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1 Introduzione.

1.1 Il neuroblastoma.

Il neuroblastoma € il pit comune tumore solido &xtraniale caratteristico del
bambino. Rappresenta piu del 7% di tutti i tumadiatrici ed e responsabile
del 15% dei decessi attribuiti a neoplasie infantil

La maggior parte dei neuroblastomi sono tumori rbfierenziati e si
presentano come piccole cellule di forma circolelneamati neuroblasti che
evidenziano poca 0 nessuna differenziazione neu@®ini tumori che
mostrano una parziale differenziazione istologicaonos chiamati
ganglioneuroblastomi. Infine i tumori che riportanmn alto grado di
differenziazione sono chiamati ganglioneuromi cst@siti in un ammasso di
corpi cellulari di neuroni maturi circondati datiellule di Schwann.

Il neuroblastoma e un tumore neuroendocrino maligmbrionario che deriva
dalle cellule della cresta neurale. Pertanto i tunpmssono svilupparsi
ovunque nelle cellule del sistema nervoso simpatioge i neuroblasti si
spostano e stabiliscono durante I'embriogenesi.

Circa il 65% dei tumori primari si sviluppano nalfdome ma possono
manifestarsi anche nel collo, torace e bacino. dtasyenir colpite anche le
0ssa, | linfonodi, il fegato e il midollo osseo redso in cui compaiano le
frequenti e precoci metastasi. | sintomi sono mehtoabili e dipendono dal
sito del tumore primario. | piu diffusi sono: felbranemia, inappetenza ed
ecchimosi alle palpebre che sono sintomi ricondlici stati influenzali.
Percid la malattia pud trarre in inganno e per tue&sotivo viene spesso

diagnosticata con ritardi di settimane o mesi dstia insorgenza.



Il neuroblastoma € considerato un enigma per laetaeogeneita sia nella
forma che nella sua manifestazione. Questa pawl@yi sviluppa nelle

direzioni piu svariate: puo regredire spontaneame@nanche maturare in un
ganglioneuroma benigno. Comunque la maggior pagie bdmbini sopra

I'anno di eta riportano un processo metastatico@hento della prognosi. Eta,
posizione e caratteristiche sia biologiche chelagiohe riscontrate nelle
cellule tumorali sono importanti fattori prognostie sono utilizzati per la
determinazione del rischio di estensione e la d®eisdel tipo di trattamentb.

Il ruolo dell’eta nel rischio di estensione e sfiedizione del neuroblastoma e
fondamentale e vengono usati i primi 18 mesi di eibme punto di taglio per
il piu alto rischio di stratificazione della mateici pazienti sotto i 18 mesi di
vita hanno le piu alte probabilitd di avere unagpimsi favorevole anche con
tumori con amplificazione delloncogerdYCN, gene che dimostro, per la
prima volta nel 1983, di avere un grande valoregpostico in oncologia
pediatrica, la cui amplificazione € un importamarker di alto rischio per

pazienti affetti da neuroblastorfhd. bambini piu grandi di 18 mesi, ai quali
viene diagnosticata la metastasi del neuroblastbarao minori probabilita di

sopravvivere nonostante una terapia aggressivamadale (Fig. 1.15.
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Figura 1.1: Andamento della sopravvivenza in bambincon neuroblastoma allo stadio 4

senza amplificazioneM YCN.

Nel 1989 fu istituito I'International Neuroblastorsaging System (INSS) che
ancora oggi viene utilizzato per poter stabilirestadio del neuroblastoma nei
pazienti®

Questo sistema suddivide i pazienti in sei stam@nda del punto in cui viene
localizzato il tumore e del suo stato di avanzamen stadio 1 considera quei
pazienti che riportano un tumore localizzato e ¢h&® essere rimosso
completamente per via chirurgica. Negli stadi 22Bei pazienti sono affetti da
tumori confinati ma che non possono essere rimgbgiurgicamente. |

bambini con tumori in mezzo al torace o alladdoondivisi nella parte destra



e sinistra del corpo sono raggruppati nello st&diopazienti allo stadio 4 sono
affetti da tumore diffuso nei linfonodi, ossa, nlidoosseo, fegato, pelle e/o
altri organi. Nello stadio 4S vengono considergiazienti sotto i 12 mesi di
eta e che riportano un tumore primario localizzztte si e diffuso solo sulla
pelle, fegato o midollo osseo. Quest'ultimo vierdimito anche stadio speciale
poiché circa il 5% dei casi di questo tipo di tumopuo regredire

spontaneamente o differenziarsi in un ganglionear@anza alcun tipo di

trattamentd.

| protocolli terapeutici attualmente in uso per sfaeneoplasia, prevedono la
chirurgia, la radioterapia e la chemioterapia. telta del tipo di protocollo da

utilizzare va in base allo stadio in cui il tumaigrova e quindi alla gravita del

caso. In quasi 2/3 dei casi la malattia richiedetnattamento con farmaci

antitumorali e nella maggior parte dei casi, unalomazione di questi.

| principali farmaci utilizzati per trattare bambiaffetti da neuroblastoma

sono:
. Ciclofosfamide o ifosfamide
. Cisplatino o carboplatino

. Vincristina

. Doxorubicina

. Etoposide

. Topotecan

La combinazione di farmaci piu usata per curareilroblastoma consiste nel

carboplatino, ciclofosfamide, doxorubicina ed ewde (Fig. 1.2).
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Figura 1.2: Antitumorali convenzionali maggiormenteutilizzati

Nei pazienti ad alto rischio vengono usate ampi@hlinazioni di farmaci e
somministrate con dosi massicce, portando ad une deeffetti collaterali
qguali: perdita di capelli, stomatite, inappetenzaisea e vomito, aumento del
rischio di infezioni, facilita al sanguinamento Baaformazione di lividi e
affaticamento. La maggior parte di questi effetilaterali durano solo il
tempo del trattamento e possono essere somminadtratarmaci insieme agli
antitumorali per prevenire o ridurre tali efféfti.

Ma si debbono considerare anche gli effetti calidispecifici dei medicinali.
La ciclofosfamide e l'ifosfamide, gia nei primi ani®0 era riportato che
portassero a fibrosi e necrosi della vescica ess vescicouretafePericolose

emorragie interne e cistiti possono comparire deram subito dopo il



trattamento, talvolta anche tanto gravi da farntgg@ una mortalita associata
ad esse del 4%puo essere causa dell'insorgenza del carcinonta descicd’

e avere seri riscontri sui genitali e fertilifa.

La doxorubicina entro a far parte dei farmaci eiiti per la cura del cancro
alla fine degli anni '60 e nonostante forniscarottrisultati, € anche causa di
complicazioni cardiache, come cardiomiop&tiee pericardit® Viene
classificata anche come probabile agente carcinogéh

Il trattamento con cisplatino e carboplatino ha sedo in molti pazienti,
problemi di ototossicita, neurotossicita e mielgsegsion® ma i disturbi
renali e i problemi di nefrotossicita che causardndono il maggior fattore
dose limitante?®

Somministrazioni prolungate nel tempo di vincriatiportano all'insorgenza di
neuropatia cranicH, neuropatia sensoriale periferitae con alte dosi del
farmaco possono aggiungersi neuropatie motorieiezhamiche'’

Il maggior effetto collaterale dose limitante delbposide € la tossicita
ematologica. La soppressione del midollo osseo amif@sta principalmente
tramite granulocitopenia, talvolta anche letale, amehe trombocitopenia a
anemia’ L'etoposide & stato riconosciuto anche cancerogego 'uomo
quando somministrato insieme ad altri farmaci coihecisplatino o la
bleomicina®*

Anche la tossicita del Topotecan risiede per lormlla mielosoppressione, in
particolar modo nella neutropenia che si manifgsiafrequentemente e in
maniera piu grave della trombocitopenia. Questetéffindesiderati sono
comunque reversibili e non cumulativi.

Bambini piccoli devono quindi fare i conti con limidi tossicita troppo
facilmente raggiungibili a causa della intensificaz delle dosi della

chemioterapia. Sebbene alte dosi di farmaci siamportanti da somministrare



per raggiungere il riassorbimento del tumore, dleté collaterali a lungo

termine sono un bel prezzo da pagare. Se da una pa@r una crescente
sopravvivenza al tumore, dall’altra si devono cdesare i disturbi cronici
legati alle terapie citotossiche tra cui cresditrdata e problemi di svilupgd.

Per questo motivo si vede necessario lo svilupfpatiezzo di nuovi farmaci o

piccole molecole diretti verso obiettivi specifiain miglior apprendimento
dell'interazione tra farmacogenomica, tumore aid snicro sviluppo & ancora
critico. Una disciplina in grado di integrare eusfare tutte queste differenti
modalita, nel piu appropriato contesto clinico, ésenziale al fine di
raggiungere lo scopo finale: curare i pazienti glimiare la qualita delle loro

vite.

