucleo perossidico costretto dell’artemisaniigura 16). D’altra parte la
completa mancanza di attivita del compoa@rispetto al compost@9 conferma che
piccoli cambiamenti nella catena laterale alchilezh “ovest” delle strutture derivate
dalla plakortina possono marcatamente influenzatévita antimalarica, anche se le

molecole mostrano la stessa conformazione dellaudébssanico.

Chair A Chair B

Figura 15 Figura 16

Questo studio, oltre a confermare il ruolo crucidédla funzione cicloperossidica, ha
preso in considerazione altre caratteristichetsiraii critiche per l'attivita antimalarica:

i) la catena laterale alchilica ad “ovest”; ii) tnfigurazione assoluta dei carboni
stereogenici sull’anello 1,2-diossanico, solo quamdfluenza la sua conformazione
bioattiva.

Quest'ultima osservazione, accompagnata dai dag cimostrano un’attivita

paragonabile dei diastereocisomédrb e 16, suggerisce ulteriormente l'assenza di
un’interazione stereospecifica con il presunto &glie molecolare da cui deriva
I'attivita antimalarica.

Una completa indagine sul meccanismo d'azione dplikortina e di molecole

plakortina-simili, su cui si sta lavorando attuahteenei nostri laboratori, puo aiutare a
chiarire il ruolo della catena laterale alchilicd &vest” e della conformazione
dell'anello diossanico nel modulare I'attivita diepti derivati cicloperossidici fornendo
ulteriori preziose informazioni allo scopo di ottemare il profilo dell'attivita

antimalarica di nuovi endoperossidi sinteticameatevenienti.
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Una delle ipotesi sul meccanismo d’azione di arsamma e plakortina prevede che il
gruppo perossidico interagisca con lo ione ferrosatrale dellleme portando alla
formazione di un ossi-radicale che si riarrangiannradicale al carbonio. Quest'ultima
specie radicalica sarebbe responsabile dell’aticibntro il plasmodio, funzionando
come agente alchilante per le macromolecole débpoo.

Per fornire dei dati che possano avvalorare gupstasi, si &€ pensato di effettuare una
reazione chimica che mimi, quanto piu possibile,atie probabilmente accade a livello
molecolare.

E’ stata infatti effettuata una reazione della wijlakortina con F&, per cercare di
capire se si ottengono dei prodotti e, dalla stratdi tali prodotti, intuire e ricavare |l

meccanismo di tipo radicalico avvenuto.
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Tabella B. Attivitd antimalarica in vitro della plakortind)(e dei derivati semisinteticB-16
contro i ceppi D10 (CQ-S) e W2 (CQ-RRiasmodium falciparurh

O. R
O 1

10

11

12

13

14

15

16

Clorochina

Artemisinina

D10 W2
R1 R2 . )
IC50in MM IC501in llM
0 %
g)\o/ /\/j 0.87+ 0.22 0.4 0.13
PN = ‘LL‘
™ OH /\/>/ 0.83+ 0.12 0.48: 0.11
e = LLL‘
™0 /\/)/ 0.74+ 0.25 0.41+ 0.10
0 %
=
NN /\/)/ 0.842 0.20 0.46 0.12
(@) Q t'lL
+
W o Ho)j/ 1.20+ 0.20 1.23t0.12
W o \o)ﬁ/ 0.85+ 0.18 0.78: 0.13
o) o M ‘
P . 1.05+ 0.13 0.50+ 0.15
% 0 .
H
o) o H 3
E)ko/ 1.20+0.13 0.7G¢ 0.10
H
0.05+ 0.02 0.81+ 0.31
0.013+ 0.004 0.009 0.005

41l composto9 (in cui la funzione cicloperossidica & sostitultdla funzione 3,6-diolo)

e risultato completamente inattivo contro entratetdenee cellulari (1G, > 20uM).
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V. C. REAZIONI CON LO IONE FERROSO

La conoscenza del meccanismo d’azione della plialeoet dei suoi derivati € un aspetto
essenziale nello sviluppo di questa classe di cath@ilo scopo di realizzare dei
farmaci antimalarici. Come e facilmente comprensjbiale conoscenza puo solo
derivare da un approccio multidisciplinare che gntde competenze ed i risultati
farmacologici con quelli della chimica organica.

Il punto di partenza del nostro studio é stato lgudil supporre come bersaglio iniziale
dei derivati plakortinici il gruppo eme (precisarteio ione F&"), immaginando quindi
un’attivazione della molecola simile a quella ditnata per I'artemisinina, capostipite
degli antimalarici cicloperossidici.

Come descritto sopra, la plakortina ed i suoi derisono stati sottoposti ad un’accurata
procedura di analisi conformazionale, che ha rieelasistenza di una elevata mobilita
conformazionale di circa 500 conformeri, raggruplalero in quattro famiglie sulla
base della disposizione dell’'anello diossanico. Besio punto €& stata valutata,
attraverso calcoli quantomeccanici, I'energia isihd per la scissione omolitica del
legame cicloperossidico (in seguito all'interaziooen il F€") per ciascuna delle
quattro famiglie di conformeri ottenuti dalla din@a molecolare. In tutti i casi, i
calcoli quantomeccanici indicavano come energeterdae favorita la formazione del

radicale sull’O-1 piuttosto che sull’O-Figura 17).

=
13 O\O COOCH;

/ Fe (||)\
_ : _
0 COOCH; o COOCH,

/
(ImFe Q02 o1 9

Fe(lll)

igbra 17
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Sempre grazie all’ausilio della dinamica/meccamealecolare & stata prevista una
possibile evoluzione del radicale formatosi sullONel caso della diidroplakortin&)(
un’analisi delle distanze e della variazione comi@zionale in seguito all’interazione
con la molecola di eme, portava ad indicare come gbbabile un attacco degli
idrogeni presenti sul C-13, con conseguente foromezdel radicale al C-13.

Per verificare sperimentalmente i risultati decoéilcomputazionali, abbiamo deciso di
adoperare la riduzione del legame del ciclopedossidotta dal Fe (Il) e di analizzare
il comportamento della diidroplakortin@)(attraverso una dettagliata caratterizzazione
dei suoi prodotti di degradazione. A questo scdadjiidroplakortina (1 equivalente,
21.4 mg) é stata fatta reagire con ReCd HO (5 equivalenti) in CBCN/H,O 8:2
(5mL) a temperatura ambiente per 2 ore. Il proddtia reazione € stato ripartito tra
acqua ed etere aggiungendo EDTA per complessé&edl in eccesso. La fase eterea,
contenente il derivato desiderato (12 mg), € statanatografata mediante HPLC
utilizzando una colonna analitica Luna silica (2) & come miscela eluenteesano-
EtOAc 8:2.

La purificazione cromatografica della miscela diziene ha fornito prodotti puri3g-

b, 4a-b, Figura 18), la cui struttura é stata identificata attravauga dettagliata analisi

spettroscopica.

16

-.nllm

12 8 17
: o ° )3 coocH
: o) 3
W FeC), (5 equiv.) 1 BB HO 1
O COOCHs — , ,
¢) CH5CN/H,0 8:2 3a 3b = epimero in
2 2hr.t. + posizione 13
N
g OH COOCH3
HO
4a 4b = epimero in
posizione 13
Figura 18

La formula molecolare del compos3a, C,gH3404, stabilita sulla base di HR-EIMS, era
identica a quella della diidroplakortina, suggerictie le due insaturazioni gierano
ancora presenti nel composa Una preliminare analisi dello spettid NMR e**C
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NMR di 3a(Tabella 3, CDCk), ha confermato la presenza di un estere metiti@mtre
ha escluso la presenza di un ulteriore doppio legantonseguentemente, ha suggerito
la presenza di un sistema ciclico3da. Le informazioni piu importanti ottenute dallo
spettro'H NMR di 3a, confrontate con il protonico della diidroplakosdi sono: i) la
presenza di un secondo multipletto nella regionehe@mical-shifts medié; 3.61 e
4.14); ii) la modificazione della molteplicita deegnali metilici, che appaiono come due
tripletti (640,92 e 0,93), un doppiettd(1,21) e due singolettd 1,22 e 3,71), al posto
di tre tripletti e due singoletti presenti per lidbplakortina. L’analisi ottenuta dagli
esperimenti 2D NMR spiega questi cambiamenti erdua la struttura planare del
composto3a. Un esperimento 2D NMR COSY ha consentito di evaie gli
accoppiamenti scalati-'H attraverso tre legami. Dallo spettro COSY3dié possibile
raggruppare i protoni risonanti come multiplettn due sistemi di spin, mostrati in

Figura 109.

D

VR
COOCH;
\QHO A

3a

Figura 19

Dopo l'associazione di tutti i segnali dei protaran quelli degli atomi di carbonio
direttamente legati grazie all’analisi dello spettidimensionale HSQC l'analisi delle
correlazioni >*J4.c  evidenziate in un esperimento bidimensionale HMRC,ha
permesso di individuare la struttura planare detposto3a (Figura 19). In particolare,
la correlazione sia di #2 che di H-3 con il segnale del carbonio estefedl{3.6) ha
confermato la presenza di una funzione esterealglr@entre il punto di connessione
tra i due sistemi di spin é stato stabilito sullasd dei picchi di correlazione del
singoletto metilico @&y 1.22 con C-5d¢ 42.4), C-6 §c 81.7) e C-7 dc 48.2). Infine il

picco di correlazione del segnaléa3.61 (H-13) con C-6 indicava la presenza di un
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anello tetraidrofuranico, permettendo di sistemiu#ima insaturazione. Mentre la
configurazione al C-3, C-4, C-6 e C-8 del compd3topud essere assegnata come
quella della diidroplakortina, la configurazionecakbonio chirale C-13 appena creato e
stata stabilita attraverso l'analisi di un espenitoe2D ROESY. Di fondamentale
importanza sono state le correlazioni tra H-13 aHy 2.03) e tra quest’ultimo con H-
5a Py 1.61) che hanno dimostrato la configurazi&s C13.

La seconda frazion&b, ottenuta in piu bassa resa, ha mostrato la stessaula
molecolare e anche spettd NMR e **C NMR comparabili al compost8a. L’analisi
degli esperimenti 2D NMR dBb ha dimostrato la stessa struttura planare3ai
suggerendo una relazione diastereoisomerica ttadanolecole. L'analisi dello spettro
ROESY di3b ha rivelato che, come prevedibile, le due molesokifferenziano per la
configurazione al C-13. Di conseguenza, la reazidme ha portato al composBa e
3b, non e stereospecifica, sebbene ha portato al @stmPa in grosse quantita (circa
4:1).

La frazione piu polarda ha mostrato picchi per gli ioni molecolari (ESIM&)n/z373

e 375 [M+Na] (con intensita 3:1), un pattern isotopico che stgge la presenza di un
atomo di cloro, che é stata confermata dallo spétiR EIMS, indicando la formula
molecolare GgH3sClO,4, con un grado di insaturazione. Data la presemtagadippo
metilico estereo nel composta (6c 174.6;6¢ 51.0,04 3.72), la molecola doveva essere
aciclica. L’analisi dell’esperimento 2D COSY NMRdello spettro HSQC dda, ha
dimostrato la presenza di due sistemi di sgiigyra 20), che ha chiaramente
confermato la struttura prevista per il compo3#o In particolare, la parte destra della
molecola appare identica a quella del compd3#o(Tabella 3), mentre l'unica
differenza significativa e ristretta alla parteisira della molecola.

All'interno di questa parte strutturale, la cormtme del protone del metino clorurato
(On 4.53,6¢ 64.2) con i protoni metilici deschermatbg 1.45 (H-14) e con il metino
H-8 6y 1.83) suggeriva il legame del cloro al C-13. Letsim HMBC del compostda
ha confermato questa assegnazione ed ha permessongietare la determinazione
della struttura planare del compodta | picchi di correlazione HMBC piu significativi

sono riportati inFigura 20.
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O
. on ( cOOCH;
Cl HO A
4a
—  COSY
/7 HMBC
Figura 20

La determinazione della configurazione assolutandelo carbonio chirale C-13 non e
stata semplice come per il compo8to Per risolvere questo problema, € stato deciso di
applicare I'analisi configurazionale basata sutch delle costanti di accoppiamerxo
proposto da Murafa per dedurre la stereochimica relativa in sistecitlizi. Dato che

il C-13 era adiacente all'atomo di carbonio chir@l8 e dato che il basso valore®di.
sm-13 (1.5 Hz) indicava che esisteva un rotamero domengoon i due protoni in
conformazione gauche) intorno allasse C-8/C-13, nlastra molecola sembrava
presentare tutte le caratteristiche per I'applicaei del metodo di Murata. E’ stata
determinata la quarta costante di accoppiamentooreieleare richiesta attraverso
I'analisi di un esperimento HMBC phase-sensitivdafia J ottenuta i dati indicavano
una relazione stereochimicthreo tra C-8 e C-13 nel composta (Figura 21). Di
conseguenza, sulla base conoscenza della confignes& del C-8 abbiamo assegnato

la configuraziondr al C-13 del compostéa.
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Hs asse C8-C13
H13. Cl14 33 (H8-H13) = piccola
33 (H13-C9) = piccola
33 (H8-C14) = piccola
e 7 2J (H8-C13) = piccola
Cl 23 (H13-C8) = piccola
threo
HS asse C8-C13
H13. Cl 33 (H8-H13) = piccola
33 (H13-C9) = piccola
33 (H8-C14) = grande
e 7 2J (H8-C13) = grande
Cl4 2J (H13-C8) = grande
erythro

Figura 21

Come per il compostBa, anche nel caso del composto contenente clorat@ sttenuta
una piccola quantita dell’epimero in posizione L8ompostodb (C,gH35ClI0, da HR-
EIMS). Questa molecola €& stata facilmente idemtific sulla base delle ampie
similitudini tra i suoi spettfH NMR e **C e i corrispondenti spettri @ia. La struttura
planare e I'assegnazione dei segnali & stata pquimocabilmente dedotta sulla base di
spettri 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC). Le piccole difémze tra le due serie di dati
NMR erano ristrette alle risonanze degli atomialbonio e di idrogeno vicini al C-13,
pertanto abbiamo assegnato la stereostruttura ,depilmero dida al nuovo carbonio
chirale C-13. Quindi anche la reazione che ha gtodocomposti4a e 4b non e
stereospecifica, ma produdain quantita maggiore (circa 6:1).

La determinazione della struttura dei prodotti miteé in seguito alla reazione della
diidroplakortina con FeGle assolutamente in accordo con le previsioni prievei dai
calcoli computazionali. Il seguente meccanismoaralizza la formazione dei prodotti

ottenuti Figura 22).
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J O COOCH
O. COOCH W 3
/\/)/\;Ojc 3 H\J O

Fe(Il)Cl, Fe(lI1)Cl,
H
1y OH COOCH, ._ OH COOCH;
¢ VoS
Fe(I)Cl \QFe(III)
4a
-
H - [
moowg 0 COOCH;3
o H) o
Fe(Il)Cl Cl\QI\:e a
3a cl
Figura 22

A questo proposito, va sottolineata la completeermss di prodotti di scissione di
legami carbonio-carbonio, che erano stati evidénziar I'artemisinina e per altri
semplici cicloperossidi. Probabilmente, motivazidntipo termodinamico portano, nel
caso della diidroplakortina, alla formazione esefaisdi prodotti di riarrangiamento
(shift 1,5 di H). Sulla base di questi risultatpeéssibile postulare un meccanismo per
I'azione antimalarica della diidroplakortina cheyede le seguenti fasi:

a) Interazione della molecola con residui di emesenti nel vacuolo digestivo del
plasmodio e formazione preferenziale del radichi®-4..

b) Shift 1,5 di idrogeno con formazione preferelezael radicale al C-13.

c) Interazione del radicale al C-13 con macromd&eatel plasmodio e morte del
parassita.

Ovviamente, queste informazioni sono preziose ngtagettazione di derivati
semplificati della plakortina e della diidroplakiod e suggeriscono l'importante ruolo

della catena laterale alchilica, che va a tuttieffietti considerata come parte integrante
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del farmacoforo. Al contrario, gli altri sostituenpresenti sull’anello diossanico
sembrano avere un ruolo meno rilevante.
La fase successiva, cioé la sintesi di analoghipti&oati della diidroplakortina sulla

base delle informazioni qui illustrate, & gia insm
V. D. PARTE SPERIMENTALE

Metodi generali: Le rotazioni ottiche sono state misurate in CHe&In un polarimetro
di Perkin-Elmer 192 dotato di una lampada al s@¢tis 589 nm) e di una microcella di
10-cm. Gli esperimenti ESIMS a bassa risoluziooei(positivi) sono stati registrati su
uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo AggpBiosystem API 2000. Gli spettri
sono stati registrati mediante infusione in unagsote ESI usando MeOH come
solvente. Gli spettri di massa El a bassa e adratduzione (70 eV, ) sono stati
realizzati su uno spettrometro di massa VG Pro@pONS). Gli spettrtH (500 MHz)
and *C (125 MHz) NMR sono stati registrati su uno spettetro Varian Unitylnova
500 NMR; i chemical shifts si riferiscono ai segra#l solvente (CDGl 6y = 7.26,6¢ =
77.0). Le correlaziontH omonucleari sono state determinate mediante iepei
COSY. Gli accoppiamenttH nello spazio sono state evidenziate in esperin2bt
ROESY utilizzando un mixing time di 500 ms. Le etazioni eteronucleariH-*C
attraverso un solo legame sono state determinatavetso esperimenti HSQC. Le
correlazioni *H-*C attraverso due e tre legami sono state detereninagdiante
esperimenti HMBC ottimizzati per undJc.4 di 8.0 Hz. La cromatografia liquida a
media pressione (MPLC) e stata realizzata usandsistéma Bulchi 861 usando Merck
S160 (230-400 mesh) come fase stazionaria. Le aejosni per cromatografia liquida ad
alta prestazione (HPLC) sono state eseguite inenamocratica utilizzando un sistema
Beckmann dotato di rivelatore ad indice di riframce con colonne Phenomenex LUNA
S160 (250x 4 mm).

Materiale Animale, Estrazione e Isolamento Un campione diPlakortis simplexe
stato raccolto nel luglio del 2002 lungo le cosw&lled Bahamas. Un campione e
conservato al Dipartimento di Chimica delle SostaNaturali, Italia con ref. \D2-10.

L’organismo € stato immediatamente congelato dapadcolta e mantenuto come tale
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fino al momento in cui la spugna (43 g, peso sedopo estrazione) € stata
omogeneizzata ed estratta con metanolo (4 x 500emdon cloroformio (4 x 500 mL).
L’estratto metanolico e stato inizialmente ripartita HO e n-BuOH e successivamente
la fase organica, combinata con l'estratto clonmiop € stata concentrata sotto vuoto
fino ad ottenere un olio marrone (22.1g). Quessttaéo sottoposto a cromatografia su
una colonna impaccata con gel di silice RP18 edaelkkon HO/MeOH 9:1 (A),
H,O/MeOH 7:3 (A), H,O/MeOH 4:6 (A), H.O/MeOH 2:8 (A), e MeOH (A). Le
frazioni Aq e As sono state unite (6.5 g) e cromatografate medisiiteC (SiQ, 230-
400 mesh); sistema eluente a gradiente con polaetcente da-esano a MeOH). Le
frazioni MPLC eluite com-esano/EtOAc 9:1, sono state nuovamente cromattgrati
colonne SiQ@, usando un sistema di solvente a gradiente-dsano an-esano/EtOAcC
8:2, per ottenere plakortina, (.18 g) e altre frazioni unite e purificate medeahRPLC
(eluenten-esano/EtOAc 97:3, flusso 0.8 mL/min) dando lamipdakortina 2 5.5 mg),

il composto4 (3.0 mg), il compost®@ (4.2 mg) e il plakortide Q7( 2,8 mg) allo stato
puro.

Le frazioni MPLC eluite con n-esano/EtOAc (8:2) sono state ricromatografate
mediante HPLC (eluente-esano/EtOAc, 85:15, flusso 1,0 ml/min) per armvaai
compostdb (1.8 mg) e al compostd(0.9 mg).

Composto 5:0lio incolore. f]*°5 = + 25.1 € = 1.5 mg/mL in CHGJ); IR (KBI): Vmax
3345, 1735, 1690 cth UV (CHsCN): Amax = 235 nm § = 18500).’H €C NMR
(CDCl): vedi Tabella 1. LR-FABMSm/z339 [M + HJ'; HR-FABMS: ossevatm/z=
339.2547 [M + HJ; calc. per GoH3504, 339.2535A = 3.5 ppm.

Composto 6:0lio incolore. p]*p = + 23.3 € = 0.9 mg/mL in CHG); IR (KBr): Vimax
3345, 1737, 1692 c¢m UV (CHsCN): Amax = 235 nm € = 18500).'H €°C NMR
(CDCl): vedi Tabella 1. LR-FABMSm/z341 [M + HJ'; HR-FABMS: ossevatm/z=
341.2677 [M + HJ; calc. per GoHz704, 341.2692A = 4.3 ppm.

Plakortide Q (7): Olio incolore. p]*»=+ 10.3 € = 2.5 mg/mL in CHGJ); IR (KBr);
Vma= 1741, 1449, 970 ¢ 'H e **C NMR (CDC}): vedi tabella 2. LR-FABMSm/z
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327 [M + HJ; HR-FABMS: ossevatan/z = 327.2549 [M + H]; calc. per GoH3504,
327.2535A = 4.2 ppm.

Composto 8:0lio incolore. f]*p = + 22.3 € = 3.5 mg/mL in CHG); IR (KBr): Vimax
1740, 1450, 970 cth *H e *C NMR (CDCE): vedi tabella 2. LR-FABMSm/z313 [M
+ H]"; HR-FABMS: osservato/z= 313.2383 [M + HJ; calc. per GgH330,4, 313.2379;
A =1.3 ppm.