1.2 Vecchi farmaci per nuove applicazioni.

| costi per lo sviluppo di un farmaco innovativarsho diventando molto alti.
Uno studio su 68 farmaci rivela che servono daailD7 anni e 800 milioni di
dollari per lanciare un nuovo farmaco sul meréatmoltre la percentuale di
insuccesso di un nuovo candidato farmaco € motty ablo 250 farmaci su
5000 candidati entrano negli studi clinici, di @aglo uno su dieci composti
viene approvato. Il rapporto di scoperta dei faimactroppo basso per
soddisfare le necessita della popolazione mondidla.comunita scientifica
stato proposto di creare una libreria completaetichi composti pronti per
essere testati per nuovi scépill vantaggio principale di questo approccio
risiede nella gia esistente conoscenza delle laratieristiche farmacologiche.
Sulle molecole tuttora in uso sono gia noti le facocinetiche ed i profili di
tossicita e sicurezza, inoltre sono gia stati apgirodalla Food and Drug

Administration (FDA) per l'utilizzo sul’luomo. Percio ogni moleleo con
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queste caratteristiche puo velocemente esser¢atiestiba fase Il dei test clinici
con notevole risparmio di costi e tempo. Finoraos@a i farmaci gia esistenti
reimmessi sul mercato per nuovi utilizzi dall’'inthis farmaceutica e almeno
altre 17 molecole sono in vari stadi dei test clifif La maggior parte delle
molecole che hanno cambiato il loro utilizzo sohasultato di supposizioni o
osservazioni azzardate, ma la riscoperta di vefegcimaci sta diventando una
pratica molto comune. Un esempio ne é l'antibiotieftriaxone, un potenziale
curativo per la sclerosi laterale amiotrofica che dcoperto seguendo lo
screening di 1040 composti presenti nella collezione diizeib del National
Institute Neurological Disorders and Stroke (NIND®) Gaylordsville,
Connecticut’

1.3 Nuovi utilizzi di CPX.

Nel 1993 la Microsource Discovery Systems, Inc. M]) mise a punto un
sistema rapido e poco dispendioso per farenigh-throughput screening di
2000 molecole. La libreria include 800 farmaci avati dalla FDA e 200
farmaci in uso solamente in Europa e Giappone.Uaistj, 580 sono prodotti
naturali e 420 sono composti con attivita biologicéa®®

Uno screening eseguito nel Laboratory of Translational GenomiC$B(O,
universita di Trento), svolto su linee cellulari dieuroblastoma umano
CHP134, ha selezionato 4 composti chelanti delofénr grado di indurre
efficiente citotossicita. Tre di questi erano deagdjenti chemioterapici ben
conosciuti appartenenti alla classe delle antrime&clutilizzati nella terapia di
prima linea del neuroblastoma (doxorubicina, daubizina ed epirubicina)

mentre la quarta molecola, appartenente alla cldegke idrossipiridoni, era un
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composto antifungino utilizzato per il trattamertmpico delle micosi, la
ciclopiroxolamina (CPX¥?

Questo lavoro di tesi si e incentrato sulla sintiisanaloghi della CPX allo
scopo di trovare una molecola che presentasse igi@nma citotossicita e per
riuscire a fornire maggiori informazioni sul mectano d'azione e

farmacocinetica di CPX sulle cellule di neuroblas#o

1.4  La ciclopiroxolamina e i farmaci fuori brevetto.

La ciclopiroxolamina (CPX), conosciuta anche com®BH296, Batrafen,
Loprox, Penlac e Stieprox, € il sale etanolammimieb6-cicloesil-1-idrossi-4-
metilpiridin-2(1H)-one (Fig. 1.3).

\ / HZN/\/OH

Figura 1.3: Struttura chimica della ciclopirox olamina (CPX).

E un agente antifungino sintetico, clinicamentetaigser curare le micosi di
pelle e unghie e possiede uno spettro d’azione omalnpio contro i
dermatofiti, lieviti, funghi filamentosi e battefi.

I meccanismi di attivita microbica di CPX sembraessere diversi tra loro
implicando la funzione di rottura della membrana fumghi o attaccando
differenti processi metabolici e di produzione dergia nei batteri.

Inoltre é stato dimostrato essere in grado di taresl ciclo cellulare alla fase

G, delle cellule mammariée alla fase @M nei lieviti di S. cerevisiae.*
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CPX € un chelante del ferro ben conosciuto, peroibisce gli enzimi
dipendenti dal ferro come la catalasi e perossidetenti studi hanno rivelato
che la morte cellulare di cellule malate umane ftadalalla ciclopirox e
associata alla chelazione del ferro intracellularall’inibizione dell’enzima
ferro-dipendente ribonucleotide reduttisi.

Studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che CPX mostra attivita contro i

tumori a concentrazioni che sembrano farmacologerdaenaccessibili. Riduce

la vitalita delle cellule tumorali con valori di 4¢di 2.5uM e anche meno per

linee cellulari di leucemia, mieloma, e tumore doli Contrariamente ai suoi
effetti sulle linee di cellule tumorali, CPX nontenferisce con la vitalita di

linee cellulari non tumorali di fibroblasti polmama concentrazioni fino a 10
UM.33

Un altro studio condotto su cellule leucemiche K&G2L60 ha dimostrato che
CPX ne inibisce la crescita e proliferazione cora wma dose-dipendente
incubando le cellule per 24, 48 e 72 ore. Inoltre @rado di inibire la crescita
di cellule primarie CD34+ derivanti da pazientiedff da leucemia mieloide
cronica’*

La ciclopirox inibisce efficientemente la crescdi@l tumore riducendo la
proliferazione e inducendo apoptosi delle cellute vivo. | risultati del
trattamento di CPX sul cancro al polmone umano M@B231 in un modello
di xenograft su topo, hanno riportato una inibieiatella crescita del tumore
del 75% causata in particolare da una induzion@tagioa piuttosto che ad un
solo blocco della proliferazione cellulare.

Infine la crescita cellulare e la vitalita dellellocke di rabdomiosarcoma,
carcinoma polmonare e adenocarcinoma al colon-getbuisce in seguito al

trattamento con CP3
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La ciclopiroxolamina e tuttora approvata per ittaenento topico di infezioni
fungine cutane® ma non & stata precedentemente valutata come eagent
sistemico per il trattamento di tumori. Tuttaviante parte dello sviluppo di
questo agente per la terapia topica, CPX €& statammmsustrata
sistematicamente ad animali ed esseri umani partarake la sicurezza e
tossicita. Questi studi hanno dimostrato che etbkerata riportando valori di
LDso in topi, ratti e conigli che spaziano da 1700 é@©@2ng/Kg dopo

somministrazione orale. Dopo ripetute somministazdel farmaco a ratti e

cani, la concentrazione nel siero sanguigno dipyM non era tossica. In

volontari umani sani, 10 mg/Kg di CPX orale norphadotto tossicit&’
Tuttavia, esistono anche altri composti chelantifeeo con struttura simile a
quella di CPX dotati di tossicita sistemica mol@ssa e con biodisponibilita
molto piu alta rispetto ai convenzionali agentiitamorali. Per esempio il
valore di LDy, del deferiprone (Fig. 1.4) nel ratto € di 2000 Kgfmentre per
la doxorubicina e il cisplatino sono di 10.5 mg/Kg 25 mg/Kg

rispettivament&® La concentrazione nel plasma di deferiprone nefftia per

trattamento con ferro in eccesso in pazienti telass trasfusi € di 25QM

mentre quello di doxorubicina per alte dosi in Bifune in pazienti con tumore
& di 0.1uM.**

Questo dimostra che la tossicita sistemica tratquelassi di composti e un
antitumorale convenzionale come le antraciclineygibe essere 200 volte
inferiore, mentre la loro concentrazione nel plasenai presume anche la loro
biodisponibilita, a dosi utilizzate nella terapiatygbbe essere persino 2500

volte superiore.
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1.5  Altre molecole chelanti ioni Fe 3.

Il meccanismo d’azione della ciclopiroxolamina coaggnte antifungino, non
e completamente spiegato, ma, come detto sopre, gi@arcorrelato alla sua
abilita di legare il ferro intracellulare. Per altomposti chelanti del ferro e
stata riportata in precedenza linduzione della teocellulare attraverso
linibizione di enzimi dipendenti dal ferro comeriaonucleotide riduttas?’
L’effetto chelante é stato riportato per linee wailli di leucemia, leucemia
mieloide acut¥e neuroblastom&.