Riduzione del plakortide Q (7), plakortina (1) e conposto 8: 1l plakortide Q (, 1.6
mg, 5 « 10° mmol) in 100uL di etere anidro & stato trattato con 140di acido acetico

e un eccesso (10 mg) di Zn in polvere e poi mesdto sagitazione per 24 h a
temperatura ambiente. Dopo la conferma della seosapdella sostanza di partenza
mediante TLC, la soluzione é stata neutralizzataNaCO; e la parte solida rimossa
mediante filtrazione. Il solvente & stato poi evapw ottenendo il prodotto che poi é
stato ripartito tra BD e CHCl;. La fase organica conteneva il compos&o(1.4 mg),
allo stato puro. La stessa procedura & stata applad compostc (2.0 mg, 6.4 x 18
mmol), che ha portato a 1.6 mg di compdage alla plakortina {, 4.0 mg, 1.2 x 16)
mmol), ottenendo 3.6 mg di composi@. | dati del composto 1la sono gia stati

riportatiZ®

Composto 7a Olio incolore.[a]p*> =18 (c = 1.0 mg/mL in CHG). IR (KBr): vmax =
3350, 2975 ci. *H NMR (500 MHz, CDCJ): § 5.48 (dt,J =15.2, 6.2 Hz, 1 H, 10-H);
5.16 (dd,J = 15.2, 9.0 Hz, 1 H, 9-H); 3.90 (di,= 9.8, 2.1 Hz, 1 H, 3-H); 3.69 (s, 3 H,
19-Hg); 2.59 (dd,J = 15.9, 2.1 Hz, 1 H, 2a-H); 2.45 (dd,= 15.9, 9.8 Hz, 1 H, 2b-H);
2.06 (sovrapposto, 8-H); 2.04 (sovrapposto, :t-H0 (dd,J= 14.5, 3.5 Hz, 1 H, 7a-
H); 1.70 (m, 1 H, 4-H); 1.52 (sovrapposto, 15a-#)50 (sovrapposto, 7b-H); 1.48
(sovrapposto, 15b-H); 1.45 (sovrapposto, 5a-H);4 1(dovrapposto, 17a-H); 1.38
(sovrapposto, 13a-H); 1.25 (dtk 13.8, 6.4 Hz, 1 H, 5b-H); 1.18 (sovrapposto, 13b-H)
1.18 (sovrapposto, 17b-H); 0.97Jt= 6.2 Hz, 3 H, 12-K); 0.87 (t,J = 7.3 Hz, 3 H, 14-
Hs); 0.85 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 18-K); 0.82 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 16-k). FABMS: m/z329
[M + H]".
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Preparazione degli esteri MPTA del composto 74l composto7a (0.5 mg, 1.6 x 18
mmol) e stato sciolto in 0.3 mL di piridina anideafrattato con (-)-MPTA cloruro (10
uL) e mantenuto a temperatura ambiente sotto agitazper una notte. Dopo aver
rimosso il solvente, la miscela di reazione e gpataicata con HPLC su colonna SI60 (
eluenten-esano/EtOAc 95:5), dando l'estere (S-MPTA allo stato puro (0.6 mg).
Usando (+)-MPTA cloruro, la stessa procedura cctradotto all'estereR)-MPTA 7c

nelle stesse quantita.

(S)-MTPA estere (7b): Solido amorfo.'H NMR (500 MHz, CDCJ): & 7.35 and 7.45
(MTPA phenyl protons); 5.71 (dd,= 9.8, 2.1 Hz, 1 H, 3-H); 5.46 (di,=15.2, 6.2 Hz,
1 H, 10-H); 5.18 (ddJ = 15.2, 9.0 Hz, 1 H, 9-H); 3.59 (MTPA OGHs); 3.50 (s, 3 H,
19-Hg); 2.52 (dd,J = 15.9, 2.1 Hz, 1 H, 2a-H); 2.46 (dd,= 15.9, 9.8 Hz, 1 H, 2b-H);
2.00 (9, =7.0 Hz, 2 H, 11-B); 1.92 (m, 1 H, 8-H); 1.85 (sovrapposto, 7a-HB4L.
(sovrapposto, 4-H); 1.56 (sovrappposto, 15a-H);51(Sovrapposto, 7b-H); 1.48
(sovrapposto, 15b-H); 1.48 (sovrapposto, 5a-H)5 {sbvrappposto, 17a-H); 1.35 (m, 1
H, 13a-H); 1.28 (sovrapposto, 5b-H); 1.22 (sovrapol7b-H); 1.15 (m, 1 H, 13b-H);
0.97 (t,J = 7.0 Hz, 3 H, 12-k); 0.87 (t,J = 7.3 Hz, 3 H, 14-K); 0.87 (t,J= 6.3 Hz, 3
H, 18-H;); 0.84 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 16-K). FABMS (matrice glicerolo, ione positivo):
m/z545 [M + HJ".

(R)-MTPA estere (7c): Solido amorfo!H NMR (500 MHz, CDC}): § 7.32 and 7.55
(MTPA phenyl protons); 5.71 (dd,= 9.8, 2.1 Hz, 1 H, 3-H); 5.46 (di,=15.2, 6.2 Hz,
1 H, 10-H); 5.18 (ddJ = 15.2, 9.0 Hz, 1 H, 9-H); 3.64 (MTPA OGHs); 3.56 (s, 3 H,
19-Hg); 2.62 (dd,J = 15.9, 2.1 Hz, 1 H, 2a-H); 2.59 (dd,= 15.9, 9.8 Hz, 1 H, 2b-H);
2.00 (q,J =7.0 Hz, 2 H, 11-b); 1.91 (m, 1 H, 8-H); 1.82 (sovrapposto, 7a-H)/5L.
(sovrapposto, 4-H); 1.55 sovrapposto, 15a-H); 1(Bvrapposto, 7b-H); 1.45
(sovrapposto, 15b-H); 1.45 (sovrapposto, 5a-H)3 Isbvrapposto, 17a-H); 1.35 (m, 1
H, 13a-H); 1.25 (sovrapposto, 5b-H); 1.20 (sovrappol7b-H); 1.15 (m, 1 H, 13b-H);
0.97 (t,J =7.0 Hz, 1 H, 12-K); 0.87 (t,J = 7.3 Hz, 3 H, 14-K); 0.85 (t,J= 6.3 Hz, 3
H, 18-H;); 0.82 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 16-K). FABMS (matrice glicerolo, ione positivo):
m/z545 [M + HJ".
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Composto 8a Olio incolore.[a]p* =9 (¢ = 1.5 mg/mL in CHG). IR (KBr): vmax 3350,
2975 cnt. *H NMR (500 MHz, CDCJ): § 5.50 (dt,J =15.2, 7.0 Hz, 1 H, 10-H); 5.21
(dd,J = 15.2, 9.0 Hz, 1 H, 9-H); 3.89 (d},= 9.8, 2.1 Hz, 1 H, 3-H); 3.70 (s, 3 H, 18-
Hs); 2.59 (ddJ = 15.9, 2.1 Hz, 1 H, 2a-H); 2.40 (ddi= 15.9, 9.8 Hz, 1 H, 2b-H); 2.14
(m, 1 H, 8-H); 2.03 (¢ = 7.0 Hz, 11-H); 1.76 (ddJ = 13.8, 5.0 Hz, 1 H, 5a-H); 1.64
(m, 1 H, 4-H); 1.56 (sovrapposto, 5b-H); 1.54 (spposto, 7a-H); 1.45 (sovrapposto,
16a-H); 1.43 (sovrapposto, 7b-H); 1.35 (m, 1 H,-H}a1.19 (sovrapposto, 13b-H);
1.19 (sovrapposto, 16b-H); 1.17 (s, 3 H, 15:H.96 (t,J = 7.0 Hz, 3 H, 12-H); 0.89
(t,J=7.3 Hz, 3H, 17-H); 0.82 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 14-k). FABMS:m/z315 [M + HT".

Ossidazione del composto 1a e 88 compostola (3.0 mg, 1 x 18 mmol) & stato
sciolto in CHCI, (600 uL) sotto agitazione a temperatura ambiente e agrasherte;

il periodinano (8 mg, 1.9 x mmol) & stato aggiunto in una sola volta. La reseié
stata messa sotto agitazione fino a completam@nt@,(circa 2 ore), poi raffreddata
con sodio tiosolfato (soluzione satura), estrattattno volte con acetato di etile, lavato,
seccato su solfato di magnesio, filtrato e cone¢otsotto vuoto. Il prodotto é stato
purificato mediante HPLC ( eluenteesano/EtOAc 96:4), portando a 2.4 mg del
composto8b. Seguendo la stessa procedura, il comp8atfl.4 mg, 5 x 18 mmol) &
stato trattato con periodinano (5 mg, 1 3¢10mol) per portare ad 1.0 mg del composto
8b.

Composto 8b Olio incolore.[a]p® = +9 € = 2 mg/mL in CHG)). IR (KBr): Viax =
3350, 1713 cm. *H NMR (500 MHz, GDg): & 5.19 (dt,J =14.5, 7.0 Hz, 1 H, 10-H);
5.04 (dd,J = 14.5, 9.0 Hz, 1 H, 9-H); 4.90 (s, 1 H, 6-OH); 3(873 H, 18-H); 3.42 (s,
2 H, 2-H); 2.50 (m, 1 H, 4-H); 1.87 (sovrapposto, 8-H); 7L @ovrapposto, 11-Ht
1.51 (dd,J=13.0, 3.5 Hz, 1 H, 7a-H); 1.47 (sovrapposto, 5a1¥5 (sovrapposto, 7b-
H); 1.37 (m, 1 H, 13a-H); 1.36 (m, 1 H, 16a-H); 4.{sovrapposto, 13b-H);1.11
(sovrapposto, 5b-H); 1.05 (s, 3 H, 1%}H1.03 (sovrapposto, 16b-H); 0.87 Jt= 7.0
Hz, 3 H, 12-H), 0.81 (t,J = 6.3 Hz, 3 H, 14-B), 0.57 (t,J = 7.3 Hz, 3 H, 17-§ ppm.
FABMS: m/z= 313 [M + HJ.
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Riduzione del legame cicloperosidico della plakomia: la plakortina {, 35 mg, 0,11
mmol) in 200uL di etere anidro € stata trattata con 2Q0di acido acetico e con un
eccesso (80 mg) di polvere di Zn e dopo agitataregsamente per 24 ore a temperatura
ambiente. Dopo la conferma della scomparsa delriakgeli partenza attraverso TLC, la
soluzione e stata neutralizzata,N®; ed il solido e stato rimosso mediante filtrazione.
Il solvente e stato evaporato ed il prodotto ottereustato ripartito tra # e CHC}. La

fase organica conteneva il compo8tallo stato puro(29 mg, 0.092 mmol, resa 83.4%),.

Composto 9:0lio incolore.[o]p?® =5 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z315 [M + HJ, 337
[M + Na]". EIMS:m/z296 (M - 18), 281 (M — 33). HREIMSn/z314.2467, calcolato per
CigH3404 miz 314.2457.*H NMR (CDCk): & 5.53 (H-10dt, J =15.2, 6.2 Hz); 5.21 (H-9,
dd,J =15.2, 9.0 Hz); 4.16 (H-3, d§,= 10.4, 2.1 Hz); 3.70 (§18, s); 2.46 (H-2a, dd} =
15.9, 10.4 Hz); 2.34 (H-2b, dd,= 15.9, 2.1 Hz); 2.13 (H-8, m); 2.03 §#41, q,J = 6.2
Hz); 1.91 (H-4, m); 1.67 (H-5a, dd,= 13.5, 9.8 Hz); 1.55 (H-7a, overlapped); 1.53 (H-7b,
sovrapposto); 1.38 (H-13a, m); 1.35 (H-5b, sovrappp 1.27 (H-16a, m); 1.21 (H-13b,
m); 1.17 (H-15, s); 1.13 (H-16b, m); 0.98 42, t,J = 6.2 Hz); 0.92 (17,1, =7.3
Hz); 0.84 (H-14, t,J = 6.3 Hz).”*C NMR (CDCk): § 173.7 (C-1); 134.8 (C-9); 133.8 (C-
10); 73.0 (C-6); 70.6 (C-3); 51.7 (OGH49.7 (C-7); 40.8 (C-8); 40.7 (C-5); 40.5 (C-4);
36.6 (C-2); 29.7 (C-13); 26.8 (C-15); 26.4 (C-185,6 (C-11); 13.7 (C-12); 12.3 (C-17);
11.5 (C-14).

Riduzione del gruppo estereo della plakortinala plakortina {, 100 mg, 0.32 mmol) &
stata sciolta in 3.0 mL THF anidro sotto atmosfeeate di argon ad un a 0 °C e dopo sono
state aggiunte goccia a goccia alla soluzione 45@i una soluzione 2 M di LiBkin
THF (0.9 mmol) e 3@L di MeOH anidro. La reazione € stata tenuta sagfitazione per 2

h a 0 °C. Dopo, alla miscela ottenuta, sono sggiumti 30uL di una soluzione acquosa 1
M di NaOH, che é stata poi ripartita tra acqua eé0GHLa fase organica, anidrificata con
NaSO, e concentrata sottovuoto € stata purificata meelinifPLC (LUNA SI60 250x 4
eluenten-esano/EtOAc 75:25) ottenendo il composto pL@o(78 mg, 0,28 mmol, resa
87.5%).

Composto 10:0lio incolore.[a]p® + 55 (c = 0.10 in CHG). ESMS:m/z285 [M + HJ,
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307 [M + NaJ. EIMS: m/z284 (M), 266 (M — 18). HREIMSn/z284.2339, calcolato per
Ci17H3,0; mfz 284.2351."H NMR (CDCh):  5.36 (H-10dt, J =16.3, 6.6 Hz); 5.09 (H-9,
dd,J = 16.3, 9.5 Hz); 4.08 (H-3, m); 3.81 {1, t,J = 6.0 Hz); 2.16 (H-2a, sovrapposto);
2.08 (H-4, sovrapposto); 2.03 (H-8, sovrappost®91H-11, gq,J = 6.6 Hz); 1.49 (H-2b,
ddd,J = 13.8, 6.0, 4.3 Hz)1.44 (H-7a, sovrapposto}.40 (H-5a, sovrapposto); 1.37fH
15, s); 1.36 (H-16a, sovrapposto); 1.32 (H-5b, apposto); 1.27 (H-13a, m); 1.23 (H-7b,
sovrapposto); 1.15 (H-16b, sovrapposto); 1.15 (H;Xkdvrapposto); 0.95 @2, t,J =
6.3 Hz); 0.87 (K14, t,J = 6.6 Hz); 0.79 (17, t,J = 6.6 Hz)."3C NMR (CDCE): &
134.3 (C-9); 132.0 (C-10); 81.5 (C-6); 80.5 (C@);5 (C-1); 46.4 (C-7); 39.9 (C-8); 34.7
(C-4); 34.3 (C-5); 29.9 (C-16); 29.2 (C-13); 268 %); 25.2 (C-11); 21.0 (C-15); 13.7 (C-
12); 11.1 (C-17); 11.0 (C-14).

Metilazione del composto 10:ll composto10 (25 mg, 0.088 mmol) & stato sciolto in
CH,Cl; anidro (3 mL) a 0 °C e in un eccesso di 2,6edr-butilpiridina(130uL) e sono
stati aggiunti goccia a goccia alla soluzione 50L (0.44 mmol) di
metiltrifluorometansolfonato. La miscela é stataf@aeagire sotto agitazione per una notte
e dopo é stata trattata con una soluzione satuNadICQ. La fase organicaanidrificata
con NaSQO, e concentrata sottovuoto e stata purificata megliPLC (LUNA SI60 250«

4 eluenten-esano/EtOAc 85:15) ottenendo il composto pltd20 mg, 0.067 mmol, resa
76.1%).

Composto 11:0lio incolore.[a]p® + 75 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z299 [M + HT,
321 [M + NaJ. EIMS: m/z298 (M), 266 (M — 32). HREIMSn/z298.2500, calcolato per
Ci1gH3403 miz 298.2509.'H NMR (CDCk): & 5.36 (H-10dt, J =16.3, 6.6 Hz); 5.10 (H-9,
dd, J = 16.3, 9.5 Hz); 4.06 (H-3, m); 3.53 £#4, m); 3.34 (OCH s) 2.16 (H-2a,
overlapped); 2.12 (H-2b, overlapped); 2.09 (H-4ertapped); 2.03 (H-8, overlapped);
1.99 (K-11, q,J = 6.6 Hz); 1.50(H-7a, overlapped)1.43 (H-5a, ddJ = 13.8, 4.3 Hz);
1.37 (K15, s); 1.36 (H-16a, overlapped); 1.32 (H-7b, amped); 1.27 (H-13a, m); 1.24
(H-5b, dd,J = 13.8, 6.9 Hz); 1.15 (H-13b, overlapped); 1.14 (H»16verlapped); 0.96
(Hs-12, t,J = 6.6 Hz); 0.87 (414, t,J = 6.6 Hz); 0.80 (K17, t,J = 6.6 Hz)."*C NMR
(CDCl): 6 134.3 (C-9); 131.4 (C-10); 81.1 (C-6); 79.0 (C-8%.4 (C-1); 58.8 (OCH);
46.5 (C-7); 40.1 (C-8); 34.8 (C-4); 34.7 (C-5); 9C-13); 29.6 (C-16); 25.5 (C-2); 25.0
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(C-11); 21.4 (C-15); 13.8 (C-12); 11.3 (C-14); 1(Ck17).

Acetilazione del composto 101l compostol10 (20 mg, 0.070 mmol) é stato sciolto in
piridina anidra (1 mL) ed é stato trattato con,@d1 mL). Dopo una notte, il work-up
della reazione e stato eseguito mediante addizainpoche gocce di metanolo per
neutralizzare I'eccesso di 4@, acquada.5 mL) ed EtOAc ¢a. 15 mL). La fase organica
e stata lavata sequenzialmente ceB8®} 2N, una soluzione satura di NaHg€ale. Dopo
anidrificazione con N&0O, e rimozione del solvente, sono stati ottenuti 284 (0.069

mmol) di compostd 2.

Composto 12:0Olio incolore.[a]p® + 47 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z327 [M + HT,
350 [M + NaJ. EIMS: m/z 326 (M), 266 (M — CHCOOH). HREIMS:m/z 326.2466,
calcolato per @Hs40, miz 326.2457H NMR (CDCk): & 5.36 (H-10,dt, J =16.3, 6.6
Hz); 5.09 (H-9, ddJ = 16.3, 9.6 Hz); 4.27 (H-1a, m); 4.21 (H-1b, m); 4(643, m); 2.23
(H-2a, m); 2.10 (H-4, overlapped); 2.03 (H-8, oapped); 2.03 (OCOCHIs); 1.99 (H-
11, q,J = 6.6 Hz); 1.59 (H-2b, overlapped); 1.84-7a, overlapped); 1.37 @15, s); 1.36
(H-16a, overlapped); 1.34 (H-5a, overlapped); 1(B95b, overlapped); 1.26 (H-13a,
overlapped); 1.15 (H-7b, overlapped); 1.15 (H-l6bwverlapped); 1.13 (H-13b,
overlapped); 0.96 (#12, t,J = 6.6 Hz); 0.88 (#14, t,J = 6.6 Hz); 0.80 (B17,t,J =6.6
Hz).*C NMR (CDCE): § 171.1 (CHCO); 134.2 (C-9); 131.3 (C-10); 81.2 (C-6); 78.6 (C
3); 61.7 (C-1); 46.5 (C-7); 40.1 (C-8); 34.8 (C-8%.5 (C-5); 30.3 (C-16); 29.8 (C-13);
25.4 (C-11); 23.9 (C-2); 21.5 (GHO); 21.1 (C-15); 14.0 (C-12); 11.4 (C-14); 11® (
17).

Scissione ossidativa della plakortina:Ad una soluzione di plakortina (120 mg, 0.385
mmol) in 40 mL dit-BuOH sono stati aggiunti 26 mL di una soluzion@40M di NaCOs

e 150 mL di una soluzione acquosa di KMriD023 M e 0.09 M di Nal© La reazione &
stata eseguita a 37 °C per 20 h sotto agitazidbnpo acidificazione con $¥$O:5 N, la
soluzione é stata decolorata con una soluziongasaluacido ossalico ed estratta con
dietiletere (200 mL, per due volte). Le fasi orgdu@ combinate sono state anidrificate con
N&SQ,, filtrate e dopo concentrate sottovuoto. La fraeioottenutaé stata purificata
mediante HPLC (LUNA, SI60, eluenteesano/EtOAc 65:35) ottenendo il compo&®
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(90 mg, 0.289 mmol, resa75%) allo stato puro.

Composto 13:Solido amorfo[o]p® + 80 (c = 0.10 in CHG). ESMS:m/z303 [M + HT,
325 [M + NaJ. EIMS: m/z302 (M). HREIMS:m/z302.1735, calcolato peri§,60s miz
302.1729.'H NMR (CDCh): & 4.50 (H-3, m); 3.70 (OCHs); 3.01 (H-2a, ddj = 15.9,
10.4 Hz); 2.50 (H-8, m); 2.36 (H-2b, dél= 15.9, 2.1 Hz); 2.19 (H-4, m); 2.qR&-7a, dd,

J = 13.5, 9.8 Hz); 1.62 (H-10a, m); 1.54 (H-10b, oveplad); 1.50 (H-7b, overlapped);
1.45 (H-5a, overlapped); 1.37 {2, s); 1.34 (H-5b, overlapped); 1.22 (H-13a, in}4
(H-13b, m); 0.92 (111, t,J = 6.6 Hz); 0.90 (414, t,J = 6.6 Hz).*C NMR (CDC}): &
181.9 (C-9); 172.2 (C-1); 80.0 (C-6); 78.9 (C-3);B(OCH); 42.8 (C-7); 41.6 (C-8); 34.7
(C-4); 34.4 (C-5); 31.3 (C-2); 27.1 (C-10); 24> 13); 20.9 (C-12); 11.2 (C-11); 11.0 (C-
14).

Metilazione del composto 13A 40 mg di compost@3 (0,132 mmol) sono state aggiunte
gocce di una soluzione satura di £8H in ELO. Dopo rimozione del solvente organico il
residuo € stato purificato mediante HPLC (eluentesano/EtOAc 95:5, flusso 0.8
mL/min) portando al composto puid (41 mg, 0.130 mmol).

Composto 14:0lio incolore.[a]p* + 108 (c = 0.10 in CHG). ESMS:m/z317 [M + HT,
339 [M + NaJ. EIMS: m/z316 (M). HREIMS:m/z316.1895, calcolato peri§,60s miz
316.1886H NMR (CDCk): & 4.50 (H-3, m); 3.70 (OCHSs); 3.69 (OCH s); 3.00 (H-2a,
dd,J = 15.9, 10.4 Hz); 2.48 (H-8, m); 2.36 (H-2b, dd= 15.9, 2.1 Hz); 2.19 (H-4, m);
2.02(H-7a, dd,J = 13.5, 9.8 Hz); 1.60 (H-10a, m); 1.52 (H-7b, ovepeg); 1.48 (H-10b,
overlapped); 1.44 (H-5a, overlapped); 1.35-(12, s); 1.34 (H-5b, overlapped); 1.22 (H-
13a, m); 1.14 (H-13b, m); 0.90 {14, t,J = 6.6 Hz); 0.88 (K411, t,J = 6.6 Hz)**C NMR
(CDCly): 6 176.8 (C-9); 172.2 (C-1); 80.1 (C-6); 78.7 (C-8).9 (OCH); 51.6 (OCH);
41.9 (C-7); 41.6 (C-8); 34.7 (C-4); 34.3 (C-5); B1C-2); 27.5 (C-10); 25.0 (C-13); 21.0
(C-12); 11.5 (C-11); 11.0 (C-14).

Epossidazione della plakortina:Plakortina (110 mg, 0.353 mmol) é stata scioltd imL

di CHCIl, anidro ed alla soluzione sono stati aggiunti 84 g acido meta
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cloroperbenzoico (0.494 mmol), lasciando reagire peta la notte a temperatura
ambiente. Successivamente la miscela di reaziostata ripartita tra CHGled una
soluzione acquosa satura di NaHCQa fase organica, anidrificata e concentrate
sottovuoto, é stata purificata mediante HPLC (LUNAGO, eluenteresano/EtOAc 9:1)
ottenendo il compostd5 (41 mg, 0.125 mmol, resa 35%) ed il compdg€i¢45 mg, 0.137
mmol, resa 39% ) allo stato puro.

Composto 15:0lio incolore.[a]p® + 63 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z329 [M + HT,
351 [M + NaJ. EIMS: m/z328 (M), 312 (M — 16). HREIMSn/z328.2257, calcolato per
CigH3:205 miz 328.2250.'H NMR (CDCh): & 4.51 (H-3, m); 3.71 (OCH s); 2.95 (H-2a,
dd,J = 15.7, 10.5 Hz); 2.73 (H-1(&d, J = 1.7 Hz); 2.52 (H-9, dd) = 7.0, 1.7 Hz); 2.37
(H-2b, dd,J = 15.7, 3.5 Hz); 2.20 (H-4, m); 1.60 (H-7a, overlappel.58 (H-5a,
overlapped); 1.56 (H-8, overlapped); 1.55H, overlapped); 1.47 (H-7b, overlapped);
1.45 (H-5b, overlapped); 1.38 {15, s); 1.36 (H-13a, overlapped); 1.34 (H-16a,
overlapped); 1.21 (H-13b, m); 1.15 (H-16b, m); O(Big-12, t,J = 7.8 Hz); 0.94 (H-14, t,
J=7.8 Hz); 0.92 (417, t,J = 7.8 Hz)."*C NMR (CDCE): § 171.9 (C-1); 80.4 (C-6); 78.6
(C-3); 62.4 (C-10); 59.6 (C-9); 51.7 (OEH41.8 (C-7); 36.8 (C-8); 35.3 (C-5); 34.9 (C-
4); 31.4 (C-2); 26.2 (C-11); 25.1 (C-13); 25.0 (6):121.5 (C-15); 11.0 (C-17); 10.7 (C-
14); 9.9 (C-12).

Composto 16:0lio incolore.[a]p® + 48 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z329 [M + HT,
351 [M + NaJ. EIMS: m/z328 (M), 312 (M — 16). HREIMSn/z328.2242, calcolato per
CigH3205 miz 328.2250.'H NMR (CDCh): & 4.51 (H-3, m); 3.71 (OCH s); 3.02 (H-2a,
dd,J =15.7, 9.6 Hz); 2.73 (H-1@it, J = 5.2, 1.7 Hz); 2.44 (H-9, dd,= 7.8, 1.7 Hz); 2.38
(H-2b, dd,J = 15.7, 3.5 Hz); 2.18 (H-4, m); 1.64 (H-7a, dds 14.0, 4.4 Hz); 1.58 (H-5a,
overlapped); 1.57 (11, overlapped); 1.56 (H-8, overlapped); 1.56 @4loverlapped);
1.47 (H-7b, dd) = 14.0, 4.4 Hz); 1.45 (H-5b, m); 1.36 {15, s); 1.33 (H-13b, m); 1.20
(H-16a, overlapped); 1.18 (H-16b, overlapped); 19912, t,J = 7.0 Hz); 0.91 (K14, t,
J=7.0 Hz); 0.90 (417, t,J = 7.0 Hz).2*C NMR (CDCE): § 171.9 (C-1); 80.4 (C-6); 78.9
(C-3); 62.7 (C-9); 61.0 (C-10); 52.0 (OEH43.7 (C-7); 38.2 (C-8); 36.3 (C-5); 34.8 (C-
4); 31.3 (C-2); 25.2 (C-11); 25.1 (C-13); 24.8 (6):120.2 (C-15); 11.2 (C-17); 11.2 (C-
14); 10.2 (C-12).
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Riduzione del composto 16:l composto 16 (28 mg, 0.085 mmol) e stato sciolto in
dietiletere ed alla soluzione sono stati aggiufitegjuiv. di LiAlH, lasciando reagire per 3
h a temperatura ambiente.. Dopo completamento cedlzione, la miscela ottenuta e stata
ripartita tra HO e cloroformio. L’evaporazione del solvente dédlse organica ha portato
ad una miscela di sostanze purificate poi medigdiReC (LUNA, SI60, eluent&tOAC)
portando ai composfi7a (13 mg, 0.043 mmol, resa 51% ) ahtb (10 mg, 0.033 mmol,

resa 39%) allo stato puro.

Composto 17a:Solido amorfo[o]p?® +15 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z305 [M + H],
327 [M + NaJ. EIMS: m/z286 (M - 18), 304 (M). HREIMSm/z 304.2607, calcolato per
Ci17H3604 miz 304.2614."H NMR (CDCk): 4.18 (H-3, m); 4.16 (H-10, m); 3.834H, t,J

= 6.0 Hz); 2.19 (H-2a, m); 1.97 (H-8, m); 1.91 (HA); 1.75 (H-9a, overlapped); 1.73 (H-
11a, overlapped); 1.68 (H-9b, overlapped); 1.6 5&1dd,J = 13.5, 9.8 Hz); 1.57 (H-11b,
overlapped); 1.55 (7, overlapped); 1.52 (H-2a, dd#i= 13.8, 6.0, 4.3 Hz); 1.39 (H-13a,
m); 1.36 (H-5b, overlapped); 1.27 (H-16a, m); 1(B113b, m); 1.19 (15, s); 1.13 (H-
16b, m); 0.93 (12, t,J = 7.3 Hz); 0.92 (H17, t,J = 7.3 Hz); 0.87 (K414, t,J= 7.3
Hz).

Composto 17b:Solido amorfola]p?® +19 (¢ = 0.10 in CHG). ESMS:m/z305 [M + HT,
327 [M + NaJ. EIMS: m/z286 (M - 18), 304 (M). HREIMSm/z 304.2627, calcolato per
Ci17H3¢04 mfz 304.2614.*H NMR (CDCk): 4.22 (H-9, m); 4.18 (H-3, m); 3.83 §H,, t,J

= 6.0 Hz); 2.18 (H-2a, m); 2.00 (H-8, m); 1.92 (HA); 1.67 (H-5a, dd] = 13.5, 9.8 Hz);
1.65 (H-10a, overlapped); 1.62 (H-10b, overlappé&d®8 (H-7, overlapped); 1.52 (H-2a,
ddd, J = 13.8, 6.0, 4.3 Hz); 1.39 (H-13a, m); 1.36 (H-5bedapped); 1.27 (KH11,
overlapped); 1.27 (H-16a, overlapped); 1.21 (H-18),1.19 (KH-15, s); 1.13 (H-16b, m);
0.92 (H-17, t,J = 7.3 Hz); 0.89 (K412, t,J = 7.3 Hz); 0.88 (K414, t,J = 7.3 Hz).

Preparazione degli esteri MTPA dal composto 17all compostol7a (4 mg) éstato
sciolto in 1.0 mL di piridina anidra, trattata catoruro (-)-MTPA (15 pulL), N,N-
dimetilamminopiridina (DMAP, una punta di spatola)dopo mantenuta sotto agitazione e

a temperatura ambiente per una notte. Dopo evapaezlel solvente, la miscela di

84



Capitolo V Plakortis simplex

reazione é stata purificata mediante HPLC su ca@@i60 (eluente-esano/EtOAc 95:5),
portando all’estere§j-MTPA 18aallo stato puro (4.4 mg). Usando il cloruro (+)-RIA,

attraverso la stessa procedura é stato ottengtied®ER)-MTPA 18b nella stessa resa.

Estere ©)-MTPA (18a): Solido amorfo.ESI-MS (matrice glicerolo, ioni positiviyn/z
975 [M + NaJ. *H NMR (CDCk): 5 7.35 e 7.45 (MTPA protoni fenilici.73 (H-10, m);
5.63 (H-3, m)4.29 (H-1, m); 3.59 (MTPA OCH); 2.20 (H-2a, m); 2.00 (H-2b, m};84
(H-8, overlapped); 1.82 (H-9a, overlappetl)75 (H-9b, m);1.62 (H-11, m); 1.60 (H-4,
m); 1.18 (H-5a, overlapped});.12 (H-16a, overlapped); 1.11 (H-7a, overlappéd)5 (H-

13, overlapped); 1.03 (H-7b, overlapped); 0.98 {-®verlapped);0.95 (H-16b,
overlapped)0.86 (H-15, s);0.63 (K-12, t,J = 7.3 Hz); 0.62 (HB17, t,J= 7.3 Hz);0.55
(Hs-14,t,J= 7.3 Hz).

Estere R)-MTPA (18b): Solido amorfo.ESI-MS (matrice glicerolo, ioni positiviyn/z
975 [M + NaJ. *H NMR (CDCk): § 7.32 e 7.55 (MTPA protoni fenilici); 5.71 (H-10)m
5.68 (H-3, m)4.25 (H-1, m); 3.59 (MTPA OCH); 2.17 (H-2a, m); 1.95 (H-2b, m};80
(H-9a, overlapped)1.76 (H-8, overlapped); 1.73 (H-4, m); 1.70 (H-8), 1.68 (H-11a,
m); 1.65 (H-11b, m); 1.36 (H-5a, ddl= 14.3, 6.7 Hz)1.25 (H-164a, overlapped); 1.21 (H-
7a, overlapped); 1.13 (H-7b, overlapped); 1.12 @H;1overlapped); 1.12 @3,
overlapped); 1.11 (H-5b, overlapped)00 (K-15, s); 0.73 (B17, t,J = 7.3 Hz);0.72
(Hs-12, t,J = 7.3 Hz); 0.55 (K14, t,J= 7.3 Hz).

Reazione della diidroplakortina (2) : La diidroplakortina 2 21.4 mg, 8 * 18 mmol) &
stata fatta reagire sotto atmosfera inerte pewoazmt FeCl . 4 HO (0.4 mmol) in 5 mL
una miscela CECN:H,O 8:2. La reazione e stata eseguita sotto agitazien 2 ore a
temperatura ambiente in assenza di luce ed érataidorata mediante TLC. Il prodotto
della reazione é stato ripartito trg@®e EtO aggiungendo EDTA per complessare il
ferro in eccesso. La fase eterea (12 mg) e staimatografata mediante HPLC
utilizzando una colonna Luna silica (2u% come miscela eluente n-esano-EtOAc 8:2.

Flusso 0.8 mL/min. Sono stati ottenuti i comp@st(2.4 mg),3b (2.9 mg),4ae4b.
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Composto 3a Olio incolore.[o]p® —18 (¢ = 1.0 mg/mL in CHG). IR (KBr): vmax
3350, 2975 cm. *H NMR (500 MHz, CDCJ): § 4.14 (m,sovrapposto); 3.71 (s); 3.61
(dg, J = 5.6 Hz,J = 6.0 Hz, 13-H); 2.40 (m, 2a H,); 2.35 (m, 2bHP2(dd,J = 12.3
Hz,J = 7.0, 7a-H); 1.89 (m, 4-H); 1.77 (m, 8-H); 1.&byrapposto, 5a-H); 1.60 (m,
sovrapposto, 10a-H); 1.45 (m, 9a-H); 1.42 (m, 5b-H39 (sovrapposto, 7b-H); 1.31
(sovrapposto, 16a-H); 1.29 (sovrapposto, 11a,btt24 (sovrapposto, 10b-H); 1.22 (s,
15-Hg); 1.21 (d,J = 6.0 14-H); 1.14 (sovrapposto, 9b-H); 0.93 Jt= 6.9 Hz, 17-H);
0.92 (t,J = 6.9 Hz, 12-H); HR-EIMS: m/z337 [M+Na]".

Composto 4a.Olio incolore.[o]p® —18 (¢ = 1.0 mg/mL in CHG). IR (KBr): vmax
3350, 2975 cm. *H NMR (500 MHz, CDCY): 6 4.53 (dq, J =1.5, 6.9 Hz, 13- H); 4.19
(m, 3a); 3.72 (s, OC¥), 2.56 (dd, , J =16.4,J =10.5, 2a-H); 2.37 (dd) = 16.4,J
=2.02b-H); 1.97 (m, 4-H); 1.83 (m, 8-H); 1.77 (di= 14.2, 5.6 Hz, 7a-H) 1.67 (dd,
=14.4, 9.0, 5a-H); 1.45 d} =6.9, 14-H); 1.41 (sovrapposto, 9a-H); 1.31(sovrappo
7b-H); 1.31 (sovrapposto, 9b-H); 1.29 (sovrappdkieH); 1.29 (sovrapposto 5b-H);
1.26 (sovrapposto, 16a-H); 1.17(s, 15-H) ; 1.1%n@oposto 16b- H); 0.93 (g =7.2
Hz, 17-H); 0.90 (tJ =7.2 Hz, 12-H); FABMSm/z329 [M+H]".

Test antimalarici. Le colture di plasmodio sono state realizzate calescritto da
Trager e Jensef.In breve, il ceppo D-10, sensibile alla clorochianoderatamente
resistente alla meflochina, ed il ceppo W-2, resi alla clorochina e sensibile alla
meflochina, sono stati tenuti in coltura a 37° 5& di ematocrito (cellule rosse del
sangue umane, A-positivo). Il mezzo di coltura RPM#0 € addizionato del 10% di
plasma umano A-positivo inattivato al calore, 20MdMHEPES e 2mM di glutammina.
Tutte le colture sono state mantenute in una nasgek standard costituita dal 1% di
ossigeno, 5% di anidride carbonica e il 94% di eazQuando il livello di parassitemia
superava il 5% nuove sub-colture erano prese. Xizadi coltura € stato cambiato ogni
due giorni. | composti in esame sono stati discialtacqua, (clorochina) o in DMSO
(gli altri). | composti in esame sono stati pastmicropiastre e quindi diluiti col mezzo
di coltura per raggiungere le concentrazioni firfadiogni caso concentrazioni finali di
DMSO non superiore all'1%, che risulta tossico ipg@arassita). Colture asincrone con

parassitemia di 1/1.5% e di ematocrito finale pafi% sono state divise in al quote e
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incubate in piastre per 72 ore a 37°C. La crestitaparassiti € stata determinata
spettrofotometricamente misurando [I'attivita deltema lattato deidrogenasi del
parassita (pLDH) sia in piastre trattate con i costpin esame che in piastre di
controllo secondo quanto descritto da Makfer’ L attivita antimalarica & stata espressa
come il 50% della concentrazione inibitoria {4GiM); tale valore di IGy € la media e
la deviazione standard di quattro esperimenti eféit per tre volte.

Studi di “Molecular Modeling”. | calcoli di “Molecular modeling”’sono stati eseguit
su SGI Origin 200 8XR12000, mentre | grafici di “l@cular modeling” sono stati
trasferiti su stazioni di lavoro SGI Ottano 2 anita@®o. La Plakortinall), | composti2-

16 e 1920 sono stati costruiti usando il modulo Builder gidi 2005. Il calcolo dei
valori di pK, apparenti dei composti studiati di recente somi salcolati usando la
versione 9.00 del software ACIKp DB (Advanced Chemistry Development Inc.,
Toronto, Canada). Il composiS e stato considerato deprotonato mentre tuttilgii a
composti sono stati considerati neutri in tuttaiooli effettuati, come conseguenza della
valutazione della percentuale di forme neutre/ipmie calcolate a pH 7.2 (valore
fisiologico di pH) e 5.5 (pH del vacuolo del paitss usando l'equazione di
Handerson-Hasselbac. Lo spazio conformazionalettli ttomposti € stato campionato
attraverso 500 cicli di “Simulated Annealing” (CRFZampo di forz&® e= 80%r)
seguendo questo protocollib: sistema é stato riscaldato fino a 1000K su 2690
(timestep = 3.0), la temperatura di 1000 K é stgiplicata al sistema per 2000 fs
(timestep = 3.0) con lo scopo di superare le bariersionali; successivamente la
temperatura €& stata ridotta gradualmente a 300 KO®O fs (timestep = 1.0). Le
strutture risultanti sono state sottoposte a mirmamione di energia nel modulo Insight
2005 (CFF91 campo di forza, gradiente algoritmigniggato;e=80*r) fino al massimo
derivato RMS meno di 0.001 kcal/A. e successivamdntzati dalla loro energia
conformazionale e torsionale a determinati valowdaari. Allo scopo di analizzare
correttamente le proprieta elettroniche, | lorofoomeri piu stabili sono stati sottoposti
ad ottimizzazione completa della geometria attrewveralcoli semiempirici usando il
metodo quanto-meccanico AM1 con il programma Mopa6.0** nel modulo
Ampac/Mopac di Insight 2000.1. Il valore GNORM atstsettato a 0.5. Per estendere

la completa ottimizzazione della geometria i critgrer la terminare tutte le
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ottimizzazioni sono state incrementate di un fattdr 100, usando la parola chiave
PRECISE. Il conformero a piu bassa energia delékd?tina () € stato sovrapposto
alla struttura a raggi x dell’artemisinina (CSDSleoQNGHSU) adattando I'anello 1,2-

diossanico a quello 1,2,4- triossanico.
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V. E. DATI SPETTROSCORPICI

Tabella 1.Dati *H e**C NMR dei compos e 6 (in CDCE).

Pos. 5 6
oC, molt. OH, molt.,J in Hz oC, molt. OoH, molt.,Jin Hz
1 174.2,C 174.0, C
2 37.4,CH 2.4 37.4,CH 2.40%
3 70.3, CH 4.09, m 70.0, CH 4.11, m
3-OH 3.37,bd, 2.5 81.8, CH 3.38, bd, 2.5
4 43.2, CH 2.05, m 43.2, CH 2[¥3
5a 48.1, CH 2.17,dd, 10.5,3.5 47.9,CH 2.09, dd, 10.5, 3.5
b 2.0 2.00%
6 158.5, C 158.2 C
7 125.2, CH 6.03, s 125.5,CH 6.08,s
8 201.0, C 1.48 201.2,C
9a 41.3, Chl 2.63,dd, 14.5,4.2 41.3,CH 2.61, dd, 14.5, 4.2
9b 2.4 2.38%
10 39.4, CH 2.08, m 30.3, CH 1.43, m
11 134.4, CH 5.06, dd, 15.4, 7.3 34.2,Ch 1.214
12 131.2, CH 5.39, dt, 15.4, 6.6 29.0,,CH 1.23%
13 22.2, CH 1.98% 21.9, CH 1.26%
14 14.0, CH 0.94,t,7.3 13.1,CH  0.89,t,7.3
15a 26.6, ChH 1.40, m 26.6, CH 1.36, m
b 1.30, m 1.2
16 13.1, CH 0.90,t,7.3 13.1, CH 0.87,t,7.3
17 21.1, CH 2.09, s 2.08, s
18a 28.1, Chi 1.39, m 27.9, CH 1.36, m
b 1.18, m 1.19°
19 12.2, CH 0.84,t,7.3 122, CH  0.84,1,7.3
20 52.1, CH 3.72, s 52.0,CH 3.70, s

[ Sovrapposto con altri segnali
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Tabella 2.Dati *H e**C NMR del plakortide Q7 e del compost8 (in CDCk).

Pos. 7 8
oC, molt. OH, molt.,J in Hz oC, molt. OH, molt.,J in Hz
1 170.8, C 171.0, C
2a 36.4, CH 2.64, dd, 15.5, 3.5 36.9,GH 2.66, dd, 15.5, 3.5
b 2.37,dd, 15.5, 8.8 2.38, dd, 15.5, 8.8
3 81.9, CH 4.11, dt, 8.8, 8.8, 3.81.8, CH 4.15, dt, 8.8, 8.8, 3.5
4 35.6, CH 1.60, m 36.6,GH 1.62, m
5a 37.4, CH 1.46% 39.3,CH 1.49°
b 1.23,dd, 13.8, 7.4 1.25, dd, 13.8, 7.4
6 83.2,C 82.5,C
7a 45.8, CH 1.75, dd, 14.5, 3.5 46.8,GH  1.78,dd, 14.5, 3.5
b 1.48 1.46%
8 40.1, CH 1.98 40.4, CH 2.0
9 134.4, CH 5.10, dd, 15.6, 7.0  134.9, CH 5.10,16d6, 7.0
10 131.8, CH 5.39, dt, 15.6, 7.0  131.6, CH 5d3715.6, 7.0
11 25.5, Chi 1.99% 25.8, Ch 1.99%
12 13.8, CH 0.96,t,7.3 14.0,CH 0.97,t,7.3
13a 29.6, Chi 1.43 29.8, Ch 1.43%
b 1.20, m 1.20, m
14 11.5, CH 0.82,t,7.3 11.7,CH  0.80,t,7.3
15a 29.8, CH 1.56, m 21.3, CH 1.32,s
b 1.4%¢
16a 7.4, Chl 0.84,1,7.3 24.0,CH  1.40%
b 1.07, m
17a 23.8, CHl 1.4% 10.6, CH 0.88,t, 7.3
b 1.04, m
18 10.6, CH 0.87,t,7.3 51.5,CH  3.68,s
19 51.9, CH 3.69, s

[ Sovrapposto con altri segnali
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Tabella 3. Dati'H e **C NMR dei compostBae 4a(in CDC}).

Pos. 3a 4a
oC, molt. OH, molt.,J in Hz oC, molt. OoH, molt.,Jin Hz
1 173.6,C 174.6, C
2a 37.8,CH  2.40% 37.4,CH 2.56,dd, 16.4, 10.5
b 235 2.37,dd, 16.4, 2.0
3 70.7, CH 4.14, m 70.8,CH  4.19,m
4 42.0, CH 1.89, m 40.1,CH 197, m
5a 42.4,CH 1.6 42.8,CH 1.67,dd, 14.4,9.0
b 1.4 1.29%
6 81.7,C 71.9,C
7a 48.2,CH  2.03,dd, 12.3, 7.0 45.1,GH 1.77,dd, 14.2,5.6
b 1.3%! 1.3
8 46.9, CH 1.77, m 41.3,CH  1.83,m
9a 28.5,CH  1.45% 31.2,CH 141
b 1.14 1.38
10a  30.9,CH  1.60% 30.3,CH 154, m
b 1.24 1.2
11 23.4,CH  1.29° 23.4,CH 1.29%
12 13.8,CH  0.92,t,6.9 13.4,CH 0.90,t, 7.2
13 80.6,CH  3.61,dq, 5.6, 6.0 64.2,CH 4.53,dg, 6.9, 1.5
14 20.1,CH  1.21,d, 6.0 23.0,CH 1.45,d,6.9
15 27.1,CH  1.22,s 26.4,CH 1.17,s
16a  26.8,CH 1.31@ 26.9,CH 1.26%
b 1.1 1.1#
17 12.6,CH  0.93,t,6.9 12.6,CH 0.93,1,7.2
-OMe 51.0,CH  3.71,s 51.0,CH 3.72,s

8 Sovrapposto con altri segnali.
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'H NMR composto 9 (500 MHz, CDC)).

0} OH

'H NMR composto 10 (500 MHz, CDGJ).