Dopo aver individuato nella CPX un ottimo candidater la terapia del
neuroblastoma, é stato fatto un altro piccsaieening, condotto su un insieme
chimicamente eterogeneo di chelanti del ferro pentificare altre possibili
molecole?® Tra i 16 composti esaminati, quelli che presemavenaggiore
attivita di inibizione della proliferazione cellua sono risultati la
deferoxammina, il deferasirox, il piroctone olamit@a 8-idrossichinolina, il
deferiprone, la omadina, la o-fenantrolina ed iititeomo esente da ferro (Fig.
1.4).

15
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Figura 1.4: Altri chelanti del ferro attivi sul neuroblastoma.

Tra i risultati € emerso che CPX e piroctone dimaosi i migliori effetti sia

nella citotossicita sia nell’abilita di legare ierfo, questo probabilmente
causato dal fatto che entrambi i composti condivaidana struttura 1-idrossi-
a-piridonica. Non si puo tuttavia affermare che @ sina corrispondenza

diretta tra I'abilita di chelare il ferro e I'atitd citotossica del farmac,za,e

16



quindi non e ancora chiaro quali altri meccanismang coinvolti

nell'induzione della morte cellulare da parte destie molecole chelanti.

17



2 Discussione dei risultati.

2.1  Scopo della tesi.

L’obiettivo di questo lavoro di Tesi di laurea, segdo un approccio di tipo
SAR (Structure Activity Relationship) e stato qoelli sintetizzare alcune
nuove molecole strutturalmente simili alla ciclapiolamina (CPX) per poi
studiarne I'attivita citotossica su linee celluldrineuroblastoma e contribuire a
comprendere il meccanismo d'azione di questa famdjlcomposti.

Come gia descritto nell'introduzione (v. Paragrafé), la CPX appartiene alla
classe degli 1-idrossi-piridoni e il nostro scopst&to quello di individuare dei
possibili procedimenti per la sintesi e caratteazzane di alcuni analoghi
strutturali. Nella pianificazione e progettazionegli analoghi, si € dunque
tenuto come scaffold di base, comune a tutti i costipda noi presi in esame,
quello dell'l-idrossie-piridone che si suppone essere coinvolto nella

chelazione degli ioni P& (v. Paragrafo 1.5).

OH
N._O

=

CPX

Figura 1.5: Scheletro dell'1-idrossie-piridone nella molecola di CPX.
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L’idea iniziale € stata quella di cambiare i somsiiti nelle posizionél e 6
dell'anello piridonico perché ritenuti piu facilmenaccessibili sinteticamente
(vedi paragrafo 2.2) e per meglio paragonarli all@lecola gia esistente. Lo
scopo € ovviamente quello di verificare se la vaoiae dei sostituenti
sull'anello possa modificare, in maniera favorevolao, la capacita di queste
molecole di legarsi al metallo e di entrare alkimo delle cellule tumorali
portandole alla morte.

In un primo tempo si € quindi pianificata la simtésderivati della CPX con
sostituenti sulla posizioné dell’anello caratterizzati da un diverso grado di
ingombro sterico, diversa lipofilicita e diverseratteristiche elettroniche
rispetto al sostituente cicloesilico di partenzam@ di esaminare in dettaglio i
risultati ottenuti nella sintesi di vari analoglelid CPX, riteniamo opportuno
riassumere brevemente quanto gia noto in lettexagulla preparazione di 1-

idrossipiridoni.

2.2  Stato dell'arte sulla sintesi di 1-idrossi-  a-piridoni.

Le procedure sintetiche atte alla preparazioneidrdssipiridoni sono limitate
e sono generalmente descritte in articoli e bredatati*? *’
Molti brevetti per la sintesi della ciclopiroxolama riportano una strategia in

tre stadi illustrata nello Schema 24.
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/”\ + BrVJ\OR — >:)kOR + X

3 4

(X= Cl, Br, OMe, OEt)
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_ 1 e
- OR
~
1 2 (R= Me, Et, t-Bu)

Schema 2.1: Sintesi brevettata di CPX.

La formazione dell’anello piridonico, che terminaegta serie di reazioni
portando al prodotto finalg e ottenibile tramite addizione di idrossilammina o
di un suo sale (cloridrato, bromidrato o solfatioj-aheto-esteres-insaturo2
che porta alla relativa chiusura intramolecolatgréddotto2 € a sua volta il
risultato di una reazione tra I'estere metilicalicg o t-butilico insaturo3 e |l
composto4 proveniente dall’acido cicloesilcarbossilico (corad esempio
cloruro, bromuro o estere). L'esteBeinfine e il prodotto della reazione tra
I'estere 2-bromopropionich e aceton®. Tuttavia, tali brevetti non forniscono
purtroppo procedure dettagliate delle reazioni wolte nella preparazione
della CPX.

La reazione di ciclizzazione operata da idrossilamanmo da un suo sale
permette di ottenere selettivamente 1-idrossi-Ripim sfruttando la
ciclizzazione dié-cheto-esterir,-insaturi ma anché,y-insaturi di formula

general€’, a temperature non troppo elevate (Schema'2.2).
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@] @] |
— | NH,OH N O
OR _—
80 T _
7 (R= Me, Et, t-Bu)
Schema 2.2.

Un’altra via per ottenere i piridoni prevede comedwntto di partenza una 2-
cloropiridina sostituit®8 da far reagire con MeONa per ottenere I'intermetilio
reazioned. La successiva ossidazione con aawoloroperbenzoico permette
di ottenere IN-ossido 10 che in seguito alla reazione con acetil cloruro e

successiva idrolisi, permette di ottenere il promfinale11 (Schema 2.3%

|O 0] 0]
| ~ OMe MeONa | ~ OMe  crea | N OMe
N~ ™ N~ =~ _N__~

o]
Cl OMe OMe
o 9 10
I
=~ | OMe 1) AcCl
N =
HO 2) H,0, acetone
@)
11
Schema 2.3.

Esiste anche la possibilita di ottenere l1-idrospirloni a partire dalla 2-
bromopiridinal2 ossidando con 0, e CRCOOH per ottenerne Nl-ossido
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seguito dal trattamento con KOH per ottenere dldpito finalel3 (Schema
2.4)%

Q | P o m
—_—
CF COOH z 2) HCI
B N >coon 2 HYer 02N >ScooH

COOH | |
o) OH

12 13
Schema 2.4.

Nel caso di esteri aromatici contenenti anche unaibnalita alchinilica come
14 é possibile ottenere il prodotto di ciclizzazioaesol5 semplicemente
trattando con idrossilammina e KOH in metanolo et@aendo la temperatura
a 65°C (Schema 2.5}.

P Bu
= NH.OH N Bu
OMe KOH, MeOH N
65 T | ~OH
O O

14 15

Schema 2.5.

Un altro modo, riportato in letteratutd,per ottenere 1-idrossi-piridoni, &
guello di sottoporre ad una reazione di cicloadxheitipo etero Diels-Alder, le
N-metossiarilammidi tipol6 e gli alchini tipo 17. In presenza di un
catalizzatore di rodio, la reazione conduce akoitnento dei piridoni
desideratil8 (Schema 2.6).
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Ph [Cp*RNhCl,], (2.5 mol%)

OMe R
e CsOAc (30 mol%) -
N - N
H Ph MeOH (0.2 M), 60 T, 16h _
Ph
Ph
16 17 18
Schema 2.6.

Una strategia alternativa, riportata in alcuni letéy prevede I'ottenimento
dell’l-idrossie-piridone passando inizialmente dalla sintesi @efispondente
lattone19. Tale lattoneviene quindi trattato con idrossilammina o un sales
in presenza di una base organica come 2-, 3- oMhaopiridina o imidazolo.
Tale procedura permette la trasformazione delnattoel prodotto atteso con

rese che variano dal 3 al 50% a seconda dellautgigeata (Schema 2.7: %8

?H
(@] o N o
= H,NOH
— base ~
19

Schema 2.7.

2.3  Le strategie sintetiche. Sintesi di 1-idrossi-  a-piridoni-
4,6-sostituiti via lattoni.

La prima strategia di sintesi che e stata da neégiin considerazione e stata
guella appena mostrata nello Schema 2.7, ovverealzione di ammonolisi su
lattoni sostituiti. Per ottenere la formazione d¢hioni precursori abbiamo

deciso di utilizzare quella che sembrava la serapkcrapida reazione di
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cicloaddizione tra I'acido 2,3-alchinoico e un atdhterminale catalizzata da
un complesso organometallico, il cloro(trifenilfsf)oro(l)°

Il complesso organometallico e infatti in grado geto quanto riportato in
letteraturd’’ di attivare la eterociclizzazionee®do tra I'acido 2,3-alchinoico e
una serie di alchini terminali portando alla forioaz selettiva di prodotti 6-
sostituiti passando attraverso lo ione ossocarbarime intermedio di

reazione, con successiva eliminazione di un atomdrdgeno che porta alla
formazione di B-piran-2-oni secondo il meccanismo ipotizzato eonti@to

nello schema 2.8.