99



Capitolo V Plakortis simplex

P
%0 OCH;
' | | |_]
.Hl___.“ll_ | 'I. — r‘J'y !"'IJ r:l&t. 'r'l" 5
'H NMR composto 11 (500 MHz, CDGJ).
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'H NMR composto 12 (500 MHz, CDGJ).
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'H NMR composto 13 (500 MHz, CDGJ).
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'H NMR composto 14 (500 MHz, CDGJ).
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'H NMR composto 15 (500 MHz, CDGJ).
o
-
04 COOCH,
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'H NMR composto 16 (500 MHz, CDGJ).
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2D COSY NMR composto 3a (500 MHz, CDG).
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'H composto 4a (500 MHz, CDG).
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2D COSY NMR composto 4a (500 MHz, CDG).
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VI. ANALISI DELLA SPUGNA COELOCARTERIA
SINGAPORENSIS

Nel corso del mio dottorato di ricerca mi sono guata dell’analisi del metabolismo
secondario di una Demospongia; si tratta della spWpelocarteria singaporensis
Leuconide appartenete alla famiglia delle Isodiagjdordine Poecilosclerida, subordine

Mycalina.

Coelocarteria singaporensis

Questa si presenta come una spugna molto compatta, ma friabile, strutturata
inferiormente da un corpo emisferico che normal@enene in parte nascosto nel
sedimento, mentre superiormente da numerosi e icatnibsti inalanti e da un’ampia
area cribrosa esalante che va a formare un umigo &sculo.

Coelocarteria singaporensgs stata raccolta nel 2003 nel Parco Marino dig&en nel
Nord Sulawesi in Indonesia, dove vive in acque acaci 40 m di
profondita.Comunemente la superficie della spugméc@perta da numerose specie
epibionti e la spugna nel suo habitat risulta rasmmbile soltanto per gli osti e 'osculo
che invece rimangono ben visibili. Le spugne agpamti a tale famiglia hanno posto
sempre alcuni problemi alle normali procedure dialieh a causa dalla loro
organizzazione strutturale, per cui finora sontegp@co studiate o con difficolta.
Proprio l'assenza di dati sulla composizione chanidella spugnaCoelocarteria

singaporensisinsieme alle informazioni bibliografiche riportafhisolamento di derivati
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purinici e triptofanict? dalle poche altre specie di spugne appartenefsi siessa
famiglia Isodictya, hanno stimolato I'interesse dektro gruppo di ricerca verso questo
organismo.

Abbiamo dunque analizzato I'estratto organico (meliao) della spugna indonesiana
Coelocarteria singaporensissolando due nuovi diterperentisocopalanici, chiamati
coelodiolo(1) ed acido coeloic@2)(Figura 1), quest’ultimo differente dal primo per una

estesa degradazione ossidativa dell’anello A.

Figura 1

VI. A. | DITERPENI ISOCOPALANICI

| terpenoidi costituiscono una vasta famiglia dstaoze naturali strutturalmente molto
diverse tra loro, tutte derivanti da unita isopceei (G) unite in modo testa-coda. In
particolare, nel caso dei diterpeni si ha una gjure di quattro unita isopreniche ad
opera dell’enzimaprenil transferasi che porta cosi alla formazione del precursore

Geranil-Geranil Pirofosfatd~gura 2)

X X X
X OPP

Geranil geranil disfato
(GGPP) ighra 2

La via biogenetica che porta alla formazione delPRBGisulta comune all'intera gamma
dei diterpeni naturali. L'ampia varieta strutturale diterpenoidi deriva da reazioni di
ciclizzazione del GGPP attraverso meccanismi @atoanici seguiti da trasposizioni di

Wagner-Merweeir.
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Per i diterpenoidi isocopalanici, classe a cui ajgr@e il coelodiolo, € possibile
immaginare facilmente una origine biogenetica lzasat una sequenza concertata di
ciclizzazioni del geranil-geranil pirofosfato, cheel caso del coelodiolo, sarebbe seguita

da reazioni di ossidazione in posizione 1, 2 eFigufa 3)

ossidazione

geranil-geranil difosfato

Figura 3

L’ acido coeloicanvece, come gia accennato sopra, puo derivareagdbdiolo (o da un
altro isocopalano) in seguito ad una degradazieseativa dell'anello A, che comporta
la formazione di un gruppo carbossilico in posieidn di uno aldeidico in posizione 3 e

la perdita di un atomo di carboniBigura 4).

eliminaz.

di CQ,

HO,,,

ossidazione

Figura 4

Benché la loro biogenesi sia estremamente semplaiggrpeni isocopalanici sono una
classe di composti molto rara in natura e appameenée ristretta all’ambiente marino.
Un’altra caratteristica peculiare e data dal fatte questo stesso scheletro esiste in due
forme enantiomeriche F{gura 5): a) gli isocopalani classici identificabili per
I'orientazione o del metile sui carboni C-8 e C-10, isolati in @aesda alcuni

Nudibranchf* e, molto pit recentemente, anche dalla spiMyeale graveolensiSb) i
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diterpeni enantiomeri, definigntisocopalani, identificabili dall’orientaziorfedei metili
in C-8 e in C-10, che sono invece caratterisiielcune spugné®

isocopalano ent-isocopalano

Figura 5

VI.B. ESTRAZIONE ED ISOLAMENTO

Un campione diCoelocarteria singaporensiglsodictyadae), raccolto nel 2003 al
Bunaken Marine Park (Nord Sulawesi, Indonesia)cguentemente sminuzzato, € stato
sottoposto piu volte ad estrazione con metanoloneatoroformio fresco a temperatura
ambiente. Gli estratti cosi ottenuti sono statirdti, concentrati e riuniti fino
all'ottenimento di una gomma marrone. Questa e datubilizzata con $D e ripartita
per tre volte tra KD ed acetato di etile (AcCOEt). La fase in ACOEt(g) e stata
cromatografata mediante MPLC su colonna impaccatagel di silice 230-400 mesh.
Per la separazione cromatografica sono stati zdifizluenti a polaritd crescente, ma
esano 100% a MeOH 100%, incluse miscelendisano/EtOAc e EtOAc/MeOH. La
frazione eluita im-esano/EtOAc 7:3, verificatasi interessante ad preéiminare analisi
NMR, e stata ulteriormente purificata mediante HPaAGase direttantesano/EtOAc

65:35), ottenendo i campioni puri di coelodidlg (5,2 mg) e di acido coeloig@) (1,8
mgq) (Figura 1).

VI. C. DETERMINAZIONE STRUTTURALE

L’ESI-MS del coelodiolo 1), [a]p +4.0 € 0.2 , CHC}), ha mostrato il segnale dello
ione pseudomolecolarera/z 373 [M + NaJ, mentre il picco an/z 350.2466 nel HR-
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EIMS ha indicato per il compostbla formula molecolare £H3404( m/z350.2457). Gli
spettri'H e **C NMR del compostd (Tabella 1, CsDg) sono stati analizzati con I'aiuto
di un esperimento 2D NMR HMQC dimostrando la presetielle seguenti porzioni: (i)
cinque gruppi metilici, tutti risonanti come singtil nello spettra'H NMR (5 0.87 ,
0.97 , 1.06, 1.30, 3.38) di cui l'ultimo é atuito ad un gruppo metossilicéq 51.5);
(i) un doppio legame geminalmente disostituég 6.10, br s, e 4.90, br s¢c 109.5,
d¢c 145.0); (iii) un gruppo esteredd171.8) indicato anche dall’'assorbimento IR (CHCI
a vmax 1742 cmi' . Pertanto, tenendo conto delle cinque insatunagioplicate dalla
formula molecolare, il coelodiolo deve avere umatsira triciclica. L'analisi dello
spettro 2D NMR COSY del composiocha permesso di raggruppare i restanti protoni in
tre sistemi di spin (A-C) evidenziati iRigura 6. In particolare, il sistema di spin A
contiene, in aggiunta ad un metilene, due metisigesati vicinali §y 3.20 ,6¢c 76.3 ;04
3.60 ,6c 74.4), che danno conto cosi della presenza deinemti due atomi di ossigeno
presenti nella formula molecolare. Inoltre & daamn®tche il sistema di spin C, oltre al
protone H-14, comprende anche i due protoni delifetiieng(H,-16) che, sulla base di
un accoppiamento allilico long-range, correlare &n i multipletti @y 2.08 e 2.31 di
H,-12 che con il singolettod,; 2.98 di H-14.

Le informazioni ottenute dall’esperimento 2D NMR BKI ci hanno consentito di
connettere le substrutture ricavate dalle suddettdisi e di completare cosi la struttura
planare del coelodiolol]. Particolarmente rilevanti sono state le coriielaiz >3Jc  di
H-5 64 1.16) con C-4, C-18, C-19, C-1, C-9, C-10 @@Ce quelle del metino H-14
risonante a campi bassiy(2.98) con C-15, C-12, C-13,C-16,C-7,C-8, @€-17.
Le principali correlazioni HMBC sono riportate fiigura 6.

HO Oﬁ Df)\)/\
&@ %COOCH 3

(<)

— COSY
1

7~ X HMBC
Figura 6
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pY

La configurazione relativa dii € stata determinata sulla base delle costanti di
accoppiamento protone-protongapella 1) e dagli accoppiamenti dipolari (evidenziati

attraverso uno spettro ROESY) mostratiigura 7.

Figura 7

In particolare la giunziondrans tra gli anelli A e B & stata dedotta dai picchi di
correlazione ROESY di #20 con H-2 e di H-5 con H-3b (assiale); analogameyli
accoppiamenti dipolari di H-9 con H-5 e dis-#Hi7 con H-20 hanno suggerito una
giunzionetransanche tra I'anello B e I'anello C.

Tenendo in considerazione 'orientazione assiald-di la relativamente piccola costante
di accoppiamentaly.;n-2 (3.5 Hz) e indicativa di un protone H-1 equat@jadi
conseguenza H-1 e H-2 sono orientatigi(eg-ax). Infine la correlazione ROESY tra H-
9 e H-14 ha indicato la relaziowes tra questi protoni e di conseguenza la configorazi
relativa del C-14.

Lo scheletro carbonioso del coelodiold) (appartiene alla classe dei diterpeni
“isocopalanici”. Come sopra evidenziato, questasdadi composti puo esistere in due
forme completamente enantiomeriche, di conseguergdacaso del coelodiolo e stato
necessario determinare la configurazione assolut@eadi assegnare univocamente il
composto ad una delle due classi.

Approfittando della presenza di un sistema 1,2adinll, abbiamo deciso di affrontare
questo problema sfruttando il metodo “exciton &lity CD” o metodo di Nakanishi, che
prevede I'analisi dell’'estere dibenzoico della neola attraverso il dicroismo circolare.
In particolare, il segno dell’effetto Cotton allai@lta lunghezza d’onda, viene correlato

con la chiralita dei legami carbinolici C-O legaittbenzoatd’ Questa tecnica sfrutta le
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proprieta chirottiche delle sostanze chirali, pregr derivanti dall'interazione non
distruttiva delle molecole con radiazione anisottap e che consentono la
differenziazione tra enantiomeri.

Per sfruttare pertanto il metodo di Nakanishi gedéterminazione della configurazione
assoluta del coelodiolo, é stato dunque necesgagjparare il corrispondente derivato
1,2-dibenzoato.

Il trattamento del compost@é con cloruro di benzoile in piridina ha portatdaal
formazione del solo 2-monobenzoai@a (Figura 8). La benzoilazione del gruppo
idrossilico assiale in posizione 1 é stata realzzan successo in seguito al trattamento
del compostola con il benzoiltrifluorometansolfonato (BzOTf) inHeCl, a -78°C°

ottenendo I'1,2-dibenzoatth con una resa del 35%.

in Pyr / DMAP/40°C per 1 notte
b= BzOTf in CHCI, a -78°C per 15 min

Figura 8
Lo spettro CD diLb in MeOH/diossano 9:1 ha mostrato il tipico excigplit dell’effetto
Cotton con segnali opposti centrati sul valore sioabimento del benzoato cromoforo:
AN 222 +6.7 € AX 236 -15.2 . Il segno negativo dell’effetto Cotton ghi@ alta lunghezza
d’onda indica la chiralitd negativa tra i due dipdéi benzoati cromoforiRigura 9),°
assegnando cosi il coelodiolo alla classe daglisocopalani, come riportato i

HsC
y 4| CHz 2 /9
3
"’§ 10\ 1 © ’\
~ /
H O. O B
(.

Figura 9
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Il secondo derivato diterpenico, I'acido coeloi®,¢* [a]o —2.0 € 0.15, CHC)), ha
mostrato un picco dello ione pseudomolecolare ESldam/z373 [ M + NaJ e 395 [M—

H + 2 NaJ, mentre nel’EIMS il picco an/z350 ha rivelato la formula molecolare come
CooH3005 (m/z 350.2099 , calcolaton/z 350.2093). Con laiuto di un esperimento 2D
HMQC NMR, e mediante la comparazione dei dati degittri 'H e °C NMR
dell’acido coeloico %) (Tabella 1, GsDg¢) con i corrispondenti dati ottenuti per |l
coelodiolo (), e stato possibile evidenziare numerose somigiama anche alcune
differenze tra le due strutture. In particolarquattro metili singoletti, I'estere metilico e
il gruppo esemetilenico presenti nel compostd) (erano presenti anche i2){ nel
composta? invece mancava il sistema 1,2 diolico, mentre Apaao presenti un gruppo
aldeidico [NMR:8 19.26 ,5 ¢ 204.3 ; IR, CHG vinax 1735 cni'] e un acido carbossilico
[INMR: § c182.0 ; IR (CHG}): vmax1710 cn']. Di conseguenza, poiché I'acido coeloico
(2) contiene tre gruppi carbonilici e un doppio legamsoltanto due anelli erano necessari
per giustificare le sei insaturazioni indicate ddirmula molecolare.

L’analisi combinata degli esperimenti 2D NMR COSMMQC e HMBC dell'acido
coeloico @), associata al confronto con i dati spettroscagéticoelodiolo 1), ha rivelato
che tutte le differenze strutturali tee 1 sono limitate all'anello A. Le risonanzkl e**C
NMR assegnate dalla posizione 5 alla 2@ diono risultate essere simili a quelle dei
corrispondenti atomi nel coelodiol&)((come si pud vedere ifabella 1) e inoltre, tutte

le correlazioni COSY e HMBC rilevate tra protonca&boni appartenenti agli anelli B e
C del coelodiolo, Kigura 6) erano presenti anche nell’acido coeloi@p. Correlazioni
aggiuntive evidenti nell’esperimento HMBC @i ci hanno permesso di determinare
completamente la sua struttura planare. In paatiepi picchi di correlazione®Jyc di
Hs-20 con C-9, C-5 e con il carbonio che risuon@cal82.0 hanno permesso di
posizionare il gruppo carbossilico sul C-10. Analognte, i segnali di correlaziohkyc
sia di H-18 che di H-19 con C-5 e con il carbonio risonant&:s204.3, sono in accordo
con la collocazione dei due metili e del gruppcealato sul C-4.

| valori delle costanti di accoppiamento protonetpne e i segnali di correlazione
ROESY Figura 10) sono stati usati per stabilire la configurazioekativa dell’acido
coeloico @) che e risultata essere identica a quella delodo@b (1). A causa della
limitata quantita di materiale disponibile, la detehazione della configurazione assoluta
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dell'acido coeloico non é stata effettuata; in ogrado, la struttura del compost?) @
stata riportata con la stessa configuraziemgsocopalanica del coelodiold)(

Figura 10

Lo scheletro carbonioso dell’acido coeloic®) € unico e, per quanto si conosce,
rappresenta il primo esempio in natura di diterpeeesnorisocopalanico. L’acido
coeloico @) puo derivare dal coelodiold) (o da unentisocopalano simile) attraverso
una degradazione ossidativa dell’anello A, che camtapla formazione di un gruppo
carbossilico in posizione 1, di un gruppo aldeidicposizione 3 e la perdita del carbonio
2. Questo tipo di degradazione non € unica soltaatgli isocopalani, ma € molto rara
anche nell'intera classe di terpenoidi. Uno deilpoesempi di molecole correlate é
rappresentato dagli orizalidFigura 11), diterpeni antibatterici {g-Kauranici isolati
dalla pianta di risd? Interessante & che in questo caso, il gruppoditteé localizzato in

posizione 1 e quello carbossilico in H posizione 3.

ubo

Orizalide

Figura 11

Su queste due nuove molecole non sono ancora digpaiei dati completi relativi ad
una possibile attivita farmacologica, quindi al nemto ci risulta impossibile predire

quali possano essere i loro impieghi futuri.
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Da preliminari test di citotossicita possiamoaosainticipare che il coelodiolol) e
I'acido coeloico 2) hanno dimostrato di inibire in vitro la crescdella linea cellulare
MKN-45, le cellule dell'adenocarcinoma gastrico unoarispettivamente a 20 e a 40
ug/mL, ma il meccanismo di questa attivita e ulteriest biologici sono ancora in via di

studio e saranno riportati in futuro.

VI. D. PARTE SPERIMENTALE

Strumentazione Le rotazioni ottiche sono state misurate in CHSTI un polarimetro
Perkin-Elmer 192 equipaggiato con una lampadadibga= 589 nm) ed una microcella
di 10-cm. Gli spettri IR (KBr) sono stati misurau uno spettrofotometro modello
Brucker IFS-48. Gli spettri UV sono stati ottenutiCH3;CN usando uno spettrofotometro
Beckman DU70. Gli spettri di massa FAB-MS sonoisidienuti su un spettrometro di
massa FISONS Prospec usando una matrice di glice®dil spettritH (500 MHz) e'3C
(125 MHz) sono stati misurati su uno spettrometracBer AMX-500; i chemical shift
sono riferiti ai segnali dei solventi {Bs: 64 = 7.15,8¢c = 128.0). Le molteplicita dei
segnali*®C sono state determinate con esperimenti DEPT.okeelazioni omonucleari
'H-'H sono state determinate mediante esperimenti CQ8Y:orrelazioni eteronucleari
'H-13C sono state determinate con esperimenti HSQC otrelazioni*H-*C attraverso
due e tre legami sono state determinate con espetiitMBC ottimizzati pef=>J di 8.0
Hz. Le cromatografie liquide a media pressione (K@Pkono state effettuate usando un
sistema Buichi 861 con fase stazionaria RP18 ¢ &8D-400 mesh). Le separazioni con
cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLQ)osstate ottenute in modo isocratico
Su un sistema Beckmann equipaggiato con rivelddbmee colonne LUNA (S160, 250 x 4

mm).

Materiale Animale, Estrazione e Isolamento Un campione di Coelocarteria
singaporensise stato raccolto nel luglio del 2003 nel Bunakearike Park nel Nord
Sulawesi, Indonesia. Un campione €& conservato glarmento di Chimica delle
Sostanze Naturali, Italia. L’'organismo e stato indimtamente congelato dopo la raccolta

e mantenuto come tale fino al momento in cui lagspu(2,5 kg, peso secco) € stata
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omogeneizzata ed estratta con metanolo (4 x 4 kpre cloroformio (1 x 4,5 L).
L’estratto metanolico € stato inizialmente ripartita HO e EtOAcC e successivamente la
fase organica, combinata con l'estratto clorofoorgcstata concentrata sotto vuoto fino
ad ottenere una gomma marrone (116,49 g). Questit@ sottoposto a cromatografia su
una colonna medio-grande impaccata con gel diesiid0-400 mesh ed eluita con
sistema a gradiente con polarita crescenta-dsano 100% a MeOH 100%. Le frazioni
MPLC eluite conn-esano/EtOAc 7:3, sono state purificate mediante GHReluenten-
esano/EtOAc 65:35, flusso 0.8 mL/min) ottenendeaklodiolo (, 5,2 mg) e acido

coeloico @, 1,9 mg) allo stato puro.

Coelodiolo (1):Solido amorfo e giallo.o|*s + 4.0 € = 0.2 mg/mL in CHGJ); IR (KBr):
Vmax 1742 cnt in CHCL; *H €°C NMR (CDCE): vedi Tabella 1. ESI-MSm/z 373
[M+Na]"; HR-EIMS: osservaton/z 350.2466 [M+H]; calc. per GiH3404, 350.2457.

Acido coeloico (2):solido amorfo giallo opacoa]*s - 2.0 € = 0.15 mg/mL in CHG);
IR (KBr): vmax 1742 cmt in CHCk ; *H e **C NMR (CDC}): vedi Tabella 1. ESI-MS:
m/z 373 [M+Na | e 395 [M-H+2Na |; HR-EIMS: osservaton/z= 350.2099 [M+H];
calc. per GoH3¢0s, 350.2093.

1,2-dibenzoilazione del coelodiolo. Per la dibenzoilazione e stata eseguita una
procedura suddivisa in due fasi. Come primo steppmposto puro sciolto in piridina,
sono state aggiunte 2 gocce di benzoil clorurongetli ammino piridina, DMAP, come
catalizzatore. La miscela di reazione é statadésgier una notte sotto agitazione ad una
temperatura di 40 °C. E’ stato cosi ottenuto ilivddo 2-monobenzoilatdla. La
benzoilazione del gruppo idrossilico assiale inizioge 1 € stata realizzata in un secondo
step mediante il trattamento del compostba (Fig 8) con il benzoll
trifluorometansolfonato (BzOTf). E stata eseguitanp la preparazione di BzOTf: il
cloruro di benzoile (1 mmole) é stato fatto reagie I'acido trifluorometansolfonico (1
mmole) a temperatura ambiente per 20 ore. La swlezscura ottenuta e stata distillata
sotto vuoto con una colonna Vigreux. E stato raoceh olio incolore (resa 66%, bp 92-
94 °C, 2.2 mmHg, densita 1,51 g/mL a 25°C). Al od@lo (1 mg) sono stati aggiunti
2,2 equivalenti di BzOTf in C4Cl, a -78°C per 15 min. In questo modo abbiamo
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ottenuto con una resa piuttosto bassa (del 35%2-Idibenzoil coelodiololp in Fig.8) ,

analizzato mediante dicroismo circolare.