O ! 0 [AuT] 0
HO)\ [_'/A"u ]
\ A 1 / _H+
Rl [AuT] OK ) + \ 1 \
H

R’ R/&I/ R O\ — "
N 2 :
\ R,

H

Schema 2.8: Ipotesi di meccanismo della reazione dcloaddizione oro-catalizzata.

Nel lavoro di riferimento vengono riportate, conobe rese, le sintesi di
pironi contenenti prevalentemente un sostituentelite sulla posizione4
dell'anello e molti tipi diversi di sostituenti siaifatici che aromatici nella
posizione6 dello stesso. Si € quindi scelta questa reazi@mmsgndo che
avrebbe potuto funzionare anche utilizzando conoégiti di partenza l'acido
2-butinoico 20, prodotto commercialmente disponibile, e alcunchai
terminali 1, 22, 23) per portare velocemente alla formazioneagpironi
contenenti un gruppo metilico sulla posiziode dell’anello variando al

contempo i sostituenti sulla posizioB¢€Schema 2.9).
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| gruppi prescelti per lo studio iniziale sono staietile, isopropile, 1-etil-
pentile e fenile, mantenendo il sostituente metda posizione dell'anello
come in CPX. Inoltre si e pianificata anche laesntdell’analogo contenente
un gruppo fenilico nella posizion@ e una catena lineare a quattro atomi di

carbonio in posizionéd.

Q @)
| [(Ph,P)AUCT] (5 mol%) |
AgOTf (5 mol%)
7z OH + R— > o}
= CH,CI |
22
N =
2 R
23 R=
[/ \;
S
Schema 2.9.

La reazione seguente sarebbe stata la converselnpirdne a 1-idrossi-
piridone tramite sostituzione dell’atomo di ossigeadl'interno del ciclo con
quello di azoto proveniente dall'idrossilamminadvechema 2.7). In questo
modo sarebbe stato possibile ottenere compostistimente analoghi alla

CPX semplicemente in due passaggi.

La prima reazione da noi effettuata e stata laesirdel 6-ciclopentil-4-metil-
2H-piran-2-one2l. La reazione ha richiesto innanzitutto una modifaella
procedura. Nell'articolo di riferimento, tutte lep&razioni sono effettuate

all'aria, mentre le reazioni da noi ripetute in daoni simili non hanno
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portato alla formazione di alcun prodotto. Si engliideciso di effettuare la
reazione sotto atmosfera inerte di azoto, ottenemdeffetti il prodotto

desiderato con rese del 41% dopo purificazione atografica.

La reazione seguente prevede la conversione dehéatin idrossipiridone

tramite ammonolisi con idrossilammina in piridirBchema 2.10)°

CI)H
R_ _O._0O R _N.__©O
H,NOH HCI (1.2 eq.)
»
= pyridine =
reflux
48h

Schema 2.10: Ammonolisi con piridina.

| tentativi da noi fatti per effettuare la reaziprmeche lavorando con tempi
lunghi (48h) e temperature elevate (120 °C), nambgpero portato ad alcuna
conversione.

Si e deciso quindi di cambiare le condizioni dekezione di ammonolisi

seguendo una procedura div8fs@he utilizza ancora il cloridrato di
idrossilammina e la 2-amminopiridina come bas@tmosfera inerte e a 70 °C
(Schema 2.11). Nonostante fossero state eseguideol@i aggiunte di

idrossilammina, 0.3 equivalenti dopo 3, 5 e 72hmeodescritto nella

procedura, non é stata ottenuta alcuna conversieingrodotto sperato.
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OH

I
@) @) N @)
~ H,NOH HCI (2.7 eq.) Z

AV4

Y

/\
= 2-aminopyridine (6 eq.) =
70C
NZ
21 21b

Schema 2.11: Ammonolisi con 2-amminopiridina del coposto 21 per ottenere

l'idrossipiridone 21b.

Poiché la reazione di ammonolisi 2l risultava essere particolarmente lenta
nelle prove da noi effettuate sui substrati desitilesi € pensato di convertire il
lattone in tiolattone per rendere il composto pacilimente attaccabile
dall'idrossilammina e aumentare cosi le rese dvemione. Come € noto dalla
letteraturd” infatti, la sostituzione dell’atomo di ossigenortmnilico del
lattone con un atomo di zolfo, rende il corrispetticarbonio piu reattivo
all'attacco nucleofilo, condizione ideale, quesf@gr meglio favorire la
reazione con l'idrossilammina.

La trasformazione del lattone in tiolattone puoeessfatta utilizzando il
reattivo di Lawesson, una molecola dimera aromatieapermette appunto di
sostituire I'atomo di ossigeno carbonilico dei daft con un atomo di zolfo
secondo il meccanismo riportato nello Schema 2 1Preattivo di Lawesson
in soluzione € in equilibrio con un ilide di ditadfina molto piu reattiva
che, reagendo con un carbonile, forma un intermddimossafosfetano. Il
doppio legame fosforo-ossigeno che si forma e n&ilbile e cido permette
una cicloreversione che ricorda, in parte, il ma@mao della reazione di
Wittig.>*
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Schema 2.12: Reattivo di Lawesson e suo meccanisdiazione.

Il nostro piano sintetico alternativo e illustratello Schema 2.13. Alla
trasformazione in tiolattone dovrebbe, come giatodesopra, seguire

I'ammonolisi in condizioni analoghe a quelle giddette precedentemente.

R R R
—_— Lawesson's reagent (1 eq.) _ /\ — —NHOH
o) e H,N—OH——>
\ Toluene \“\ + 2 AQOH
NZ
O ~ S S1
R R
p— -H,S p—
\ N—OH <——— \ N—OH
A\ O—H
o HS\)\\/

Schema 2.13. Conversione in tiolattone e attacco @arte di idrossilammina.

Tuttavia, nonostante la reazione di trasformazian&tione a tiolattone sia
stata tenuta sotto agitazione per 72h, I'analidi gtezzo di reazione ha
mostrato principalmente prodotto di partenza. Lvattione del processo

tramite irraggiamento con le microonde (temperal® °C, potenza 600W
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per 2 ore) ha permesso di isoldr@rodotto solforato con una resa del 56%.
Il composto € stato quindi sottoposto a reazione icwmossilammina in
piridina a riflusso (vedi schema 2.14) ma, purt@pganche in questo caso,

e stato isolato il prodotto di ammonolisi atteso.

(I)H
R S\ © HNOHHCI (12eq) R ANGZAY
| P pyridine B _—

reflux
48h

Schema 2.14.

Successivamente ci siamo impegnati nella sintelsbdeicloes-1-en-1-il)-1-
idrossi-4-metilpiridin-2(H)-one 22. La reazione e stata condotta nelle stesse
condizioni sperimentali usate per la sintesi demposto 21, ottenendo Il
prodotto voluto22 con rese isolate del 53%. Tuttavia, in questo daso
successiva reazione di tiolazione col reattivo awksson non ha portato alla

conversione del prodotto di partenza, che e rimpisticamente inalterato.

Si e tentata anche la sintesi dell’1-idrossi-4-f{ftiofen-3-il)piridin-2(1H)-
one23. Le reazioni sono state ripetute come nei casi desswpra, attuando

la reazione di formazione del lattone e successvden la reazione di
tiolazione e si e effettivamente ottenuto il titdaie, sebbene con bassa resa
(18%) dopo isolamento e purificazione. Il prodosiolforato sottoposto ad
ammonolisi con idrossilammina a riflusso in piridiper due giorni (vedi

Schema 2.14), non ha pero dato alcuna converswlfiglrossipiridone finale.
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2.4  Le strategie sintetiche. Sintesi di  a-piridoni-4,6-
sostituiti via  y-chetoesteri- a,B-insaturi.

Visti i deludenti risultati della prima via sinte#i, abbiamo deciso di cambiare
radicalmente strategia, scegliendo di passare vatBa la preparazione
intermedia dei y-chetoesterix,p-insatur?® per operare poi la successiva
ciclizzazione con idrossilammina cloridrato (vedhsma 2.2§%>*

In letteratura e riportata la sintesi gtchetoesterix,f-insaturi sostituiti
principalmente nelle posizionB e 5 della catena (Schema 2.T8).In
particolare gli esempi riportati mostrano un gruppetilico alla posizione,
mentre alla posizion® vengono riportati esempi con gruppi di differente
natura (alchilici, aromatici ed etero aromatici)aliTesteri possono essere
utilizzati per la successiva formazione dell’angtividonico che é riportata

avvenire per un gran numero di esteri variamerdgétadi.

1 H,NOH.HCI R N o
jl\ + R P AlCl + HCOONa/HCOOH =
- —_—
R Cl 0 CH,Cl, 1 110-130 T _—
N, (@] R (0]

R = Alk, Ar, Het-Ar

R! = Me, Et

Schema 2.15.

Un altro motivo per cui e stata scelta questa atradla sua facilita di
esecuzione: il processo consiste in una reazipoeriiedel-Craft tra un estere
acrilico e un cloruro acilico, sia alifatico cheoaratico, che porta alla
formazione della coppia isomerica dei due estefi e B,y-insaturi. Se

entrambi gli isomeri vengono messi in una soluziotempone di
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HCOONa/HCOOH contenente idrossilammina cloridraid@°C e poi I'acido
formico viene evaporato, si ottiene alla fine uémeosto solido che, dopo

purificazione, porta al prodotto desiderato (Sch@m#).

O
|

m "
a N -
R N (0]
— - /”\ AlCl, R © HO-NH,.HCI =
o) R Cl , T
CH,CI, + HCOONa =
m
=
R o~

HCOOH
110-130 T

b

26 R= Me
25a,b R= Me

28R =
27a,b R=

A
el
) Gk

3la,b R= 32R=

Schema 2.16: Nuova strategia sintetica per la sirgiedi idrossi-piridoni.

Le buone rese riportate in letteratlr® per entrambe le reazioni, ci hanno
incoraggiato ulteriormente nella sperimentaziomgueste procedure.

Per ottenere i composti di nostro interesse, cmaiaserviti del 3,3-
dimetilacrilato di metile24, prodotto commercialmente disponibile a basso
costo, come composto di partenzzhe e stato fatto reagire secondo le
condizioni di Friedel-Craft con alcuni cloruri dci| normalmente preparati
di fresco dai corrispondenti acidi per reazione oesalil cloruro e DMP®

In questo modo e stato possibile sintetizzare eldris alcuni esteri aventi in
posizione3 un raggruppamento metilico che in seguito a delizone diverra

il metile sulla posizione!l dell’anello piridonico; invece, in posizioriedella

catena, oltre alla funzionalita chetonica, si trowva sostituenti che, con la
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formazione dell'anello, diverranno i sostituenti posizione 6 sull’anello

idrossipiridonico.

2.4.1 Sintesi dei y-chetoesteri-a,3-insaturi (25, 27, 29 e 31).

La prima reazione che abbiamo deciso di provar¢ata da condensazione
dell’acrilato 24 con acetil cloruro. Sulla base di quanto detto appidea era
quella di ottenere un piridone che avesse la statbase di CPX ma che
contenesse due gruppi metilici sulle posizibei6 dell’anello.

Le prove sono state eseguite sublimando di fregd€ll; e preparando al
momento il cloruro acilico da sottoporre a reazidn&riedel-Craft. Il 3,3-
dimetilacrilato24 é stato aggiunto alla miscela di Al@& cloruro acilico in
diclorometano a temperatura ambiente e lasciatgiree@er 24h circa. |l
prodotto di reazione € stato poi purificato tramie@matografia flash
ottenendo una miscela di isomeri inseparabili coa vesa complessiva
dell’'86%.

Inaspettatamente nella miscela di isomeri il prom@tincipale € risultato
essere25c (Figura 2.1) anziché uno dei due atte¥da o 25b. Sono
inconfondibili i segnali dei protoni appartenentingetilene terminale Kle Hy
a0=5.11 e6=5.02 ppm e i due gruppi metilenicigl¢ H- a 6=3.30 €6=3.14
ppm tutti quanti risolti in singolettiAnche se questo sembrerebbe 'isomero
meno favorito essendo il meno coniugato, in realtajuesto caso e |l
prodotto principale come confermato, in effetticla@ da dati di letteratura

sebbene, senza spiegazioni al riguardo.
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Figura 2.1: Isomero dell’estere meno stabilizzato® e il suo spettroH-NMR i cui

segnali prevalgono su quelli degli altri isomeri famati.

La stessa procedura € stata usata per la sintgéi ideermedi 27a e b
precursori dell’analogo di CPX con un sostituestgpropilico in posizione 6.
La reazione tra il dimetilacrilato e il cloruro Bod dell’acido isopropilico
(anch’esso preparato con la procedura descritteasogn ossalil cloruro in
CH,CI,) ha condotto anche in questo caso ad un grezzmida stata isolata
una miscela di esterl{a 27b, 279 con una resa complessiva superiore al
60%.

Dunque anche questa reazione ha portato alla foomazdell’estere
contenente il doppio legame terminale non coniud&igura 2.2), sebbene
stavolta in misura equivalente agli altri due isom®ono infatti riconoscibili,
ancora una volta, i segnali dei protoni sul dodpgame terminale He Hy
pero=4.96 e56=4.86 ppm e i due gruppi metilenici adiacenti attesso doppio
legame, H e H;, che danno i singoletti&3.18 e6=3.02 ppm.
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Figura 2.2: Isomero dell’estere 27c e il suo spetirH-NMR insieme agli altri isomeri

formati.

Si e successivamente affrontata la preparazionk ekstgri29ae b, intermedi
necessari al fine di ottenere un piridone con wstis@ente 2-etilesilico sulla
posizione6 dell'anello. La scelta di questo tipo di sostitteee stata guidata
dal voler osservare come cambia lattivita dellalenola utilizzando un
gruppo alchilico a catena ramificata, capace di entarne la lipofilicita.
Questa infatti potrebbe ripercuotersi in una miglio capacita di
attraversamento della membrana cellulare e quimdi una maggiore
disponibilita intracellulare.

La reazione di alchilazione é stata svolta trametilacrilato24 e il cloruro di
2-etilesanoile commercialmente disponibile. In qoeaso é stato necessario |l

riscaldamento a riflusso per 12h per ottenere kEceta di esteri isomeri@9a
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e b con una resa del 28% dopo purificazione. Lo sp&trNMR del grezzo di
reazione rivela la formazione dell'isomero dell&st col doppio legame in
posizione terminal@9c come isomero maggioritario, a discapito degli altre
isomeri (Figura 2.3). Si riconoscono infatti andtavolta i soliti segnali di
singoletto dei protoni sul doppio legame termirtdjee Hy a6=5.09 e6=4.98
ppm e dei gruppi metilenici adiacenti all'insatucee H e H. a 6=3.32 e
6=3.16 ppm.

3.66

103
093
Hp
0.8 3 -
E ® O
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g E P o He Hy =2
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Chemical Shift (ppm)

Figura 2.3: Composto 29c e suo spettrti-NMR che evidenzia la concentrazione

superiore rispetto agli altri due isomeri.

Infine 'ultimo estere progettato € stato quelleqursore dell’analogo del CPX
con un sostituente fenilico in posizione 6. Pum@ppero la reazione tra
I'estere acrilico24 e il cloruro di benzoile (preparato con la sofi@cedura

con ossalil cloruro in C§Cl,) non ha offerto le rese sperate in analogia a
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guanto esposto sopra. Dopo tre giorni di riscalddame riflusso, sono stati
ottenuti gli esterBB1 con una resa complessiva del 7%. Ancora una oléa
verificata la formazione di una miscela dei treedsisomerici in cui il

maggioritario € quello col doppio legame in posieiderminale31c (Figura

2.4).

Cl

31c 31d

Figura 2.4: Struttura dei composti 31c e 31d.

La bassa resa in esteri e parzialmente spiegdtafdaihazione, in questo caso,
di altri sottoprodotti. Un’attenta analisH-NMR del grezzo di reazione,
seguita da separazione e purificazione, ha pernaissalividuare il prodotto
31d derivante dall'addizione di HCI sul doppio legarfféigura 2.4) come
confermato dall'analisiH-NMR e, soprattutto, GC-MS e ESI-MS. E’ possibile
che i lunghi tempi di reazione e [linevitabile peega di HCI siano i

responsabili della formazione di questo sottoprimdebn desiderato.