Coelodiolo-1-benzoatq1a): solido amorfo; §]*°>= + 2 € 0.1, CDC}); *H NMR (500
MHz, CDCh): 6 8.09 (2H, dJ = 7.0 Hz, H-2'), 7.59 (2H, t) = 7.0 Hz, H-3"), 7.45 (1H,
t,J = 7Hz, H-4’), 5.19 (1H, ddd] = 9.5, 3.5, 3.0 Hz, H-2), 4.79 (1H, br s, H-15855 (
1H, br s, H-15b), 3.73 (1H, d,= 3.5 Hz, H-1), 3.69 (3H, s, OGH2.93 (1H, br s, H-14),
2.35 (1H, dddJ =12.5, 3.8, 2.0 Hz, H-12a), 2.12 (1H, 3t 12.5, 3.5 Hz, H-12b), 1.89 (
1H, dd,J = 12.5, 3.0 Hz, H-3a), 1.77 (1H, sovrapposto, hi-3b77 (1H, sovrapposto, H-
6a), 1.75 (1H, sovrapposto, H-6b), 1.66 (1H, m,14)]1 1.60 (1H, sovrapposto, H-11b),
1.60 (1H, sovrapposto, H-7a), 1.59 (1H, sovrappodt®), 1.58 (1H, sovrapposto, H-
7b), 1.23 (1H, ddJ = 13.0, 2.8 Hz, H-5), 1.15 (3H, s, H-17), 1.08 (3 H-20), 0.97
(3H, s, H-19), 0.91 (3H, s, H-18). ESI-M®/z477 [M + NaJ.

Coelodiol-1,2-dibenzoato (1b):solido amorfo; . ¢]*°> n.d.; *H NMR (500 MHz,
CDCly): 6 8.09 (4H, dJ = 7.0 Hz, H-2"), 7.59 (4H, t) = 7.0 Hz, H-3'), 7.45 (2H, {] =
7Hz, H-4"), 5.36 (1H, ddd] = 9.5, 3.2, 3.0 Hz, H-2), 5.28 (1H, 8= 3.2 Hz, H-1), 4.77
(1H, br s, H-15a), 4.68 ( 1H, br s, H-15b), 3.78I(3, OCH), 2.78 (1H, br s, H-14), 2.37
(1H, ddd,J =12.5, 3.8, 2.0 Hz, H-12a), 2.12 (1H, dits 12.5, 3.5 Hz, H-12b), 1.92 ( 1H,
dd,J = 12.5, 3.0 Hz, H-3a), 1.80 (1H, sovrapposto, h-3b/8 (1H, sovrapposto, H-6a),
1.77 (1H, sovrapposto, H-6b), 1.66 (1H, m, H-11a65 (1H, sovrapposto, H-11b), 1.60
(1H, sovrapposto, H-9), 1.59 (1H, sovrapposto, WH-1a58 (1H, sovrapposto, H-7b),
1.25 (1H, dd,J = 13.0, 2.8 Hz, H-5), 1.20 (3H, s, H-17), 1.07 (3HH-20), 0.98 (3H, s,
H-19), 0.91 (3H, s, H-18). ESI-M$%1/z581 [M + NaJ.

Dicroismo circolare. Gli spettri CD sono stati registrati su uno sétttometro per
dicroismo circolare Jasco 715 e utilizzando cuvd#ae0,1 cm di cammino ottico. Per
I'ottenimento dello spettro CD la lunghezza d’oredatata variata da 220 a 320 nm con
una velocita di 100 nm/min. Gli spettri sono stagistrati con un tempo di risposta di 16
s ad una larghezza di banda di 2,0 nm. La tempera&stata tenuta costantemente a
20°C mediante un sistema contenitore per cuvetteoiettricamente controllato (Jasco
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PTC-348). Le curve CD sono state registrate inifure della temperatura, variando da
20 a 90°C a 294 nm con una velocita di variaziiri)°C/ora.

Test farmacologici La linea cellulare MKN-45 (adenocarcinoma gastr umano)
sono state cresciute in RPMI 1640 integrato cor20P6 di siero fetale bovino
(BioWhittaker) e 2 mM di L-glutammina (MP Biomedisp Campioni di 10 x 10di
cellule sono state piastrate in piastre di coltardasciate aderire per 24 h a°3n
atmosfera umidificata con il 5% di GOLe cellule sono state incubate in un mezzo
contenente concentrazioni differenti di coelodi¢l) e acido coeloico2). Dopo 6
giorni, la percentuale di proliferazione e statdutsia contando le cellule dopo
colorazione con una soluzione di blu di tripano (BiBmedicals) attraverso microscopia

in contrasto di fase.
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VI. E. DATI SPETTROSCORPICI

Tabella 1.*H e™C NMR del CoelodioloX) e dell’ Acido CoeloicoZ) in CsDe.

Pos. 1 2
S, molt.,Jin Hz dc, S, molt.,Jin Hz dc,
molt. molt.
1 3.20,d, 3.5 76.3,d 182.0, s
2 3.60, ddd, 9.5, 74.4,d
3.5,3.0
3a 1.57,dd, 12.5, 3.0 33.0,t 9.26, s 204.3,d
3b 1.42,dd, 12.5,9.5
4 425, s 58.4, s
5 1.16, dd, 13.0, 2.8 48.4, d 1.13,dd, 12.5, 2.5 49.2,d
6a 1.39 20.5, t 1.38 21.0,t
6b 1.36 1.3%
7a 1.26 39.6,t 1.30 38.9,t
7b 1.25 1.28
8 40.2, s 394, s
9 1.67,dd, 12.0, 3.0 50.7, d 1.64, dd, 12.0, 3.0 53.1,d
10 42.0, s 51.0, s
1la 1.47, m 24.5,t 1.43, m 24.4,t
11b 1.38 1.37
12a 2.31, ddd, 12.5, 36.0, t 2.23, ddd, 12.0, 36.9, t
3.8,2.0 3.8,2.0
12b 2.08, ddd, 12.5, 2.10, ddd, 12.0,
12.5, 3.5 12.0, 3.5

13

145.0, s 143.7, s
14 2.98, s 64.3, d 2.73,s 63.7,d
15

171.8, s 172.0, s
16a 5.10, bs 5.01, bs

109.5, t 109.9, t
16b 4,90, bs 4.81, bs
17 1.30, s 16.3, g 1.06, s 16.1, g
18 0.97,s 26.0, g 0.87,s 23.2, ¢
19 0.87, s 32.1,q 0.92, s 33.0, q
20 1.06, s 17.8, q 1.03,s 195, ¢
oC 3.38, s 51.5,¢ 3.34, s 51.5,¢

Hs

Sovrapposto con altri segnali.
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VII. ANALISI DEL SOFT CORAL UMBELLULIFERA SP.

I coralli molli (“soft corals”), rappresentano imganti fonti di terpeni, soprattutto
diterpeni appartenenti alla classe dei cembrarSpesso i cembranoidi si trovano in
elevate concentrazioni (fino al 5% del peso seneo¥oft corals e probabilmente hanno
un ruolo di difesa chimica contro altri organismanini.>* In saggi farmacologici alcuni
di essi mostrano significanti attivita ittiotossigttitotossich® antiinfiammatorié e Ca-
antagonisté.

Nel 1981 dall’estratto organico darcophyton decaryfurono isolati una serie di
diterpeni a scheletro cembranico, tra cui il dexarie il 3,4-epossinephthendlo.
Successivamente, dall’analisi chimica di estrataltti due soft corals appartenenti alla
stessa famiglia (Nephtheidae), furono isolati sialécariolo che il sarcoglaucdlo
(Figura 1) ed anche derivati in cui la ramificazione isopliop ciclizza
(furanocembranoidi) o in cui I'anello macrocicliceubisce una scissione (seco-
cembranoidi)’** Tra i seco-cembranoidi descritti in letteraturapsissono citare la
seco-sethukarailina isolata dal soft caatularia dissectd ed il mayolide A dal soft

coral Sinularia mayi*?

Decariolo

3,4-epossinephthenolo

Figura 1

Il decariolo ha dimostrato una buona attivita cgsica nei confronti di diverse linee
cellulari, con valori di G da 0.15 a 8.6i,g mL™. In particolare, esso mostra una

notevole attivita inibitoria della crescita celltda(Gho 0.15 ug mLcontro MCF?7,
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adenocarcinoma al seno) e sembra agire come irglsfeecifico del ciclo cellulare sulla
fase mitotica G2.

Grazie ad una collaborazione con I'Universita dinddo in Indonesia, abbiamo avuto
la possibilita di studiare il metabolismo secondak! soft coraUmbellulifera sp.

Un campione dUmbellulifera sp.(famiglia Nephtheidae, ordine Alcyonacea) é stato
raccolto lungo le coste di Manado (North Sulawé&slonesia) e analizzato per la sua
composizione chimica. Il principale componente ’dstratto organico si e rivelato
essere il decariolol], insieme ad una serie di composti analoghi, %8, rquali
idrossinephthenolo2f, 3,4-epossinephthenol®)( 3,4-epossicembrene Al)((Figura

2), che nuovi, quali i composti che abbiamo denatardecariolo BY), C 6) e D (7),
analoghi del decarioloF{gura 3). Dall’estratto organico di questo organismo éacsta
anche isolato un nuovo alcaloide, composto strafthegnte non correlato ai precedenti,

che abbiamo denominato umbellizoantamB)afigura 3).

Figura 2
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HOM-

Figura 3

Quest'ultimo composto fa parte di una serie dilaida appartenenti alla classe delle
zoanthamine, isolati da zoanthidi marini del ger&wanthus(Phylum Cnidaria, Classe
Anthozoa, Ordine Zoanthidea, Famiglia Zoanthiddeg. zoanthamina Rigura 4),
isolata da Faulkner nel 1984 daanthus sg™ & stata identificata come primo membro
di questa nuova classe di alcaloidi. Essi sonottestizzati, non solo da una struttura
complessa anche dal punto di vista stereochimica,amche da un’importante ed
interessante attivita farmacologica. Per esempianthenamide, zoanthamide e 28-
deossizoanthenamitfe (Figura 4), inibiscono linfiammazione indotta da PMA
(phorbol myristate acetate) nell'orecchio di tdpaltre a mostrare una potente attivita
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analgesica, comparabile a quella dellindometaciildri alcaloidi appartenenti alla
stessa classe, come norzoanthamina, norzoanthagminepinorzoanthamina ed
ossizoanthamina~{gura 4), inibiscono la crescita di linee cellulari leudgehe murine
P-388 con valori di IGo di 24, 1.0, 2.6 e 7.Qg/mL, rispettivamente. In particolare,
la norzoanthamina ha dimostrato anche di soppritagperdita di peso osseo e di forza
nei topi ovariectomizzafi’ attraverso un accrescimento dellosso trabeculare
corticale; esso esibisce un effetto sulle ossalesimiquello del 1F-estradiolo in topi
sottoposti ad ovariectomia e si suppone agiscaucomeccanismo diverso rispetto ai
noti farmaci antiosteoporotici; proprio per questotivo, le zoanthamine potrebbero
rappresentare dei buoni candidati come farmaciopstetici® Le zoanthamine hanno
un’origine biosintetica sconosciuta: Faulkner et. Alanno suggerito un’origine
triterpenoidica, mentre Uemura et. *Alhanno proposto una via biogenetica
appartenente a quella dei polichetidi, ma nessuuiasi € stata confermata.

La presenza di un alcaloide appartenente alla eldetle zoanthamine, tipiche di
zoanthidi, in un soft coral comémbellulifera sp, potrebbe essere dovuta a due motivi.
In primo luogo potrebbe essere avvenuta una contaiane dell’oganismo da noi
studiato da parte di zoanthidi simbionti; in seammaogo l'isolamento di uno solo di
guesti alcaloidi induce a pensare ad uno scamhmettaboliti tra zoanthidi e soft coral.
Al di la dell’origine di umbellizoanthamina, talemposto ha destato il nostro interesse

soprattutto a livello strutturale, data la sua clesgita anche a livello stereochimico.

0]
@)
R = CH; zoanthamina R; = H; R, = CH,OH ossizoanthamina
R =H norzoanthamina R; = CH,OH; R, = H epiossizoanthamina

Figura 4.
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VII.LA. ESTRAZIONE ED ISOLAMENTO

Umbellulifera sp.e stata estratta ripetutamente con MeOH a temparambiente.
L’estratto organico totale & stato ripartito trdt@dra acqua ed acetato di etile. La fase
acquosa e stata ulteriormente ripartita tre vadte lmutanolo fresco.

L’estratto in acetato di etile (2.04 g) € statoncatografato mediante MPLC a fase
diretta utilizzando un sistema a gradiente di @& a polarita crescente da
esano100% ad AcOEt 100% e da AcOEt 100% a MeOH 1@¥o state raccolte 19
frazioni. Le frazioni 3 e 5 eluite rispettivament®n n-esano/AcOEt 8:2 e 7:3,
corrispondevano al decariolb,389.5 mg) e al 2-idrossinephteno®) 220.3 mg).

La frazione 1 (146.9 mg) eluita con-esano/AcOEt 9:1 é stata ulteriormente
cromatografata mediante HPLC a fase direttae6ano/AcOEt 95:5) ottenendo il 3,4-
epossicembrene A4( 2.6 mg) allo stato puro. In seguito alla purificame mediante
HPLC (utilizzando come eluente-esano/AcOEt 9:1) della frazione 4 (77.5 mg; da
MPLC, eluenten-esano/AcOEt 8:2) e stato ottenuto il 3,4-eposgittegnolo 8, 0.5
mg) allo stato puro. La frazione 6 (19.0 mg) déRLC eluita conn-esano/AcOEt
75:25 € stata ulteriormente purificata mediante P& fase diretta (eluente-
esano/AcOEt 6:4) fornendo il nuovo composto deta® 6, 1.8 mg) allo stato puro.
Dalle frazioni MPLC eluite com-esano/AcOEt 4:6 (29.0 mg) e 6:4 (37.7 mg), in
seguito a purificazione mediante HPLC (eluentiesano/AcOEt 6:4 e 7:3
rispettivamente) sono stati isolati i due nuovi beani decariolo B, 1.8 mg) e DT,

2.8 mg) allo stato puro.

La frazione 14 (9.0 mg) da MPLC eluita coresano/AcOEt 2:8 € stata ulteriormente
purificata mediante HPLC utilizzandm-esano/AcOEt 25:75 fornendo il nuovo
composto umbellizoanthamin®, (3.0 mg) allo stato puro. Si tratta di un composto
strutturalmente non correlato agli altri, ossiauth alcaloide a struttura eptaciclica
complessa.

VII. B. DETERMINAZIONE STRUTTURALE DEI COMPOSTI ISO LATI

L’ESI-MS del decariolo BY), [a]p - 13.4 €0.2 , CHC}), ha mostrato il segnale nello
ione pseudomolecolarera/z 345 [M + NaJ, mentre il picco an/z322.4756 nel HR-
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EIMS ha suggerito per il compostla formula molecolare £H3403 indicando la
presenza di quattro insaturazioni. Dallo spelitd\MR (500 MHz, CDC}, Tabella 1)
del compostdb sono stati osservati due singoletti risonantiyab.02 e 5.06 ed un
tripletto metinico &y 5.29, probabilmente legato ad un G.4w spettra™C NMR di5
ha mostrato venti segnali di cui quattro nella oegi sp Gli spettri'H e **C NMR del
composto5 (Tabella 1 e 2 CDCk) sono stati analizzati con l'aiuto dell’esperimeznt
2D NMR HSQC che ha dimostrato la presenza delleiesgg porzioni: (i) quattro
gruppi metilici, tutti risonanti come singoletti llee spettro'H NMR (54 1.19, 1.22 ,
1.18, 1.62); (i) un doppio legame geminalmensosiituito 6y 5.02, s, e 5.06, s&
110.7); (iii) un doppio legame trisostituit@y( 5.29, 6c 126.7 e 134.7). Pertanto,
tenendo conto delle quattro insaturazioni impécalalla formula molecolare, |l
decariolo B §) doveva avere una struttura biciclica. L’analisild spettro 2D NMR
COSY del compostd ha permesso di raggruppare tutti i protoni ristnaome
multipletti in tre sistemi di spin (A-C) evidenzian Figura 5. Il primo sistema di spin
(A) comprende tre metileni e due metini, di cui ussigenatody 3.66,6¢c 71.5); il
secondo sistema di spin )(Eclude due metileni ed il metino su Gy 5.29, ¢
126.7); infine, il terzo sistema di spin)(Comprende due metileni e un altro metino
ossigenatody 4.14,6¢78.8).

Data la presenza di due metini ossigenati, restivasistemare un solo ossigeno
previsto dalla formula molecolare e, attraversmalisi dello spettro™*C & stata
evidenziata la presenza di un carbonio ossigenatmetpario adc 75.6. Dalle
correlazioni?**Jc.4 HMBC NMR & stato possibile connettere tra lorosigstrutture
ricavate dagli altri esperimenti mono- e bidimensig permettendo di completare la
struttura planare del nuovo compoSto

Di particolare importanza sono state le correlazidi. , di H-3 ¢ 3.66) con C-1, C-
2, C-4, C-5 e C-16, quelle del protone del metissigenato H-764 4.14) con C-8, C-
9 e C-20, quelle del protone del doppio legame H8115.29) con C-12, C-13 e C-19,
di Hz-17 ©n 1.19) con C-1, C-15 e C-18 e di-H8 @y 1.22) con C-1, C-15 e C-17. Le

principali correlazioni HMBC sono riportate Figura 5.
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Figura 5

Per quanto riguarda la stereochimica del decaBo{6), un grosso aiuto é stato fornito
dai dati NMR del noto decariolo e dagli accoppiatneipolari evidenziati in uno
esperimento 2D ROESY NMR.

Per gli stereocentri inclusi nel ciclo a sei terim(i@-1/C-15), la sovrapposizione dei
chemical shift e delle costanti di accoppiamentondevo composto con quelli relativi
al decariolo, ci ha fatto supporre la stessa condigjone relativa.

Dall’analisi dello spettro ROESY, abbiamo potutakstire la configurazioneE del
doppio legame\**% sono state infatti osservate le correlazioniptetoni metilici H-

19 Oy 1.62) con H-10b gy 2.50) e di H-11 d4 5.29) con H-13adg 2.05). Per
determinare la configurazione relativa del carbovésigenato in posizione 7 é stato

fondamentale I'accoppiamento dei protoni metiligi¥6 ©n 1.18) con H-7dy 4.14).

(Figura 6).
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Allo scopo di dedurre la configurazione assolutaceatri stereogenici del decariolo B
(5) e stato possibile sfruttare la presenza di grajpgmlici secondari per I'applicazione
del metodo di Mosher modificato.

Il trattamento di due aliquote di decariolo® ¢ton R) e (9-cloruro MTPA in piridina
anidra ha portato ai due corrispondenti esteri dsher § e R rispettivamente) e le
distribuzioni dei valori dAd (6s— 0r), indicavano una stereochimica assoRtsia per
C-3 che per C-7Higura 7).

L

+0.12

. \\\o

MTPAO

-0.01

.0.01 OMTPA

(R) e 5)-MTPA cloruro \ +0.15

-0.1
pyr -0.06

5 5a (R-MTPA)
5b (SMTPA)

Figura 7

Dalla configurazione di C-3 e stato possibile deglanche quella di C-1 e C-4 attraverso
le considerazioni sopra riportate.

L’ESI-MS del decariolo CQ), [a]p + 2.17 € 0.2, CHC}), ha mostrato il segnale dello
ione pseudomolecolarera/z 387 [M + NaJ, mentre il picco an/z 364.5043 nel HR-
EIMS ha suggerito per il compost la formula molecolare £H30, indicando la
presenza di cinque insaturazioni. Lo spetfdNMR del compost® (Tabella 1) & molto

simile a quello relativo al compost Ci sono soltanto due evidenti differenze: (i) lo
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spostamento a campi piu bassi del protone relaivoetino ossigenato nel decariolo B
(5) (H-3, 04 4.81 invece dby 3.66); (ii) un singoletto tipico di un acetiledg 2.08. La
presenza di un acetile nel compo$t@l posto di un gruppo ossidrilico libero al C-3
spiegava sia il grado di insaturazione aggiuntirevisto dalla formula molecolare, sia lo
spostamento a campi piu bassi del protone in pmwzB. La conferma sulla struttura
planare del composté stata fornita dall’analisi di un esperimento 2BIBC NMR. Di
fondamentale importanza é stata I'osservaziona geisenza di un carbonio quaternario
adc 170.89 Tabella 2), tipico valore di un carbonio estereo; in patice le correlazioni
233c.1 che hanno permesso di costruire la struttura péadat decariolo C6) sono state
quelle di H-3 §4 4.81) con C-1, C-2, C-4, C-5, C-16 ed il carborelgtereo C-21
risonante ac170.89.

Figura 8

| dati *C NMR/AH NMR e le correlazioni HMBC relative alla porzio@e6/C-14 erano
praticamente sovrapponibili a quelle del decariBlo_e principali correlazioni HMBC
sono mostrate irFigura 8. Per la determinazione della configurazione assotigh
decariolo C §) abbiamo utilizzato una doppia reazione di acetlaz, sfruttando come
riferimento la configurazione nota del compo&oEntrambe le molecole sono state
acetilate con anidride acetica in piridina anidratenendo per entrambi i composti lo
stesso diacetil-derivat®a, abbiamo dedotto che il composé condivide la stessa

configurazione assoluta del compoSt@-igura 9).
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Figura 9

Nello spettro ESI-MS del decariolo O)( [a]p — 7.05 € 0.2 , CHC}), e stato osservato un
segnale corrispondente allo ione pseudomolecoldreravalore dim/z 361 [M + NaJ,
mentre nello spettro HR-EIMS, il picco ra/z 338.4654 ha indicato per compostola
formula molecolare &H3404, con quattro gradi di insaturazione.

Dalla formula molecolare si evince che il decaribld@7) differisce dal decariolo B5§
per la presenza di un ossigeno aggiuntivo. La tstautplanare del composio € stata
determinata mediante il confronto dei suoi datittspscopici con quelli relativi al composto
5. Gia nello spettrdH NMR (Tabella 1, CDCk) & stata osservata solo la presenza di un
doppio doppietto @y 4.35 al posto del segnaleda 4.14 relativo ad H-7 nel decariolo B;
inoltre lo spettro protonico mostra un singoletidy&.75 tipico di un protone perossidico. Lo
spettro HSQC ha permesso di associare il protodig 435 con un carbonio & 91.2 ed
anche questo spostamento a campi bassi € in accordda presenza della funzionalita
idroperossidica. Attraverso I'analisi di uno spetdD HMBC NMR del compost@ é stato
possibile confermare la sua struttura planare. @démentale importanza e stata la
correlazion€’Jc. dei protoni dell’esometilenes§ 5.12 e 5.19) con il carbonio risonant&ca
91.2. | dati**C NMR/H NMR e le correlazioni HMBC relative alla porziofie6/C-14 erano
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praticamente sovrapponibili a quelle del decar®ld.e principali correlazioni HMBC per il

decariolo D sono riportate iigura 10.

Figura 10

La reazione di riduzione del gruppo idroperossidicgruppo alcolico con BR ha
fornito una molecola identica al decariolo B (déiIR eda) da cui si deduce che i due

composti hanno la stessa configurazione assdhigar@ 11).