2.4.2 Sintesi dei piridoni (26, 28, 30 e 32).

Le miscele degli isomeri dej-chetoesterit,p-insaturi sono state quindi
sottoposte a trattamento con idrossilammina clatarin presenza di una
miscela di HCOONa/HCOOH, per ottenere cosi l'idqpissione finale. E’
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importante sottolineare un aspetto interessanteedtato verificato durante la
trasformazione dell’'ester2s al piridone26. Come abbiamo evidenziato nel
paragrafo precedente, y-chetoesteri:,f-insaturi vengono ottenuti come
miscele di isomeri in cui quello non coniugato @g@lmente maggioritario.
L’estere non coniugato non e teoricamente il premgr del piridone da noi
desiderato, pero il trattamento con idrossilamnenianalisi *H-NMR della
miscela di reazione dopo work-up, mostra la presetell’atteso prodotto
finale accanto ad una piccola quantita degli esteniugati da cui € pero
assente l'isomero maggioritarkbc E’ probabile che nelle condizioni basiche
dell'ambiente di reazione?25c tenda ad isomerizzare verso le due forme
coniugate piu stabili che successivamente reagisammn I'idrossilammina
portando alla formazione del prodotto di ciclizzaw. Dopo la purificazione é
stato possibile ottenere il primo analogo di CP& con una resa del 38%
(Figura 2.5).
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Figura 2.5: Spettro'H-NMR del composto 26.
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La stessa procedura € stata utilizzata per la paejpsme dell’anello piridonico
di 28 a partire dall’'ester@7. La minor reattivita degli este@7 ha richiesto
perd tempi di reazione piu lunghi e, come riportatdetteratura® I'aggiunta
di KOH in metanolo per favorire la chiusura. Dopo witeriore riflusso per
24h, work-up e purificazione cromatografica si &woito I'1-idrossi-4-metil-6-

(propan-2-il)piridin-2(H)-one28 con una resa del 21% (Figura 2.6).

Normalized Intensity
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Figura 2.6: Spettri 'H-NMR del composto 28.

Quando la stessa procedura e stata usata pergararene dei piridon30 e
32 a partire dagli ester29 e 31, si sono ottenuti decorsi e risultati diversi
rispetto ai casi precedenti. In entrambi i caspaloiscaldamento prolungato
(110°C per 24h) ed evaporazione dell’acido formgicg notata la formazione
delle ossime corrisponden80d e 32d (Figura 2.7). Per entrambe si e
ipotizzato che fosse possibile la trasformazionepnedotto piridonico finale

tramite trattamento basico con KOH in metanolo dhegffetti, avviene per
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formare il prodotta30 sebbene con basse rese (19%) ma non é efficada per

formazione del piridon82 che non e stato quindi ottenuto per questa via.

30d 32d

Figura 2.7: Ossime degli esteri di partenza di cusi deve favorire la formazione

dell'anello piridonico.

Vista I'impossibilita di accedere, per questa \dgpiridoni con un sostituente
aromatico, la stessa sequenza di reazioni € satatd anche con altri cloruri
acilici aromatici aventi caratteristiche elettrdmecdiverse. Purtroppo pero con
nessuno dei cloruri acilici indicati in Figura 2.8, sono ottenuti risultati
apprezzabili e utilizzabili per il nostro scopo, cke modificando le
temperature di reazione grazie all’'uso di un sdiatorurato piu altobollente

come I'1,1,1-tricloroetano.

S
Cl Cl Cl
Cl O
i |

Figura 2.8: Altri cloruri acilici aromatici sui qua li & stata provata la procedura.
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Per questo motivo si € deciso di cambiare nuovagnienstrategia di sintesi al
fine di ottenere analoghi strutturali della CPX twoenti un sostituente

aromatico.

2.5 Sintesi selettiva di  y-chetoesteri- B,y-insaturi.

Per riuscire a sintetizzare degli analoghi dellaxlogiroxolamina che
contenessero un sostituente aromatico nella pogifiei siamo visti costretti
a cambiare quindi completamente procedura di sitdegndo presente che il
passaggio da modificare, nella sequenza sopraiti@serla formazione det
chetoesteresp-insaturo che da rese bassisime o addirittura malecaso dei

cloruri acilici aromatici.

2.5.1 Retrosintesi.
L’analisi retrosintetica esemplificativa e illudigoer il piridone33 portante un
residuo fenilico in posizioné ed una catena alchilica in posiziofheE’ stata

ipotizzata una procedura retrosintetica compostsetta stadi (Schema 2.17).
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0 0 0 0 0
> 7 Sg > Z
> OH
34 3%

O ﬂ
A
OTBDMS = Z
OTBDMS OH

37 36

©/L \/\OTBDMS
OTBDMS

Schema 2.17: Retrosintesi del composto 33.

Secondo lo schema retrosintetico, il composto €&ng8 potrebbe essere
ottenuto con la stessa reazione di ciclizzazioree atbbiamo gia ampiamente
descritto in precedenza a partire 8& L'estere 34 si potrebbe facilmente
ottenere per esterificazione del corrispondentedaa@5, prodotto della
reazione di ossidazione dell’alcBb suo predecessore. L'alc8b sarebbe |l
risultato di una addizione con un cuprato sull’aldhchetone38 seguita da
deprotezione. Infin&8 verrebbe ottenuto per ossidazione dell’al8dla sua
volta accessibile per attacco nucleofilo del metallerivato del t-
butildimetilsililossi-1-butino41 sulla benzaldeidéO.
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2.5.2 Descrizione della procedura sintetica.

Sulla base dell’analisi retrosintetica sopra illati, la prima reazione
effettivamente svolta prevista da questa nuovategjia sintetica, € la
protezione del gruppo alcolico del composto alcdunéd2 disponibile
commercialmente. La reazione sfrutta una sostihgzioucleofila da parte del

t-butil-dimetil-cloro-silano (Schema 2.18).

OH t-BuMe,SiCl 0 /
//\/ imidazolo _ //\/ NG|
= THF = /
42 41

Schema 2.18: Protezione dell’alcol 42.

La reazione e molto semplice nellesecuzione e nichiede particolari
attenzioni, nel giro di 2-3h €& possibile ottenere maniera praticamente
quantitativa il prodotto desidera#? senza che si presenti la necessita di
particolari purificazionf® Il passaggio successivo & l'addizione nucleofila
dell'alcol protetto41 alla benzaldeidd0 (Schema 2.19).
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OTBDMS —
///\/ g \\

OTBDMS
41
38 18%
+
O OH
H
THF
N, NS
i OTBDMS
40 39 74%

Schema 2.19. Addizione nucleofila alla benzaldeide.

Y

Il primo tentativo di addizione nucleofila é stagdfettuato utilizzando |l
metodo A, ovvero tramite trasformazione dell’alchidd nel corrispondente
reattivo di Grignard per reazione di metallazioreteuata tramite reazione
con etilmagnesio bromuro (Schema 2.%9)e rese di questa reazione sono
state pero0 modeste. Inoltre inaspettatamenteodqito della reazione non e
stato I'alcol propargilicd39 bensi, come evidenziato tramite caratterizzazione
spettroscopica accurata, il corrispondente che88)grodotto di quella che
avrebbe dovuto essere la reazione successiva. duit@ea purificazione
cromatografica, il chetone e stato ottenuto conresa del 18%.

Al fine di incrementare le rese di reazione e atenl prodotto desiderato piu
puro, si & deciso di cambiare reattivo organomietalltilizzandon-butillitio
seguendo il metodB.®* Con questa procedura, si & potuto ottenere ilgitod
finale della reazione con un 74% di resa e senzataparsa di sottoprodotti
sgraditi. In questo caso il prodotto isolato € cstaffettivamente I'alcoB9 e

non il corrispondente chetone.

43



Il terzo passaggio della nuova procedura sintetm@vede I'ossidazione
dell'alcol 39 nel corrispondente chetongB-insaturo38, sul quale sara poi
possibile svolgere I'addizione di tipo 1,4.

Facendo uso di condizioni di reazione riportatéetteratura per un composto
simile al nostro (Schema 2.28)l'alcol 39 & stato ossidato con BaMa@h
circa 12h a temperatura ambiente per fornire itaie desiderat88 con una
resa del 60% dopo purificazione cromatografica.réazione di ossidazione

puo essere effettuata anche utilizzando Mo@h rese analoghe di chetone.

OH @)
BaMnO, |
\\ CH,CI, - \\
OTBDMS N, OTBDMS
r.t.
60%
39 38

Schema 2.20: Ossidazione dell’alcol 40.

La reazione successiva all'ossidazione €& quella aivesente la scelta del
sostituente che si vuole inserire nella posizidell'anello piridonico finale.
Questa € una tipica reazione di addizione nuckedfil tipo 1,4 sul chetone
alchinilico, effettuata tramite formazione situ di un cianocuprato di liti6*
La reazione € stata da noi provata solamente carcatena lineare-butilica
proveniente dal reattivo organometallico utilizzatm-BuLi, ma & ovviamente
estendibile ad un qualsiasi altro reattivo di omditio alchilico (Schema
2.21).

44



O CuCN
n-BuLi _—
\\ B OTBDMS
OTBDMS N 40T
3.5h
E/lZ
38 37

Schema 2.21: Addizione coniugata di tipo 1,4 sul chete insaturo.

La reazione € altamente regioselettiva se esegoitaun accurato controllo
delle condizioni di reazione ed in particolare ddgkkmperatura. 1l reattivo di
organorame deve essere preparato per aggiuntzehid di organolitio, alla
temperatura di -40°C, ad una sospensione di CuCNHIF. Al reattivo
generatoin situ viene poi aggiunto il chetone insaturo alla tempeeadi -
78°C. L’attenzione maggiore é richiesta nelle 3 swecessive in cui si deve
monitorare la reazione affinché la temperatura msatga sopra i -30°C
altrimenti avviene la rapida formazione di sottaotti che abbassano
drasticamente la resa della reazione.

In seguito alla purificazione € possibile ottenaren una resa del 64%, una
miscelaE/Z dei due isomeri,fB-insaturi non ulteriormente separabili. Dallo
spettro'H-NMR si notano i protoni metilenici Ha 6=2.84 €5=2.47 ppm ad
evidenziare la presenza di due isomeri (Figura. 28che gli altri protoni
metilenici adiacenti al doppio legameg Hlanno segnali diversi per i due
isomeri a6=2.59 e€6=2.35 ppm. | segnali dei protoni metilenici prossim
all'ossidrile protetto si risolvono in due triplesiovrapposti cosi come i protoni

vinilici Hp che danno due singoletti molto vicini fra loro.
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Figura 2.9: Spettro'H-NMR dei due isomeriE/Z di 37.

La rimozione del gruppo protettore € stata effetuautilizzando
tetrabutilammonio fluoruro in THF, come comunemenpertato in letteratura
(Schema 2.22%°

@] O
| — TBAF | —
OoTBDMS ————> OH
THF
0T
24h
37 36

Schema 2.22: Reazione di deprotezione dell’alcol .38
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La reazione € di facile esecuzione, ma necessitaoutrollo accurato della
temperatura poiché l'alcol da deproteggere pudnfeite dare eliminazione
del gruppo ossidrilico a fornire un sistema ad aedtaiugazione.

Dopo purificazione per via cromatografica si otédialcol 36 con una resa del
43%.

Lo step successivo prevede I'ossidazione dell’a&oal corrispondente acido
carbossilica35 (Schema 2.23).

| = OH Reattivo di Jones _ | = COOH
acetone

0T
24h

36 35

Schema 2.23: Reazione di ossidazione ad acido 35.

La procedura piu utilizzata in letteratura per qodggpo di substrati, fa uso di
derivati del cromo e il piti comune rimane semprealktivo di Jone%!

L’'ossidazione e stata quindi eseguita con reattivoJones, preparato in
laboratorio secondo una procedura fo® ha condotto alla formazione
dellacido carbossilico sebbene con bassa resa )28%concomitante

formazione di sottoprodotti.

La penultima reazione prevista dalla proceduraesoda e la formazione
dell'estere34 a partire dal corrispettivo acid@b ottenuto precedentemente.

Per evitare reazioni secondarie, come l'auto cosagone, si € deciso di
utilizzare un reattivo capace di svolgere selettigate e senza troppi rischi la

reazione di metilazione dell’acido, il trimetiléiliazometano in diclorometano
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anziché la procedura descritta in precedenza decluso dell’ossalil cloruro
(Schema 2.24%°

0] e) Me,SiCH,N, o) o)
P | MeOH | P -
OH CH,CI, @)
N2
0T
3h E/Z
35 34

Schema 2.24: Reazione di formazione dell’estere.

La reazione viene condotta a 0°C in un bagno daggho e dopo 3h porta alla
formazione di una miscela dei due esteri desidacaianto ad altri due isomeri
E/Z 34a provenienti da una migrazione del doppio legartistarno della

catena alifatica (Figura 2.10).

E/z
34a

Figura 2.10: Gli altri due isomeri dell’'estere 34 érmatisi con la reazione.

Questa ipotesi & stata confermata dalla registmazii uno spettrdH-NMR
NOESY dove e stato rivelato un effetto di tipo N@&il metilene adiacente al

chetone e il protone in posizioneo dell’anello aromatico (Figura 2.11).
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Figura 2.11: Spettro'H-NMR con NOESY del composto 34a.

La procedura utilizzata per la formazione dell'skgiridone corrispondente, e
la stessa precedentemente utilizzata per la foonaziei compos6, 28 e 30
doveviene messa a reagifatera miscela di isomeri cosi formati.

Le miscele degli isomeri dey-chetoesteri:,; e PB,y-insaturi sono state
sottoposte a trattamento con idrossilammina clat@rin presenza di una
miscela di HCOONa/HCOOH, al fine di ottenere I'tadsia-piridone finale.
La bassa reattivita degli est@8d4 e 34a dopo riscaldamento prolungato (110°C
per 24h) ed evaporazione dell’acido formico, hatgior ad una prima
formazione delle ossime corrisponder@Bb (Figura 2.12) e si € visto
necessario anche stavolta lI'aggiunta di KOH in meta per favorire la

chiusura. Dopo un ulteriore riflusso per 24h, wapk-e purificazione
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cromatografica si e ottenuto il 4-butil-1-idrossieéhilpiridin-2(1H)-one 33

con una resa del 21%.

Figura 2.12: Ossima degli esteri 34 e 34a.

Si e ottenuto in questo modo il prodotto fin@Rcon una resa complessiva del
0.7% in sette stadi.

2.6  Test biologici degli analoghi di CPX.

Nei laboratori del CIBIO di Trento, sono stati esi#igi test di efficienza
biologica della CPX fornita dalla Sigma-Aldrichdé alcuni composti suoi
analoghi: le molecole sintetizzate durante quesstorb di Tesi 26), (28), (30)

e la stessa CPX commerciale (Sigma-Aldrich). Ddte ka CPX commerciale
viene venduta come sale di etanolammina, probahilenper aumentarne la
solubilita in acqua, per paragonarne I'attivitalbgica di questo composto con
quelli da noi sintetizzati, e stato necessario iglare questo controione tramite
acidificazione ed estrazione in acetato di etilemindo da averne la forma

protonata come i compo&b, 28 e 30 da noi preparati.
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| test biologici sono stati effettuati preparand@soluzione madre di ciascuno
dei composti in DMSO seguita da una successivazdie nei terreni di
coltura. Sono stati condotti due esperimenti dgsgadella vitalita, ognuno dei
quali & stato svolto su due linee cellulari diver@HP134" e SiMa®®
utilizzando sei concentrazioni diverse per ogni posto testato. La prima é
una linea di cellule di neuroblastoma umano prometei dalla ghiandola
surrenale sinistra di un paziente di 18 mesi e satige verso la tirosina
idrossilasi. La seconda € un’altra linea celluldr@euroblastoma che riporta i
maggiori cambiamenti nei cromosomi associati conpilagnosi di questo
tumore come ad esempio I'amplificazione dellonaog®YCN e un alto
grado di differenziazione adrenergica che lo reondbanico strumento per
indagare sulla patologia e sulla terapia del ndastbma.

Fra le varie molecole testate e stato visto cleRX privata del suo controione
offre praticamente la stessa vitalita della celliggetto alla CPX commerciale
salificata, indice del fatto che I'etanolammina r@mpartecipe nel processo di
assorbimento del farmaco all'interno della cellula.

La sua molecola analo@® ha dimostrato avere una certa attivita in entrambe
le linee cellulari (Figura 2.12), purtroppo semgprderiore rispetto alla
molecola gia nota ed inoltre tale effetto vienegiagto a concentrazioni molto
alte della stessa.

Purtroppo anche il compos8 ha riportato un’attivita molto debole ed alla
concentrazione piu elevata in entrambe le linekeleel, mentre30 non ha mai
evidenziato la minima attivita.

| risultati di scarsa attivita degli analoghi del&®X da noi preparati possono
essere dovuti, oltre che ad una loro minore eficael diminuire la vitalita
cellulare, anche ad una loro minore capacita diregl ferro, nell'ipotesi che

I'attivita biologica di CPX e dei suoi analoghi degato a questo fenomeno.
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Per questo motivo si e voluto anche verificareilig@dei composti di chelare
il ferro intracellulare tramite il saggio della caina. Il saggio della calceina &
'esperimento che viene svolto per misurare ['abilidei composti di
complessarsi al ferro intracellulare. La acetosstilmcalceina, sostanza
profluorescente e substrato della P-glicoproteifayyg), viene fatta entrare
all'interno della membrana plasmatica delle celllbe viene idrolizzata dalle
esterasi in esso contenute a calceina, compostwefiocente che non € un
substrato della P-gp. Le cellule resistenti ai @ehn{MDR) che esprimono alti
livelli di P-gp, estruderanno la calceina-AM rapwente dalla membrana
cellulare prima che questa possa essere idroliziata esterasi a Calceina,
riducendo cosi I'accumulo di Calceina intracellalaun inibitore della P-gp
interferira  con questo meccanismo determinando wmeato della

fluorescenza. Anche questo saggio viene svolto sallda concentrazione di

100uM per tutte le molecole in questione e si € trovcte le due ciclopirox si

legano alla calceina intracellulare con quasidas efficacia (Figura 2.13).
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Figura 2.12: Andamento della vitalita cellulare peri composti analizzati nelle due linee
cellulari. —®— CPX (Sigma-Aldrich), —@— CPX desalificata, —#%— composto 26,
--%¥-- composto 28—~ composto 30.
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Figura 2.13: Saggio della calceina per i composthalizzati a diverse concentrazioni.