Figura 11

Lo spettro ESI-MS di umbellizoanthamir®) (o]p +18.0 € 0.2 , CHC}), ha mostrato
un picco dello ione pseudomolecolarenéz 498 [M + HJ, mentre nello spettro HR-
EIMS, il picco am/z497.6744 ha indicato per il compostda formula molecolare
CsoH43NOs corrispondente a 10 gradi di insaturazione. GéitspmonodimensionafiH

e *C NMR di tale composto ¢Ds, 500 MHz, Tabella 3) hanno mostrato la presenza di
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alcuni gruppi caratteristici: (1) un doppio legaesmmetilenicody 5.18 e 4.87), (2) due
segnali corrispondenti a metini ossigenatj 3.52 e 4.28), (3) cinque metili di cui due
risonanti come doppiettb( 0.63 e 1.0 ppm) e tre come singoledti 0.69, 0.75 e 0.84
ppm), (4) due carboni carbonilici di cui uno esteféc 174.2) ed uno chetonicéd
212.0). Erano state pertanto assegnate solo tie idehturazioni previste. Il composto
doveva quindi essere eptaciclico. Attraverso ureesyento 2D COSY NMR e stato
possibile raggruppare tutti i protoni risonanti @multipletti in quattro sistemi di spin,
di cui due estesi: il primo va da,d (64 2.75 e 2.83) a #H8 (64 0.89 e 1.30) ed |l
secondo include il metino ossigenato H-3@ 8.52) fino a H-19&y 2.17), inclusi il
metile H-26 ©n 0.63), il metilene K14 @y 1.49 e 2.20) ed il metino H-18(1.29). |
sistemi di spin sono indicati ifrigura 12. Per la determinazione completa della
struttura planare del composicé stata necessaria I'analisi dei dati NMR fornagt
spettri bidimensionali eteronucleari HSQC e HMBQ. particolare attraverso un
esperimento HSQCJc.) € stato possibile assegnare i protoni ai risgettrboni.
Dall'analisi di un esperimento HMBC"{Jc.1) & stato possibile connettere tra loro le
subunita strutturali precedentemente individuaigpdbdticolare importanza sono state le
correlazioni®3Jc.y di H»-8 (B4 0.89, 1.30) con C-6, C-7, C-9, C-23, C-24 (carboni
carbonilico estereo cordc 174.2) ed i picchi di correlazione del protoné mhetino
ossigenato ay 4.28 con C-1, C-3, C-4, ma soprattutto con C-t& tarrelazione ha
permesso di stabilire la presenza di un ponte esaig tra C-2 e C-6. Le principali

correlazioni >*Jc.; HMBC sono riportate iffigura 12.

Figura 12
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Per la determinazione della configurazione relatdehcompostd abbiamo utilizzato
I'analisi dei valori delle costanti di accoppiameetle correlazioni ROESY NMR.

Di fondamentale importanza € stata la correlazioméi-16 e H-18, mentre la costante
di accoppiamento H-13/H-18 € 11 Hz) ha consentito di dedurre una giunziongpdi
trans tra i nuclei A e B. Inoltre importanti sono stdée correlazioni di H-18 con |
protoni metilici H-28, di H-13 con i protoni §26, di H-26 con H-21 e di questo con
Hs-25. Il protone H-21 da inoltre un effetto NOE ddrl3 (che conferma la giunzione
tra i cicli di tipotrans) e con H-29. Un’altra correlazione importante e stata quell
osservata di 29 con H-11a che ha permesso di stabilire la gardizione al C-10. Le
principali correlazioni ROESY sono riportate iRigura 13. Data la completa
sovrapponibilita dei dati NMR (chemical shifts estamti di accoppiamento) relativi
all'anello G con quelli della zoanthamina riportata letteratura, per questa parte
strutturale e stato possibile dedurre la stesséigtoazione relativa; la struttura della
zoathamina era stata determinata in maniera inegabile attraverso studi di
diffrazione di raggi X.

Per la determinazione della configurazione assalaia&entri stereogenici del composto
8, abbiamo deciso di trarre vantaggio dalla presenzandunico gruppo alcolico
secondario per l'applicazione del metodo di Moshexdificato. Due aliquote del
composto sono state trattate c&) (e (§-MTPA cloruro in piridina anidra e sono stati
cosi ottenuti i due esteri (S)- e (R)- corrispartdeDalle differenze di chemical shift
(Ads.r ), osservate attraverso un esperimento COSY (500z,MEDCE), € stato
possibile assegnare la configurazi@a C-16. Partendo da questo carbonio, attraverso
gli effetti NOE precedentemente analizzati ed pviatlelle costanti di accoppiamento
(Ju-n) Osservati, é stato possibile assegnare la caafzgpne assoluta anche degli altri
centri chirali. La chiralita dei carboni C-2, Ge4C-6 € stata assegnata dal confronto dei

dati riportati per la zoanthamina.
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Figura 13

VII. C. MODIFICAZIONI SEMISINTETICHE DEL DECARIOLO

Il decariolo () ha dimostrato una potente attivita antiprolifeatconcentrazione-
dipendente nei confronti di diverse linee cellulad in particolare contro la linea
MCF7; esso sembra agire come inibitore ciclo-spexifdella crescita cellulare
arrestando la mitosi nella fase G2.

Per ottenere informazioni circa I'attivita di talemposto, abbiamo pensato di effettuare
dei saggi farmacologici sugli analoghi struttuidg decariolo isolati, per comprendere
la regione farmacoforica della molecola, nonchéikta quali cambiamenti strutturali
migliorano o peggiorano lattivita antiproliferaty

La presenza di consistenti quantita di decariotmatte dal soft coraUmbellulifera sp.

ci offriva la possibilita di preparare una seriedérivati semisintetici del decariolo, in
modo che, saggiando anche deii derivati semisantsti potesse avere un maggior
numero di informazioni sulle relazioni strutturahata. A questo scopo abbiamo potuto
trarre vantaggio dalla presenza di gruppi reatteime doppi legami e gruppi alcolici,
effettuando reazioni di acetilazione e metilaziale gruppo ossidrilico e reazioni di
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ossidazione dei doppi legami. | composti ottenutiasino ad aggiungere agli analoghi
naturali del decariolo, sui quali sono stati effatt i saggi farmacologici.

1) Epossidazione del decariolo:

Una aliquota di decariolal{ 28.8 mg, 0.0.095 mmol) e stato sciolto in dictoetano
anidro. Alla soluzione sono stati aggiunti 16.34 ohih acidom-cloroperbenzoico. La
reazione € stata eseguita sotto agitazione pernotta a temperatura ambiente e
monitorata mediante TLC. La miscela cosi ottenutdaéa ripartita tra CHgled una
soluzione acquosa saturata con NaHC@Qa fase organica ottenuta (28.8 mg),
contenente il prodotto desiderato, e stata putdiomediante HPLC a fase diretta
(eluente: n-esano/AcOEt 6:4). Sono stati ottenuti tre compadit stato puro: due
corrispondenti al decariolo monoepossiddta € 1b, 1.4 e 1.2 mg rispettivamente) e
uno corrispondente al decariolo biepossiddin 4.4 mg) su entrambi i doppi legami
(Figura 14).

La struttura dei composti ottenuti € stata deteatainattraverso esperimenti NMR
mono-e bi-dimensionali, soprattutto per confrontm ¢ dati spettroscopici relativi al
decariolo {) di partenza.

In particolare nello spettrdH NMR dei due composti mono-epossidatia(e 1b)
abbiamo osservato I'assenza di uno dei due sedaatioppi legami del decariol@{
4.89 e 5.26) e la comparsa di un multipletéy .82 per il compostda e 6y 2.56 per il
compostolb, valori tipici di protoni epossidici. Dall’analigiello spettro protonico di
1cabbiamo osservato I'assenza dei segnali di entraddppi legami del decariolo e la
comparsa di due segnali relativi a protoni eposs(dj; 2.65 e 2.97).

Per I'assegnazione dei chemical shift di tuttiotpni e i carboni ci siamo avvalsi degli
esperimenti COSY, HSQC e HMBC. L’attacsm del MCPBA sui doppi legantrans
ha portato alla formazione di epossithns e, per stabilire la configurazione assoluta
dei centri stereogenici nei composti ottenuti, sstate utilizzate le correlazioni spaziali

in uno spettro ROESY, traendo vantaggio dalla gunéizione nota del decariolo.
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Figura 14.

2) Acetilazione del decariolo:

Un’aliquota di decariolo], 5.5 mg) € stata sciolta in 25Q di piridina e trattata con lo
stesso volume di anidride acetica. La reazione a¢a seseguita per una notte a
temperatura ambiente. Il prodotto ottenutd)(e stato analizzato mediante le tecniche
NMR. Nello spettro protonico, confrontato con qaetlorrispondente al decariolo di
partenza, € stato osservato lo spostamento deipiettth corrispondente al metino in
posizione 3 day 4.15 ady 5.49 ed inoltre la presenza di un singoletty 2.0 tipico di

un gruppo acetilicoRigura 15).
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ACZO
pyr

Figura 15

3) Metilazione del decariolo:

Una porzione di decarioldl( 34.0 mg, 0.111 mmol) é stata sciolta in diclortane
anidro aggiungendo un eccesso (15QL) di 2,6-dit-butilpiridina e
metiltrifluorometansolfonato (60.8L, 0.555 mmol). La reazione ¢ stata eseguitéCa 0
sotto agitazione per una notte. La miscela coshatt e stata trattata con una soluzione
satura di NaHC@ La fase organica, anidrificata con JS&y, € stata concentrata
sottovuoto. Sono stati ottenuti 47.9 mg di prodattee sono stati successivamente
purificati mediante HPLC a fase diretta (eluemt@sano/AcOEt 87:13) fornendo 11 mg
di decariolo metilatol(e allo stato puroKigura 16). Il compostole é stato analizzato
mediante spettroscopia NMR. Nello spefttbNMR & stato osservato lo spostamento
del segnale del metino ossigenato in posiziond 8etmariolo da&y 4.15 ady 3.77, oltre
alla comparsa di un segnale metossiliép 8.40. La conferma del composto ottenuto é
stata inoltre fornita dallo spettro di massa ESI/&e ha mostrato un picco dello ione
pseudomolecolarera/z343.3 [M + Na]J corrispondente proprio al decariolo metilato.

MeTf
CH,Cl,

Figura 16
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4) Ossidazione del decariolo:

Il biossido di selenio rappresenta uno dei piudatfili e prevedibili reagenti per
I'inserimento di ossigeno in posizione allilica..24ng di Se@ sono stati sciolti in 333
uL di diclorometano anidro e 97,8 di terzbutilidroperossido. La soluzione é stata
lasciata sotto agitazione per 30 min a temperadmhbiente. Alla soluzione sono stati
aggiunti 49.7 mg di decariold), La reazione é stata eseguita per 24 h a temparat
ambiente sotto agitazione. Il prodotto ottenutaaostrattato con benzene ed e stato
ripartito tra acqua ed acetato di etile. La fasganica in acetato di etile (27.6 mg) é
stata cromatografata mediante HPLC utilizzando cetnenten-esano/AcOEt 5:5 ed
ottenendo il prodottdf (0.5 mg), derivato del decariolo, allo stato p(Fmgura 17).

Nello spettro'H NMR del compostdf abbiamo osservato la comparsa di due singoletti
risonanti a chemical shift tipici di protoni ald&id(éy 10.0 e 10.24), la presenza di
doppi legami piu deschermati rispetto a quelli preesnel decariolody 6.17 € 6.73) e la
scomparsa dei due singoletti metilici del decari@g 1.57). Tali dati dimostravano
I'ossidazione piu spinta dei metili dei doppi legaangruppi aldeidici. La struttura del

prodottolf e stataconfermata anche mediante esperimenti bidimensional

Frgul7
VII. D. ATTIVITA’ FARMACOLOGICA

Il decariolo ha dimostrato una buona attivita cgsica nei confronti di diverse linee
cellulari, con valori di G da 0.15 a 8.6s,g mL™. In particolare, esso mostra una

notevole attivita inibitoria della crescita celltda(Gho 0.15 ng mL'contro MCF?7,
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adenocarcinoma al seno) e sembra agire come irglsfeecifico del ciclo cellulare sulla
fase mitotica G2.

Allo scopo di verificare la citotossicita di tal@roposto e stabilire delle relazioni
struttura-attivita antiproliferativa, abbiamo decidi effettuare dei saggi farmacologici
sul decariolo, sui suoi analoghi naturali e sui\aggr semisintetici. Per tali test abbiamo
scelto una linea cellulare a nostra disposizicaménkea C6 (cellule di glioma di ratto).
Quindi, la bioattivita dei composti-7 (esclusi3 e 5) e dei derivati del decariolba-f &
stata studiata su cellule di glioma di ratto, attrao la valutazione della crescita
cellulare. A questo scopo, le cellule sono sta#ate di continuo per 48 h con diverse
concentrazioni di ogni composto e dopo sono st@atéate e sottoposte al saggio MTT.
A differenza dei dati riportati in letteratura sulkellule MCF7, per il decariolo non e
stata riscontrata alcuna attivita citotossica sa#ule C6, cosi come per i composti
naturali2 e 6 e per i semisintetici epossididg, b e c) elf. Gli unici composti per i
guali abbiamo osservato unasyG& 100 sono stati i naturadie 7 ed i semisinteticid e
le Si tratta dei composti piu apolari della seriettanto sembra che l'attivita dipenda
da questo fattore.

| saggi farmacologici sono ancora in corso, peaauiati IG, non saranno riportati.

VII. E. PARTE SPERIMENTALE

Strumentazione Le rotazioni ottiche sono state misurate in CH$Glun polarimetro
Perkin-Elmer 192 equipaggiato con una lampada diosf.= 589 nm ) ed una
microcella di 10-cm. Gli spettri IR (KBr) sono statisurati su uno spettrofotometro
modello Brucker IFS-48. Gli spettri UV sono stattemuti in CHCN usando uno
spettrofotometro Beckman DU70. Gli spettri di maSs8&-MS sono stati ottenuti su
un spettrometro di massa FISION Prospec usandomatace di glicerolo. Gli
spettri*H (500 e 700 MHz) &°C (500 MHz) sono stati misurati su uno spettrometro
Brucker AMX-500; i chemical shift sono riferiti gegnali dei solventi (CDgloy =
7.26, 5c = 77.0). Le molteplicita dei segnaf®C sono stati determinati con
esperimenti DEPT. Le correlazioni omonucledH-'H sono state determinate
mediante esperimenti COSY. Le correlazioni etertwarc 'H-*C sono state
determinate con esperimenti HSQC. Le correlazi¢hi'*C attraverso due e tre
legami sono state determinate con esperimenti HMBiGizzati per*>] di 8.0 Hz.
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Le cromatografie liquide a media pressione (MPL@)csstate effettuate usando un
sistema Buchi 861 con fase stazionaria ,S{€80-400 mesh). Le separazioni con
cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLChosstate ottenute in modo
isocratico su un sistema Beckmann equipaggiatorigvetatore Rl e colonne LUNA
(S160, 250 x 4 mm).

Materiale animale, estrazione e isolamento.

Un campione dUmbellulifera sp. & stato raccolto nel 2005 lungo le coste di Marnado
Indonesia, subito congelato e mantenuto tale ffi@strazione. Un campione di
riferimento € stato depositato nel Dipartimento Gliimica delle Sostanze Naturali
dell’'Universita di Napoli “Federico II”. L'organism(500 g peso secco dopo estrazione) e
stato omogeneizzato ed estratto con metanolo (@0xrBL) e cloroformio. L’estratto
ottenuto € stato concentrato, sottovuoto e poitiipdra acqua ed EtOAc.

L’estratto in acetato di etile (2.04 g) € statoncatografato mediante MPLC a fase
diretta utilizzando un sistema a gradiente di @& a polarita crescente da
esano100% ad AcOEt 100% e da AcOEt 100% a MeOH 1@¥o state raccolte 19
frazioni. La frazione 6 (19.0 mg) della MPLC eluitan n-esano/AcOEt 75:25 é stata
ulteriormente purificata mediante HPLC a fase thrdeluenten-esano/AcOEt 6:4)
fornendo il huovo composto decariolo 6 (.8 mg) allo stato puro. Dalle frazioni di
MPLC eluite conn-esano/AcOEt 4.6 (29.0 mg) e 6:4 (37.7 mg), in #gega
purificazione mediante HPLC (eluemtiesano/AcOEt 6:4 e 7:3 rispettivamente) sono
stati isolati i due nuovi cembrani decariolo® 1.8 mg) e D7, 2.8 mg) allo stato puro.
La frazione 14 (9.0 mg) da MPLC eluita coresano/AcOEt 2:8 € stata ulteriormente
purificata mediante HPLC utilizzandm-esano/AcOEt 25:75 fornendo il nuovo
composto umbellizoanthamina8,( 3.0 mg) allo stato puro. Le separazioni
cromatografiche sono state eseguite su colonne LiNza (2) u (250 x 4 mm) ad un
flusso di 0.8 mL/min.

Decariolo B (5): Solido amorfo incolore.o*s -13.4 € = 3.5 mg/mL in CHGJ);
ESI-MS: m/z 345 [M + NaJ; calc. per GoHs.0s, 322.48;'H e **C NMR (CDCE):
vediTabelle 1 e 2.
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Decariolo C (6): Solido amorfo incolore.of*s + 2.17 € = 3.5 mg/mL in CHGJ);
ESI-MS:m/z387 [M + NaJ; calc. per GHs¢O4, 364.5020;H e **C NMR (CDCE):
vediTabelle 1e 2.

Decariolo D (7): Solido amorfo incolore.o|*s -7.05 € = 3.5 mg/mL in CHGJ);
ESI-MS:m/z361 [M + NaJ; calc. per GoHs.04, 338.4664H €°C NMR (CDCE):
vediTabelle 1e 2.

Umbellizoantamina (8): Solido amorfo incolore.o|*s + 18.0 € = 3.5 mg/mL in
CHCl); ESI-MS:m/z498 [M + NaJ; calc. per GoHasNOs, 497.6718'H e *C NMR
(CeDe): vediTabella 3.

Epossidazione del decariolotl decariolo (, 28.8 mg, 0.0.095 mmol) & stato sciolto in
diclorometano anidro. Alla soluzione sono stati iagy 16.34 mmol di acidam
cloroperbenzoico. La reazione € stata eseguiteo sagitazione per una notte a
temperatura ambiente e monitorata mediante TLCmiscela cosi ottenuta e stata
ripartita tra CHCJ ed una soluzione acquosa saturata con NadC® fase organica
ottenuta (28.8 mg), contenente il prodotto desidema stata purificata mediante HPLC
(eluente:n-esano/AcOEt 6:4) utilizzando una colonna Lunacail(2) J.. Sono stati
ottenuti i compostia (1.4 mg)1b (1.2 mg) €lc (4.4 mg).

Decariolo monoepossidato (1a)Solido amorfo. ESI-MSn/z: 345.4 [M + NaJ; HR-
EIMS: m/z322.4733 (calcolato per,§s40s). *H NMR (500 MHz): & 5.54 (t, H-7),
4.10 (t, H-3,J = 6.02 e 10.80 Hz), 2.56 (d, H-11,= 9.90), 2.44 (m, H-6a), 2.33
(sovrapposto, H-9a), 2.15, (sovrapposto, H-6b),2 2(3ovrapposto, H-13a), 2.11
(sovrapposto, H-13b) 1.79 (nti-5a), 1.70 (ddd, H-2a), 1.65 (s,3H0), 1.64
(sovrapposto, H-5b), 1.62 (ddd, H-10a), 1.55 (soposto, H-10b), 1.53 (sovrapposto,
H-1), 1.52 (sovrapposto, H-9b), 1.43 (m, H-14a311(sovrapposto, H-2b), 1.27 (sz-H
19), 1.24 (s, B18), 1.17 (s, K16), 1.11 (s, K17), 1.02 (m, H-14b)**C NMR (400
MHz): 6 131.30 (s, C-8), 128.20 (d, C-7), 77.32 (s, C75)26 (s, C-15), 70.08 (d, C-
3), 64.12 (d, C-11), 61.21 (s, C-12), 41.82 (d,)C-37.94 (t, C-5), 36.37 (t, C-6), 36.00
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(t, C-13), 34.21 (t, C-9), 32.02 (t, C-14), 30.88 C-18), 30.01 (t, C-2), 26,96 (t, C-10),
23.97 (g, C-16), 21.88 (g, C-17), 15.88 (g, C-19)61 (g, C-20).

Decariolo monoepossidato (1b)Solido amorfo. ESI-MSn/z: 345.4 [M + NaJ; HR-
EIMS: m/z322.4005 (calcolato per§1340s). *H NMR (500 MHz): & 5.02 (dd, H-11,
J=10.98 Hz), 3.67 (dd, H-3,= 7.67 e 13.83 Hz), 2.82 (d, H-¥= 6.70 Hz), 2.45 (m,
H-10a), 2.12 (sovrapposto, H-10b), 2.12, (sovrafpdd-13a), 2.11 (sovrapposto, H-
13b), 1.98 (mH-2a), 1.89 (ddd, H-6a), 1.86 (sovrapposto, H-2&6 (ddd, H-6b), 1.62
(sovrapposto, H-5b), 1.61 (szH9), 1.60 (sovrapposto, H-1), 1.45 (m, H-14a)51.4
(sovrapposto, KH9), 1.34 (m, H-2b), 1.25 (s,3F20), 1.19 (s, B16), 1.17 (s, B18),
1.14 (s, H-17), 1.02 (m, H-5b).

Decariolo biepossidato (1c) :Solido amorfo. ESI-MSn/z: 361.4 [M + NaJ; HR-
EIMS: m/z338.4255 (calcolato per»§Hs404). *H NMR (500 MHz):5 3.73 (dd, H-3,)

= 5.16 e 10.32 Hz), 2.97 (d, H-3,= 6.79), 2.65 (d, H-11J) = 7.18 Hz), 2.23
(sovrapposto, H-9a), 2.08, (sovrapposto, H-13a);7 2sovrapposto, H-13b), 1.98
(sovrapposto, H-6a) 1.96 (n-10a), 1.86 (ddd, H-5a), 1.81 (m, H-2a), 1.74
(sovrapposto, H-10b), 1.64 (ddd, H-6b), 1.62 (spposto, H-9b), 1.62 (sovrapposto,
H-5b), 1.45 (m, H-14a), 1.41 (m, H-2b), 1.40 (seyasto, H-1), 1.32 (s, #R0), 1.30
(s, H-19), 1.23 (s, B17), 1.20 (s, B16), 1.15 (s, B18), 1.02 (m, H-14b)**C NMR
(400 MHz): & 76.30 (s, C-4), 75.78 (s, C-15), 71.60 (d, C-8)98 (d, C-7), 64.48 (d,
C-11), 61.87 (s, C-12), 61.75 (s, C-8), 43.07 (el)C 37.80 (t, C-5), 34.90 (t, C-9),
35.38 (t, C-13), 30.01 (g, C-18), 30.01 (t, C-B,624 (t, C-14), 25.32 (t, C-10), 23.70
(g, C-16), 23.08 (t, C-6), 22.00 (q, C-17), 17.60¢-20), 15.90 (q, C-19).

Acetilazione decariolo :Il decariolo @, 5.5 mg) é stato sciolto in 25Q di piridina e
trattato con lo stesso volume di anidride acetigareazione é stata eseguita per una
notte a temperatura ambiente. E’stato ottenutoriigpondente derivato acetilato.
Decariolo acetilato (1d): Solido amorfo. ESI-MSn/z: 371.3 [M + NaJ; HR-EIMS:
m/z348.5043 (calcolato pergs0s). *H NMR (500 MHz): & 5.49 (dd, H-3,) = 5.82

e 11.52 Hz), 5.34 (d, H-7,= 9.51 Hz), 5.06 (d, H-11] = 11.09 Hz), 2.60 (m, H-6a),
2.50, (m, H-10a), 2.33 (sovrapposto, H-9a), 2.3d%vr@posto, H-9b), 2.05
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(sovrapposto, H-10b), 2.03 (sovrappost$,13a e H-13b), 2.00 (s, ¥22), 1.86
(sovrapposto, H-6b), 1.84 (sovrapposto, H-5a), 1st®rapposto, H-2a), 1.57 (sg-H
19), 157 (s, B20), 1.56 (sovrapposto, H-5b), 1.55 (sovrappodtbl), 1.30
(sovrapposto, H-14a), 1.28 (sovrapposto, H-2b% {s1H-16), 1.12 (s, K18), 1.10 (s,
Hs-17), 0.89 (m, H-14b).

Metilazione decariolo : Il decariolo @, 34.0 mg, 0.111 mmol) é stato sciolto in
diclorometano anidro aggiungendo un eccesso (@50 di 2,6-di-t-butilpiridina e
metiltrifluorometansolfonato (60.8L, 0.555 mmol). La reazione ¢ stata eseguitéCa 0
sotto agitazione per una notte. La miscela coshatt e stata trattata con una soluzione
satura di NaHC@ La fase organica, anidrificata con JS&, € stata concentrata
sottovuoto. Sono stati ottenuti 47.9 mg di prodattee sono stati successivamente
purificati mediante HPLC a fase diretta (eluemt@sano/AcOEt 87:13) fornendo 11 mg
di decariolo metilatol(e) allo stato puro.

Decariolo metilato (1e):Solido amorfo. ESI-MS3n/z:343.3 [M + NaJ; HR-EIMS: m/z
320.5015 (calcolato per,@s¢0,). *H NMR (500 MHz): & 5.25 (d, H-7,J = 9.20 Hz),
4.87 (d, H-11J = 10.35 Hz), 3.77 (dd, H-7,= 5.44 e 11.85 Hz), 3.40 (s, OMe), 2.61
(m, H-6a), 2.51, (m, H-10a), 2.04 (sovrapposto, #)1 2.03 (sovrapposti, H-13a e
13b), 1.95 (sovrapposti, H-9a e 9b), 1.89 (m, H-889 (m, H-6a), 1.87 (d, H-24,=
5.00 e 11.62 Hz), 1.58 (s,3H9), 1.57 (s, B20), 1.53 (sovrapposto, H-5b), 1.51
(sovrapposto, H-1), 1.14 (sovrapposto, H-14a), 1st®rapposto, H-2b), 0.93 (m, H-
14b).

Ossidazione allilica decariolo:24.4 mg di Se@(0.220 mmol) sono stati sciolti in 333
uL di diclorometano anidro e 97,8 di terzbutilidroperossido. La soluzione é stata
lasciata sotto agitazione per 30 min a temperaorhiente. Alla soluzione sono stati
aggiunti 49.7 mg di decariold) (0.162 mmol). La reazione € stata eseguita pdr 24
temperatura ambiente sotto agitazione. Il prodottenuto e stato trattato con benzene
ed e stato ripartito tra acqua ed acetato di dtdefase organica in acetato di etile (27.6
mg) é stata cromatografata mediante HPLC utilizeacoime eluent@&-esano/AcOEt
5:5 ed ottenendo il prodottd (0.5 mg), derivato del decariolo allo stato puro.
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Dialdeide del decariolo (1f): Solido amorfo. ESI-MSn/z: 357.4 [M + Na[; HR-
EIMS: m/z334.4055 (calcolato pergs0s). *H NMR (500 MHz): & 10.22 (s, C-19),
10.0 (s, C-20), 6.73 (dd, H-7), 6.17 (dd, H-11833(sovrapposto, H-10a), 3.81 (dd, H-
3), 3.45 (m, H-6a), 2.84, (d, H-9a), 2.77 (d, HX13&A41 (d, H-10b), 2.30 (m, H-9b),
2.30 (m, H-6b), 2.00 (m, H-5a), 1.78 (d, H-2a), 3L.(&ovrapposto, H-13b), 1.70
(sovrapposto, H-5b), 1.44 (sovrapposto, H-1), 1l.@&dvrapposto, H-2b), 1.26
(sovrapposto, H-14a), 1.20 (sz-#6), 1.22 (s, B16), 1.20 (s, B17), 1.10 (s, B18),
1.03 (sovrapposto, H-14b).

Colture cellulari e saggi per Il'attivita citotossi@ L’attivita biologica dei composti
isolati & stata analizzata su cellule di gliomaatio (linea C6) attraverso la valutazione

della crescita cellulare e della capacita di sogxere. Le cellule sono state cresciute in

mezzo DMEM (Dulbeccs modified Eagle's medium) contenente elevate é@adi
glucosio (4.5 g/L) e integrato col 10% di siercafetbovino (FBS), L-glutammina (2
mM), penicillina (100 unitd/mL) e streptomicina QLog/mL).

Le cellule sono state cresciute a 37°C in atmosieE& di CQ umidificata. Le cellule

di glioma sono state lavate, raccolte da tripsimgo inoculate in un piatto di coltura
di 96-celle per piastra alla densita di*1¢llule per piastra. Le cellule sono state
cresciute per 24 h, dopo di che il mezzo é stastitado con mezzo fresco e le cellule
sono state trattate per altre 48 h con i compastiedtare. In particolare, 1 o 2 pL di
soluzioni di DMSO contenenti tali composti sonotistggiunti al mezzo di coltura
cellulare per fornire varie concentrazioni; 1 o 12 @i solo DMSO (veicolo) sono stati
aggiunti al controllo cellulare (concentrazionidindi 0.5 e 1%v/v, rispettivamente).
Dopo incubazione, il mezzo e stato rimosso e |keileesono state lavate due volte con
una soluzione PBS e dopo sono state incubate carsoinzione di tripsina-EDTA a
37°C per 5 min. La tripsina e stata inattivata elatellule risospese nel mezzo
contenente il 10% di FBS. Le cellule sono statespese in una soluzione salina di
Hanks’ bilanciata. Le cellule vissute, quelle clseledevano lo 0.4 % di blu di tripano,
sono state contate con un emocitometro. Contempanaente, la vitalita cellulare é
stata valutata con una procedura MTT, che misurdivéllo dell’attivita della

deidrogenasi mitocondriale usando 3-(4,5-dimetila2olil)-2,5-difenil-2H-tetrazolil
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bromuro (MTT) come substraf8.ll saggio € stato basato sulla capacita riduttiea
mitocondri viventi per convertire il MTT dissolta un formazano insolubile. In breve,
dopo trattamenti con i composti testati, il mezzstao rimosso e le cellule sono state
incubate con 20 pL/cella di una soluzione di MTTnfg/mL) per 1 h in incubatore
umidificato al 5% di CQa 37°C. L’incubazione e stata fermata dalla rimoeidella
soluzione di MTT e aggiungendo 100 pl/cella di DM3g@r solubilizzare il
formazand L'assorbanza & stata monitorata a 550 nm usandoSpettrometro a
Luminescenza Perkin-Elmer LS 55 (Perkin-Elmer Bdaconsfield, UK).

I significato statistico dei dati & stato detemato attraverso il test ANOVA seguito dal
test Newman-Keuls.

Il calcolo della concentrazione dei composti testatessaria ad inibire la crescita delle
cellule nelle 48 h e la vitalita del 50% ¢4 e stato basato su una serie di dati riportati

in triplicato e ripetuti per tre volte. | valori tCspsono espressi come media + SEM.
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VII. F. DATI SPETTROSCOPICI

Tabella 1.Dati*H di decariolo B §), C (6) e D () in CDCk.

Pos. 5 6
Oy, molt.,Jin Hz  &H, molt.,J in Hz oH, molt.,J in Hz
1 1.29 1.34 1.30
2a 2.35, m 2.42 2.33
b 2.38, m 2.46 2.38
3 3.66, dd, 6.65, 4.81,d,10.21 3.68
16.22
5a 1.08, 1.08 1.34
b 1.33, m 1.33 1.06
6a 1.67 1.69 1.62
b 1.71 1.73 1.65
7 4.14,t, 7.04 4.12,dd, 5.92, 10.2835
9a 2.11 2.00 2.11
b 2.33 2.29 2.25
10a 2.22 2.22 2.47
b 2.50 2.48 2.55
11 5.29 5.30, d, 6.69 5.26
13a 2.05 2.06 2.05
b 2.08 2.07 2.09
l4a 1.64 1.68 1.70
b 1.79 1.72 1.75
16 1.18, s 1.17,s 1.15,s
17 1.19, s 1.20, s 1.14,s
18 1.22,s 1.22,s 1.19,s
19 1.62,s 1.61,s 1.61,s
20a 5.02,s 5.01,s 5.12
b 5.06,s 5.04, s 5.19
-OAcC 2.08, s
-OOH 7.75,s
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Tabella 2. Dati**C di decariolo B%), C (6) e D (7) in CDCk.

Pos. 5 6 7
Oc, molt. Oc, molt. Oc, molt.

1 35.0, CH 34.9, CH 34.9, CH
2 32.3,CH 33.0, CH 31.4,CH
3 71.5, CH 75.93, CH 71.3, CH
4 75.6,C 76.0, C 75.6,C
5 36.6, CH 34.71, CH 36.4, CH
6 28.9, CH 37.0, CH 31.2, CH
7 78.8, CH 78.8, CH 91.2,CH
8 154.0,C 154.1, C 150.0, C
9 29.7, CH 30.1, CH 30.97, CH
10 31.5,CH 32.2,CH 34.2,CH
11 126.7, CH 126.83, CH 126.6, CH
12 134.7,C 134.0,C 135.3,C
13 36.9, CH 36.84, CH 36.9, CH
14 28.6, CH 32.2,CH 29.3, CH
15 75.9,C 70.0,C 75.9,C
16 25.9, CH 23.13,CH 25.7, CH
17 31.1,CH 28.8, CH 30.9, CH
18 24.0, CH 24.5, CH 23.8,CH
19 15.6, CH 16.2, CH 16.8, CH
20 110.7, CH 110.0, CH 110.3, CH
-OAc 170.89, CO
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Tabella 3.Dati *C (175 MHz) €'H (700 MHz) NMR di Umbellizoanthamin®) (in CsDe).

Pos.  &c (molt.)

Oy (molt.,Jin Hz)

Pos.  &¢c (molt.) &y (molt.,Jin Hz)

la  47.0 (CH)
1b

2 74.2 (CH)
32 39.0(Ch
3b

4 23.1 (CH)
5a  44.9 (Ch)
50

6 89.9 (C)
7a  30.4 (Ch)
7b

8a  23.7 (Ch)
8b

9 36.1 (C)
10  99.8 (C)
1la  42.9 (Ch
11b

12 39.7 (C)
13 52.4 (CH)

2.85 gd, 6.4)
2.78

4.29 (m)
1.41 gm)
1.28

2.38 (M)
2.24%

1.11 (t, 12.0)

1.81 ?dd, 13.2, 4.4)
1.58

1.3

0.90 (m)

1.87 (d, 14.3)
1.55 (d, 14.3)

1.38

l14a 334 (Ch 2.2

14b

1.47 (dd, 9.5, 2.0)

15  160.0 (C)

16 71.4 (CH) 3.53(dd, 9.8, 3.0)
17a  39.2 (QH 1.28%

17b 1.03 (dd, 11.5, 3.0)

18 38.1(CH) 1.8%

19  495(CH) 2.17 (m)

20  212.0 (C)

21 542 (CH) 2.75(s)

22 40.1(C)

23a  36.3 (§H 3.95 (d, 20.0)
23b 2.27 (d, 20.0)

24 174.2 (C)

25  20.7 (GH 0.69 (s)
26  13.0(GH 0.64(d, 7.3)
27a  105.3 (GH 5.17 (bs)
27b 4.86 (bs)
28 17.7 (H 0.84 (s)

29 17.8 (GH 0.76 (s)

30 21.9(CH) 0.99 (d, 6.4)

@' Sovrapposti con altri segnali.
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'H NMR decariolo (500 MHz, CDCL).

T
? 6 5 4 3 o % ppm

'H NMR decariolo B (500 MHz, CDCE).
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2D HMBC NMR decariolo B (500 MHz, CDCk).

'H NMR decariolo C (500 MHz, CDCE).
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I e e e e E s o o e e e B s e e o e e e
7 6 5 4 3 2 1

F1 (ppm>

2D COSY NMR decariolo epossidato 1a (500 MHz, CDg)l
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e i 4JL3LJWM

T T T
s 3] S

'H NMR decariolo epossidato 1b (500 MHz, CDG).

'H NMR decariolo epossidato 1c (500 MHz, CDG).
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ppm

Fz2
[ prnr|

Fl (ppm)

2D COSY NMR decariolo acetilato (1d, 500 MHz, CDG).
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T T L
7 6 5 4 3 2 1 ppm

'H NMR decariolo metilato (1e, 500 MHz, CDCJ).
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4.0
4.5

5.0

5.5

\ L B e I i
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
F1 (ppm)

2D COSY NMR decariolo metilato (1e, 500 MHz, CDG).
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F2 —
{ppm)|

F1 (ppm)

2D COSY NMR decariolo ossidato (1f, 500 MHz, CDG).
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F2 A
(ppm X
17

F1 (ppm)

2D COSY NMR zoanthamina (700 MHz, CDCY)).
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F1 3 - S
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2D HMBC NMR zoanthamina (700 MHz, CDCB).

T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.8 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
F1 {ppm]

2D ROESY NMR zoanthamina (700 MHz, CDCJ).
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VIIl. ANALISI DEL SOFT CORAL XENIA SP.

| soft corals appartenenti al genetenia(ordine Alcyonacea, famiglia Xeniidae), sono
importanti risorse di metaboliti diterpenoidici ahati xenicant. Tra queste molecole,
un gruppo in particolare, strutturalmente carat#aio da un anello piranico fuso con un
anello carbociclico a nove termini a formare uniesis 2-ossabiciclo [7.4.0] tridecano,
rappresenta un’interessante classe di metabolitiattivi come antitumord® e
antibatterici*

Tali metaboliti sono stati classificati in baseaaBtruttura dell’anello a sei termini
(anello A); in questo modo, partendo dal 1977, ldsalamento di un primo membro di
questa classg, sono state identificate quattro famigli€igura 1): xenicine?
xenialattoli® xeniolidi A” e xeniolidi B’

E’ stato ipotizzato che queste molecole derivinmgbneticamente dal GGPP
(geranilgeranilpirofosfato) attraverso un comuneecprsore, ossia il derivato

dialdeidico riportato in Figura 1, tramite una ciclizzazione carbocationica

OHC L
precursore dialdeidico
OHC

transannularé.

| | E or
Z (iso- series)
P (A L o
(@] A (@) (e} O
s S s $
OR OR 9]
Xenicine Xenialattoli Xeniolidi B Xeniolidi A
Figura 1
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Sono state anche isolate alcune molecole che plosgiel'anello A aperto ed uno

scheletro monocarbociclico a nove termini acilata ana serie di acidi grassi saturi da
16 a 20 atomi di carbonio (per es. azami)idi con un anello A contratto (per es.
xeniaeteri’ e xeniafillanf).

In particolare, dal soft cora{enia sp.raccolto in Indonesia (Sulawesi), sono stati in
passato isolati alcuni xeniolidi (xeniolide F e igrossixeniolide F) e isoxeniolidi

(isoxeniolide A e 7,8-oxido-isoxeniolide AjFigura 2).

R = H, Xeniolide F
R = OH, 9-idrossixeniolide F

. o 7,8-oxido-isoxeniolide A
isoxeniolide A

Figura 2
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Successivamente fu analizzato I'estratto dicloramieb di altri soft corals appartenenti
alla stessa specieXénia blumi e Xenia umbellath in quanto mostravano una
interessante attivita citotossica su colture catlui A 549 (adenocarcinoma polmonare
umano), HT-29 (adenocarcinoma umano al colon) e8&-@eucemia linfocitica
murina)*?13

Dalla purificazione dell'estratto dK. blumi furono isolati alcuni diterpeni quali:
blumiolide A e B e C, 9-deossi-isoxeniolide A, %dsi-7,8-epossi-isoxeniolide A, 9-
deacetossi-7,8-epossi-13-epi-xenicina, 9-deossefdgdsi-xeniolide A e blumicina
A'¥(alcuni di questi riportati inFigura 3), mentre daX. umbellatafurono trovati
diterpenoidi con struttura diversa, ma con lo stesscleo lattonico e stessa catena

dienica lateral€ (xenibellolo A riportato irfigura 3).

blumiolide C
blumiolide A

xenibellolo A

Figura 3.
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Tutti i composti isolati furono saggiati per I'afta citotossica ed in particolare il
blumiolide C mostrd una potente attivita antiprl#tiva nei confronti di cellule P-388
e HT-29. Il blumiolide A aveva solo una moderatavah. Altri analoghi (xenicani)
isolati da Xenia floridg chiamati florxenilide A e B hanno pure mostratibivaa
citotossica contro le cellule WiDr (cancro umano alon) a 4.5 e 3.7uM,
rispettivamenté®

Abbiamo deciso di esaminare I'estratto organicosé coralXenia sp.raccolto lungo
le coste di Manado in Indonesia. Si tratta di upecg particolarmente diffusa in tutta
I'area degli oceani Indiano e Pacifico; completaimgmivo di uno scheletro calcareo,
questo soft coral forma colonie in cui si pud digtiere una zona a forma di tronco
d’albero, detta “conenchima” da cui si diramanoiccpli polipi, lunghi e sottili,
terminanti ognuno con un piccolo stoma circondato afto tentacoli piumati. I
conenchima principale € solitamente di colore gialiiaro, con riflessi rosa o verdi,
mentre i singoli individui sono di colore variabitkal rosso al rosa al verde, a volte
iridescenti, a causa delle alghe simbionti, le Zowdglle, che vivono nel loro interno.
Molte specie dXeniaeseguono con i loro polipi movimenti ritmici dilpazione: questi
non servono alla cattura di microorganismi ma ooganoprio gli scambi tra 'acqua e le

molte zooxantelle che sono la principale fonteitdi dell’animale stesso.

Xenia sp.
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Dall’analisi chimica diXenia spabbiamo ottenuto sette xenicani diterpenoidiciitgjoa
di questi metaboliti sono nuovi composti che masirain inusuale sistema 2,6-
dialcossipirano e, pertanto, € possibile introduma nuova classe di xenicani chiamati

“xenimanadine” (A-D1-4, Figura 4).

Figura 4

Gli altri tre metaboliti isolati sono composti nappartenenti alla classe di xeniolidi- (
7, Figura 5).
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Figura 5

VIII. A. ESTRAZIONE ED ISOLAMENTO

Un campione dKenia sp.e stato raccolto nel parco marino Bunaken di Man@tbrd
Sulawesi, Indonesia) ed estratto ripetutamente metanolo. L’estratto metanolico é
stato ripartito tra acqua ed acetato di etile fudoottenere un solido organico di colore
brunastro che e stato successivamente cromatagrafatiante MPLC su colonna
impaccata con gel di silice, utilizzando miscelendisano/EtOAc a polarita crescente.
Le frazioni ottenute sono state ulteriormente peate mediante HPLC per fornire sette
xenicani diterpenoidici puri: le nuove xenimanadihed (1-4, Figura 4) ed i noti
blumiolide C 6),*" xeniolide F €)'®e deossioxidoisoxeniolide A)" .

| composti5-7 sono stati idetificati mediante confronto dei dgiettroscopici ottenuti

per queste molecole con quelli riportati in lettera’’*®
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VIIl. B. DETERMINAZIONE STRUTTURALE

Lo spettro ESI-MS (ioni positivi) di xenimanadina (&) ha mostrato un picco dello
ione pseudomolecolarera/z415 [M + NaJ, mentre la formula molecolare;$El3¢0s,
implicante sei insaturazioni, & stata assegnata aftfraverso lo spettro di massa HR-
EIMS. Lo spettro*C NMR di 1 (CDCk, Tabella 2) mostrava 22 segnali (le risonanze
di due carboni sono coincidenti), otto dei qualhsatati collocati nella regione %sp
dello spettro. Lo spettrdH NMR di 1 (CDCk, Tabella 1), ha mostrato una serie di
segnali ben risolti tréy 4.40 e 6.70, tre singoletti metilicidgy 3.10 e 3.60, una serie di
multipletti trady 1.50 e 2.60 ed infine tre singoletti metilicbg1.70 (3H), 1.30 (6H).
Tutti questi segnali protonici sono stati assegaiatiorrispondenti carboni direttamente
legati attraverso un esperimento HSQC. Le inforoaziottenute indicavano la
presenza di 3 gruppi metossilici, 2 diossimetini4.47,5c 104.5;64 5.46,5¢ 100.0) e
quattro doppi legami (quattro degli otto carbon? smno monoprotonati, uno &
diprotonato e tre non sono protonati). Di consegagetenendo in considerazione i gradi
di insaturazione implicati dalla formula molecolal@ xenimanadina Alj deve essere
un composto biciclico.

Lo spettro COSY dL ha mostrato la presenza di due sistemi di spiir(@, indicate

in grassetto inFigura 6: la porzione (A) include una sequenza di tre ddpgami
metinici; il sistema di spin (B) inizia con il digisnetino ady 4.47 e termina con un
metilene relativamente deschermato risonarig 215 e 2.13; la porzione (C) include
il quarto doppio legame metinico, accoppiato conpustone carbinolicod 4.47; d¢
68.0), e con un metilene allilicé{2.35 and 2.53).

Una serie di correlaziofi’Jy c evidenziate attraverso uno spettro g-HMBC (Figci6)
ha permesso di connettere le subunita struttuialinglividuate e, includendo anche le
restanti parti non accoppiate, di disegnare latsitau planare della xenimanadina B.(

In particolare, i tre picchi di correlazione di-#H8 Gy 1.70) ci hanno permesso di
congiungere le porzioni (B) e (C); analogamentpjcchi di correlazione esibiti dai
protoni del doppio legame esociclicawg4.91 e 4.94 (K19) indicavano la presenza
dell'anello ciclononanico. Le importanti informaniaicavate dai picchi di correlazione

g-HMBC dei due protoni ossimetinici: le correlaziéi) di H-3 con C-1, C-4, C-4a, e
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C-12 indicavano la struttura dell’anello A, la ggianzione con 'anello a nove termini e
la posizione di legame della porzione (A). Il legamh questa porzione al carbonio
dimetilato C-15, e stato dedotto dai picchi di etazione mostrati dai protoni metilici
Hs-16/Hs-17. Infine, i carboni leganti i tre gruppi metdgsisono stati identificati sulla

base delle correlaziofil dei corrispondenti protoni metilici.

— IH-'H cosy 7~ H-BcHMBC

Figura 6

Una volta chiarita la struttura planare della xeamadina A 1), bisognava definire la
configurazione dei cinque carboni chirali e dei di@ppi legami. Per questo scopo e
stata fondamentale I'analisi dei valori delle costdi accoppiamento e le informazioni
ricavate da un esperimento ROESYg(ra 7). La geometri& del doppio legama**?

e stata dedotta sulla base dei picchi di correteziBOESY H-3/H-13 e H-12/H-4a;
analogamente, la geometiadel doppio legama’?é stata indicata dalla correlazione
ROESY H-8/H-6. Come per il doppio legama®™** la sua geometri& & stata
facilmente dedotta considerando il largo valordadebstante di accoppiameni@izy-

14 (15.8 Hz). La configurazione relativa dei quattarbmoni chirali intorno all'anello a
sei termini e stata dedotta sulla base degli adaopmti scalari e dipolari.. La
giunzionetranstra i due anelli é stata suggerita dalla correlagiROESY H-11la/H{b

e dalla costante di accoppiameto1am-4a= 10.6 Hz, che presuppone un’orientazione
pseudo-diassiale. Le correlazioni ROESY H-1/H-4&-®Me/H-11a confermavano la
giunzionetranstra i nuclei e suggerivano anche un’orientazidrensdi H-1 e H-11a;
inoltre la costante di accoppiamend{pyn-11a= 8.8 Hz € in accordo con un’orientazione
pseudo-diassiale. L'orientazione relativa di H-&&ta stabilita in base alla correlazione
ROESY di 3-OMe con H-4a, indicativa di una relasdotrans tra H-3 e H-4a. La

configurazione relativa del restante carbonio dhirdella molecola (C-9) é stata
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suggerita dal picco di correlazione tra H-11a e, Hhflicativa di un’orientazioneis di

guesti due protoni sull’anello a nove termini.

Figura 7

La presenza di un gruppo alcolico secondario rettlaitura della xenimanadina A)(

ci ha offerto la possibilita di passare dalla deieazione della stereochimica relativa a
quella assoluta, attraverso I'applicazione del metdi Mosher modificatd’A questo
scopo, due aliquote di sono state trattate con cloruB){e (S-MTPA in piridina
anidra per dare i corrispondenti esteri (Qg)(and (R)- {b) MTPA, rispettivamente.
La differenzaAd (SR) dei valori trovati (veder&igura 8) ci ha permesso di stabilire la
configurazioneR al C-9 e, conseguentemente, di dedurre la steutinstt completa

della xenimanadina Alj come riportata ifrigura 4.

la S-MTPA ester
1b R-MTPA ester

Figura 8
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La determinazione stereostrutturale delle xenimiamgadB-D @-4) € stata eseguita con
lo stesso metodo descritto per la xenimanadinal)A na ispezione accurata degli
spettri COSY, HSQC e g-HMBC e stata utile per dezllg loro strutture planari e le
assegnazioni strutturali sono riportate nelle Tigbkle 2, mentre, come riportato sopra,
la loro stereochimica é stata dedotta sulla bafle delle costanti di accoppiamento
scalari e gli accoppiamenti dipolari. Per questdegule, la configurazione assoluta non
e stata determinata, ma comunque, le loro strutemeo riportate in Figura 4,
estendendo la configurazione assoluta sopra depletia xenimanadina AL).

Ci sono solo alcune significanti differenze tra sfeemolecole e la xenimanadina A.
Queste differenze sono ristrette alla funzionakzznae dell’anello a nove termini e, di
conseguenza, le risonanze H/C del ciclo a sei terendella catena laterale con i due
doppi legami coniugati risultavano essere coindidévedere Tabelle 1 e 2).

La Xenimanadina B2) e strettamente legata alla xenimanadina A, intatua formula
molecolare mostra un solo atomo di ossigeno in(@iHz¢06). Un’analisi preliminare
degli spettritH e *C NMR di 2 (Tabelle 1 e 2) rivelava I'assenza del doppio fega
A"® mentre il grado di insaturazione aggiuntivo etavuto ad un gruppo epossidico
(6c-7 60.5; 618 2.88, 6c.5 67.0). Lo spettro COSY d2 mostrava I'accoppiamento del
doppietto epossidicad; 2.88) con un protone carbinolicoda 3.78, che, a sua volta,
era accoppiato con i protoni,H 0 @y 2.66 e 2.46). Le correlazioni g-HMBC {48
con C-6, C-7 e C-8; H19 con C-10, C-11, eC-11a) ci hanno consentileghre questa
porzione alla parte (B), cosi da portarci allatsima planare di questa xenimanadina. |
picchi di correlazione ROESY H-8/HxGivelavano la geometria dell'anello epossidico,
mentre I'accoppiamento spaziale H-8/H-4a connettpuesta geometria con quella dei
centri chirali appartenenti al ciclo a sei termimmfine, 'accoppiamento spaziale H-
11a/H-9 indicava I'orientaziongs di questi due protoni.

La Xenimanadina C3) mostrava la stessa formula molecolare della xanadina A
(Co3H3605). Gli spettri COSY e HSQC d rivelavano che, anche in questo caso, la
subunita C-7/C-10, includeva un gruppo epossideguio da due metileni in sequenza
(1.50 e 1.45, 2.43 e 2.26). Gli accoppiamenti g-HMB,-19/C-10, H-18/C-6, H-
18/C-7, e H-18/C-8 ci hanno consentito di legare questa subuwalla restante parte
della molecola, costruendo cosi la struttura pkudgila xenimanadina G)( Lo spettro
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ROESY rivelava che il composBpossedeva la stessa geometria dell’epossido peesen
nel compost@ (picchi di correlazione KH18/H-9 e H-8/H-4a).

La formula molecolare della xenimanadina 4), (C,3H340s attraverso un esperimento
HR-EIMS, include due atomi di idrogeno in meno eigp al quella della xenimanadina
A (1). L'anali dello spettrd®C NMR di 4 (CDCl, Tabella 2) suggeriva che un gruppo
chetonico coniugato (segnalé@203.3) potrebbe contare per il grado di in satoreez
addizionale presente. L’analisi combinata degliegispenti COSY, HSQC e g-HMBC
suggeriva che tutte le differenze tra i comp8stil consistevano nella sostituzione del
gruppo alcolico secondario con un gruppo chetorlmmglizzandolo al C-9. Quindi, il
metino sp H-8 e H-10 risuonavano, entrambi a campi bassi, come kttga 5y 5.93
(1H) ady 3.32 (2H), rispettivamente. Le correlazioni g-HMB€8/C-9, H-8/C-10, e
H.-19/C-10 hanno dimostrato di essere particolarmatilieper definire la struttura di
guesta porzione, mentre le correlazioni ROESY dil8 con H-8 indicavano la
geometriaZ del doppio legame.

Le Xenimanadine A-D costituiscono un importantepg di diterpenoidi e possono
essere considerati come una quinta famiglia divegrpirano-ciclononano nella classe
degli xenicani (vedere fig. 1). La loro funzional®,6-dimetossitetraidropiranica sembra
ricordare la struttura del precursore dialdeidjpatizzato, che, € importante notare, non
€ mai stato isolato. La presenza di questa funlitanpotrebbe far pensare che i
composti 1-4 siano degli artefatti prodotti durante il procesdb estrazione con
metanolo. Sfortunatamente, a causa di insufficiedizaateriale, non abbiamo potuto
fare luce su questo problema ripetendo I'estrazaoreun solvente diverso; comunque,
'assenza nel nostro estratto di stereoisomeri-al €o al C-3 rende improbabile la
formazione dei compostii-4 durante la fase di estrazione. Inoltre, diversi geesenti

in letteratura dimostrano l'origine naturale dedenimanadine A-D: i) Un derivato
xenicano dialdeidico8 Figura 9), che possiede un anello riarrangiato a nove termi
stato recentemente isolato d@nia umbellatd® Molto interessante & che, questa
molecola mostrava non essere reattiva nei confideitimetanolo, solvente utilizzato
durante la procedura di purificazione; ii) un silganembro della famiglia delle
xenimanadine, chiamato compo$t¢Fig. 9)* & stato trovato prima del nostro studio ed
e assente nel nostro campione. E'da notare chestayu®mposto & stato ottenuto

utilizzando una procedura completamente priva dianm@o (estrazione in Gigly;
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cromatografia in miscele esano/EtOAt}ale da dimostrare che i soft corals del genere
Xeniasono capaci di sintetizzare questi derivati melassiii) questa abilita & stata
confermata dal recente isolamento del compa6t(Fig. 9) daXenia elongata anche

in questo caso ottenuto attraverso una procedwssenza di metanolo.

Figura 9

| composti5 €7 sono citotossici contro la linea cellulare tumer&-388 (leucemia
lifocitica di topo) con G, di 0.2 e 4.7 pg/mL, rispettivamerite Al contrario, le
xenimanadine A-DX-4) hanno dimostrato di non essere citotossichg, 0 pg/mL)
contro diverse linee cellulari. Il confronto diwgture e di attivita di xenimanadina B)(
e blumiolide C %) indica chiaramente che l'anello A deve esercitare ruolo

importante nel determinare le potenzialita citoidss di questi composti.

VIIl. C. PARTE SPERIMENTALE

Strumentazione Le rotazioni ottiche sono state misurate in C#Glun polarimetro
Perkin-Elmer 192 equipaggiato con una lampada diosf.= 589 nm ) ed una

microcella di 10-cm. Gli spettri IR (KBr) sono statisurati su uno spettrofotometro
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modello Brucker IFS-48. Gli spettri UV sono stattemuti in CHCN usando uno
spettrofotometro Beckman DU70. Gli spettri di maSs8&-MS sono stati ottenuti su
un spettrometro di massa FISION Prospec usandomatace di glicerolo. Gli
spettri*H (500 e 700 MHz) &°C (500 MHz) sono stati misurati su uno spettrometro
Brucker AMX-500; i chemical shift sono riferiti gegnali dei solventi (CDgloy =
7.26, 5c = 77.0). Le molteplicita dei segnaf®C sono stati determinati con
esperimenti DEPT. Le correlazioni omonucledH-'H sono state determinate
mediante esperimenti COSY. Le correlazioni etertwarc 'H-*C sono state
determinate con esperimenti HSQC. Le correlazi¢hi'*C attraverso due e tre
legami sono state determinate con esperimenti HMBiGizzati per*>) di 8.0 Hz.
Le cromatografie liquide a media pressione (MPL&)csstate effettuate usando un
sistema Bichi 861 con fase stazionaria ,S{€80-400 mesh). Le separazioni con
cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLChossstate ottenute in modo
isocratico su un sistema Beckmann equipaggiatorigetatore Rl e colonne LUNA
(S160, 250 x 4 mm).

Estrazione ed isolamento:Un campione diXenia sp. (40.0 g, peso secco) e stato
raccolto nel marzo 2006 nel parco marino Bunakenvidnado (North Sulawesi,
Indonesia) ad una profondita di 2-5 m. Una picqudate di campione & conservata
presso il Dipartimento per lo Studio del Territoeodelle sue Risorse, Universita di
Genova.Xeniasp. e stato estratto (3 x 3 L) con metanolo a teatpee ambiente fino
ad ottenere una gomma bruna che é stata ripaditacua ed EtOAc fino ad ottenere
una frazione organica (1.16 g). Questa é stateesa@amente cromatografata mediante
MPLC su gel di silice (230-400 mesh), colonna (36@5 mm), usando un sistema
eluente a gradiente daesano/EtOAc 8:2 ad EtOAc. La prima fraziomeegano-
EtOAc, 8:2) e stata purificata mediante HPLC ditalj utilizzandon-esano-EtOAc
(85:15) come eluente, ottenendo la xenimanading,CL.5 mg). Una seconda frazione
(n-esano-EtOAc, 7:3) e stata purificata mediante HRh@litica usando-esano-EtOAc
(7:3) come eluente, portando alle xenimanadin€B3.8 mg) e D § 3.9 mg). La
frazione ottenuta dall’eluizione comesano-EtOAc, 6:4 € stata purificata mediante
HPLC usandm-esano-EtOAc (65:35) come eluente, ottenendo lamamadina A 1,

6.0 mg). La frazione eluita camesano-EtOAc, 1:1 é stata purificata mediante HPLC
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usnadan-esano-EtOAc (1:1) come eluente, ottenendo deassimoxeniolide A(7, 1.0
mg). La frazione ottenuta daesano-EtOAc, 4:6 é stata purificata mediante HPLC
usandm-esano-EtOAc (1:1) come eluente, portando al bliidedC (5, 2.1 mg). Infine,
la frazione eluita con EtOAc € stata purificata raete HPLC usnhada-esano-EtOAc

(1:9) come eluente, ottenendo lo xeniolidgF1.9 mg).

Xenimanadina A (1).Solido amorfo incolore;f]p** -4 (c 0.11, CHC}); *H e *C NMR
(CDCls) vedere Tabelle 1 e 2, rispettivamente; ESI-MSi(jgositivi) m/z 415 [M +
Na]*, 431 [M + K]"; HREIMS m/z374.2468 [M - HO] (calc.per GsH3404 374.2452).

Xenimanadina B (2).Solido amorfo incolore;of p>* +8 (c 0.15, CHC}); *H e *C NMR
(CDCls) vedere Tabelle 1 e 2, rispettivamente; ESI-MSi(jositivi) m/z431 [M +
Na]*, 447 [M + K]"; HREIMS m/z390.2418 [M - HO] (calc. per GzsH3:05 390.2406).

Xenimanadina C (3). Solido amorfo incolore;of]p?> +24 € 0.12, CHCY); *H e °C
NMR (CDCL) vedere Tabelle 1 e 2, rispettivamente; ESI-M8i(pmsitivi) m/z415 [M
+ NaJ, 807 [2M + NaJ; HREIMS m/z 361.2390 [M — OCH| (calc. per G,Hz304
361.2379).

Xenimanadina D (3). Solido amorfo incolore;¢p* +6 (€ 0.20, CHC}): *H e *°C
NMR (CDCLk) vedere Tabelle 1 e 2, rispettivamente; ESI-M#Bi(positivi) m/z413
[M + NaJ*, 429 [M + KJ"; HREIMSm/z390.2397 (calc. per4Hz40s 390.2406).

Preparazione degli esteri MTPA di Xenimanadina A

Alla soluzione di xenimanadina ALY (1.0 mg) in 0.3 mL di piridina anidra e stato

aggiunto un eccesso di clorur®{ o (9-MTPA e la miscela € stata lasciata a
temperatura ambiente per 12 h sotto agitazionanisaela di reazione é stata diluita

con etere, lavata con,B e con una soluzione satura acquosa di NaCl. dadeganica

e stata disidratata cone J$£,, concentrata sottovuoto e purificata mediante HPLC
(eluenten-esano/EtOAc 9:1) per darel’'este®-MTPA 1a (0.8 mg) e I'ester& MTPA

1b (0.7 mg), rispettivamente.
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Estere 6)-MTPA di Xenimanadina A. Olio incolore.*H NMR (CDCk, 500 MHz):8y
7.53 (3H, MTPA fenile, m); 7.42 (2H, MTPA fenile,)n6.60 (1H, H-13, ddJ = 15.8,
11.3 Hz); 6.09 (1H, H-12, dl = 11.3 Hz); 5.91 (1H, H-9, § = 7.0 Hz); 5.60 (1H, H-
14, d,J = 15.8 Hz); 5.43 (1H, H-3, s); 5.17 (1H, H-8,Jds 7.0 Hz); 4.89 (1H, H-19, s);
4.87 (1H, H-19, s); 4.43 (1H, H-1, d= 8.8 Hz); 3.61 (3H, MTPA-OMe, s); 3.59 (3H,
3-OMe, s); 3.42 (3H, 1-OMe, s); 3.17 (3H, 5-OMe,X5h2 (1H, H-10, dd) = 14.0, 7.0
Hz); 2.32 (1H, H-4a, sovrapposto); 2.30 (1H, H-46yrapposto); 2.11 (2H, H-6, m);
1.89 (1H, H-5, m); 1.79 (3H, H-18, s); 1.71 (1H1#a, ddJ = 10.6, 8.8 Hz); 1.55 (1H,
H-5, m); 1.30 (6H, H-16 e H-17, s). ESI-MS (ionisitevi) m/z631 [M + Naf.

Estere R)-MTPA di Xenimanadina A. Olio incolore.*H NMR (CDCk, 500 MHz):y
7.56 (3H, MTPA fenile, m); 7.42 (2H, MTPA fenile,)n6.60 (1H, H-13, ddJ = 15.8,
11.3 Hz); 6.10 (1H, H-12, dl = 11.3 Hz); 5.92 (1H, H-9, 1 = 7.0 Hz); 5.60 (1H, H-
14, d,J = 15.8 Hz); 5.43 (1H, H-3, s); 5.23 (1H, H-8,Jd; 7.0 Hz); 4.81 (2H, H-19, s);
4.41 (1H, H-1, dJ = 8.8 Hz); 3.59 (3H, 3-OMe, s); 3.56 (3H, MTPA-OM®; 3.40
(3H, 1-OMe, s); 3.17 (3H, 5-OMe, s); 2.42 (1H, H-1id,J = 14.0, 7.0 Hz); 2.32 (1H,
H-4a, dd,J = 10.6, 4.5 Hz); 2.23 (1H, H-10, d,= 14.0 Hz); 2.12 (2H, H-6, m); 1.89
(1H, H-5, m); 1.81 (3H, H-18, s); 1.68 (1H, H-11a,J = 10.6, 8.8 Hz); 1.55 (1H, H-5,
m); 1.30 (6H, H-16 e H-17, s). ESI-MS (ioni posi}imn/z631 [M + Naf.
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VIII. D. DATI SPETTROSCORPICI

Tabella 1.Dati*H NMR di Xenimanadine A-D1{4) in CDCk a 500 MHz

Pos. 1 2 3 4

oy, molt.,JinHz 6y molt.,Jin Hz dy, molt.,Jin Hz dy, molt.,Jin Hz
1 4.47,d, 8.8 453, d, 8.8 4,48, d, 8.8 4.71,%9, 8
1-OMe 3.42,s 3.45,s 3.43, s 3.45,s
3 5.46, bs 5.50, bs 5.48, bs 5.51, bs
3-OMe 3.59, s 3.60, s 3.59, s 3.54, s
4a 2.30, bdd, 10.6, 4.2.37, bdd, 10.6, 4.5 2.32, bdd, 10.6,4.5 2.31, bdb, 4.5
5 1.88, m 1.94, m 1.92, m 1.71, m

1.53, m 1.67, m 1.61, m 1.71, m
6 2.18 2.16, m 2.20, m 2.87, m

2.13 1.14, m 1.12, m 2.24, m
8 5.17, bd, 7.0 2.88,d,7.2 2.89,dd, 11.4, 2.7 935
9 4.74,bt, 7.0 3.78, m 1.50°

1.45

10 2.53,dd, 14.4,7.0 2.66,dd, 13.5,7.0 2.431 08 3.32, s

2.35, bd, 14.4 2.46, bd, 13.5 2.26, m 3.32, s
1lla 1.69, dd, 10.6, 8.8 2.08, dd, 10.6, 8.8 2.d4316.6, 8.8 251, m
12 6.08, d, 11.3 6.07,d, 11.3 6.04,d, 11.3 5.92
13 6.63, dd, 15.8, 11.8.60, dd, 15.8,11.3 6.58, dd, 15.8,11.3 6.4318d8, 11.3
14 5.61, d, 15.8 5.63, d, 15.8 5.60, d, 15.8 6,506 15.8
15-OMe 3.17,s 3.17,s 3.15, s 3.14, s
16 1.30, s 1.30, s 1.26, s 1.26, s
17 1.30, s 1.30, s 1.30, s 1.30, s
18 1.70, s 1.42,s 1.37,s 1.81,s
19 4.94, bs 5.12, bs 4,98, bs 5.08, bs

491, bs 5.01, bs 4,91, bs 5.02, bs

#Sovrapposti con altri segnali
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Tabella 2. Dati **C NMR di Xenimanadine A-Dl¢4) (CDCk)

Pos. 1 2 3 4
dc, molt.  d¢c, molt.  5c, molt. 5¢c. molt.

1 104.5,d 104.4,d 104.4,d 100.0,d
1-OMe 57.2,q 57.0, ¢ 57.1,q 57.7,q
3 100.0, d 99.7,d 99.7,d 97.9,d
3-OMe 55.5, q 55.3,q 55.2, q 54.8, q
4 139.5,s 1359,s 1355,s 138.7,s
4a 51.3,d 51.6,d 51.7,d 50.6,d
5 36.0, t 36.1, t 354t 32.6,t

6 40.5, t 40.6, t 40.6, t 30.3,t

7 133.5, s 60.5, s 59.9,s 146.6,s
8 131.5,d 67.0,d 62.4,d 130.0,d
9 68.0,d 69.0,d 27.8,t 203.3,s
10 47.2,t 44.9, t 33.9, t 51.6,t

11 150.5,s 150.0,s 139.0,s 1434,s
1lla 56.1,d 54.8,d 54.3,d 53.3,d
12 128.7,d 129.0,d 128.8,d 128.7,d
13 126.2,d 126.1,d 126.1,d 126.8,d
14 140.6,d 141.3,d 141.1,d 141.2,d
15 75.2,s 75.8, s 75.7,s 74.9,s
15-OMe  50.9,q 50.6, q 50.6, q 50.5, q
16 26.1, g 26.0, g 26.2, ¢ 26.1, g
17 26.1, g 26.0, g 30.1, q 26.1, g
18 18.0, q 17.6,q 18.3, q 27.4,q
19 112.7,t 114.4,t 1055,t 116.0,t
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2D COSY NMR xenimanadina A (500 MHz, CDC)).
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2D COSY NMR xenimanadina B (500 MHz, CDGJ).
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L

'H NMR xenimanadina C (500 MHz, CDC}).
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2D HMBC NMR xenimanadina C (500 MHz, CDCE).
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'H NMR xenimanadina D (500 MHz, CDC}).
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