B CcPX (Sigma-Aldrich), llll CPX desalificata, Bl composto 261 composto 28,
1 composto 30.

Il composto30 non ha riportato nessun effetto legante, ment@mposti26 e

28 hanno riportato effetti opposti. Questi risultabisgono essere interpretati in
due modi: (i) i due compos#6 e 28 in realta operano tramite un meccanismo
d’azione diverso, anche se non ancora dimostrakile; i due composti
portano il ferro dentro la cellula essendone gid@urai. Un effetto negativo
analogo e stato infatti riscontrato quando le ¢elluengono trattate con
olotransferrina, un composto che rilascia il fedientro la cellula e che viene
quindi utilizzato per invertire I'effetto dei legawlel ferro.

Per verificare che i composti non fossero satwmaltiferro, sono stati eseguiti
degli esperimenti di microanalisi ed ESI-MS, e sblcomposto30 € risultato

positivo alla presenza del ferro sebbene in quantiideste.
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2.7  Misure di chelazione del Fe 3*.

Per verificare la differenza di affinita per il ferdei diversi composti da noi
sintetizzati, sono state eseguite misure di chetezidel ferro. Sia le misure
della costante di complessazione sia quelle dopextione, sono state eseguite
per titolazione potenziometrica secondo le condiziiportate in letteratur®’
Purtroppo é stato possibile tentare di eseguidi@nsente per la CPX (Sigma-
Aldrich).

Per poter calcolare la costante di complessaziegé @l-idrossie-piridoni col
Fe* & necessario conoscere anche la costante di pmitoe, K, del
composto in questione, poiché nella reazione diptessazione e presente

anche un equilibrio acido-base come mostrato selhema 2.25.

Ka
LH L +H"
Kl
L+M L"M

KZ

L'M+M LM,
K3

L'M,+M L™ M,

Schema 2.25.

Le titolazioni vengono svolte passando da pH basjiH acidi ed e stato visto
che la CPX commerciale precipita a pH acidi nonesapsi protona. Questa
scarsa solubilita e stata riscontrata anche nelisuran della costante di
complessazione col ferro, che ne ha impedito lauraisia per il prodotto
commerciale sia per quello da noi sintetizzato.

Con difficolta e stata misurata la costante di gmazione di CPX, che é
risultato avere un valore dkp=6.0 = 0.1.
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Probabilmente € necessario svolgere i test coneteisdroalcoliche per poter

trovare le condizioni ideali.
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3 Conclusioni.

In questo lavoro di tesi sono stati sintetizzapienamente caratterizzati tre
analoghi strutturali della ciclopiroxolamina, oveeztomposti appartenenti alla
classe degli 1-idrossi-piridoni-4,6-disostituiti. Le molecol@6, 28 e 30, che
possiedono sostituenti di tipo alifatico, sono estattenute attraverso una
strategia sintetica in due passaggi che si e tivdéile e veloce sebbene con
rese non soddisfacenti. Purtroppo questa stratiigintesi non si e rivelata
adatta per la preparazione di analoghi con sostittomatici sull’anello
piridonico inducendoci quindi a cambiare procecheala sintesi del composto
33, procedura che ha permesso di ottenere il commbstostro interesse con
rese modeste (0,7%). E’ ragionevole supporre alitetiore messa a punto di
alcuni passaggi, in particolare lo stadio di osaimi@e con il reattivo di Jones e

lo stadio finale di ciclizzazione, possono permreteh migliorare tale resa.

Le molecole26, 28 e 30 si sono rivelate meno efficaci nei test biologici
rispetto alla molecola gia nota CPX ma non e saatmra possibile condurre i

test anche sull'analogo contenente il sostituergmatico.

Sono tuttora in corso le misure sia di affinita tero sia di attivita chelante

intracellulare per la determinazione della lorocééhza.

Possibili sviluppi futuri potrebbero basarsi sulaodifica sia dei gruppi
sostituenti sia delle loro posizioni sull'anelloridonico con lo scopo di
migliorarne I'efficacia come farmaco e di aiutamla comprensione del loro

meccanismo di azione all'interno delle cellule tuaiio
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4 Parte Sperimentale.

4.1  Considerazioni generali.

4.1.1 Solventi e reagenti.

Tutte le reazioni con sostanze sensibili all'oss@e all’'umidita sono state
condotte secondo la tecnica di Schlenk in atmostierazoto ultrapuro

(UPP), utilizzando vetreria anidrificata a fammaatufa.

Il tetraidrofurano (THF) e stato distillato su sodinetallico in presenza di
benzofenone come indicatore. Il diclorometano {Clb) € stato distillato da
calcio idruro (Cak) e conservato sotto atmosfera inerte di azotosetacci

molecolari (MS 4A) attivati per 24 h per riscaldarteesotto vuoto.

N,N-dimetilformammide (DMF) anidra € stata acquista@fi& su setacci
molecolari (MS 4A) e sotto atmosfera inerte di azoTutti i reagenti
disponibili commercialmente sono stati acquistatiadSigma-Aldrich e Fluka
ed utilizzati senza nessun particolare trattamdritgere di petrolio utilizzato

aveva punto di ebollizione fra 40 e 60°C.

Per ottenere la temperatura di -78°C e stato métz un bagno di alcol etilico
ed azoto liquido.

4.1.2 Tecniche cromatografiche.

Le analisi cromatografiche sono state eseguite anégli cromatografia su
strato sottile (TLC), su lastrine con supporto linrainio stratificate con gel di
silice Merck 60 F254 (da 0.25 nm). Tutti i composintetizzati sono stati

rilevati usando una lampada U¥ £ 254 o 356 nm) e soluzioni di sviluppo a
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base di permanganato di potassio, tricloruro dirofefl) (Test degli
idrossammati), acido fosfomolibdico e molibdatoceirio e ammonio (Test

Pancaldi).

Le purificazioni sono state effettuate con la teandellaFlash Column
Chromatography, utilizzando come fase stazionaria gel di sili€e26(230-
400 mesh; Merck Kiesegel 60).

4.1.3 Spettroscopia di risonanza magnetica nucleare.

Gli spettri'H NMR e *C NMR sono stati registrati su strumenti della eseri
Varian Gemini 200 (frequenze di lavoro: 200MHz per il proe e 50 MHz per

il carbonio) o Varian Gemini 300 (frequenze di lew.0300 MHz per il protone
e 75 MHz per il carbonio). Alcuni spettri NMR sostati eseguiti su strumento
Varian Mercury 400 (frequenza di lavoro: 400MHz tpree, 100 MHz per il
carbonio). | valori dchemical shift sono stati espressi in ppm secondo la scala
8 e sono riferiti al picco residuo del solvente (QEG = 7.26 ppm pefH
NMR e = 77.16 ppm pet’C NMR). | valori delle costanti di accoppiamento
(J) sono espressi in Hz. Le abbreviazioni usatel@d significati sono |
seguenti: s (singoletto), d (doppietto), t (tripd¢t dd (doppietto di doppietti),
td (tripletto di doppietti), m (multipletto). | migbletti sono indicati come

intervalli.

4.1.4 Spettroscopia IR.

Gli spettri FT-IR sono stati registrati con uno ustento Perkin-Elmer

Spectrum BX nel range 4000-700 chton una risoluzione di 2 ¢

59



4.1.5 Spettrometria di massa.

Gli spettri ESI-MS sono stati ottenuti per infustodiretta della soluzione del
campione (concentrazione 10 ppm) utilizzando unmnento Thermo
Sientific LCQ-FLEET a trappola ionica e sono riportati ndbama m/z. Le
analisi GC-MS sono state eseguite con uno strum&himadzu QP5050A
utilizzando una colonna ZB-1HT (lunghezza 30m, dirm interno 0.25mm).
La cromatografia & stata effettuata mantenendolussd di 1.0 ml/min di
carrier alla pressione di circa 140 kPa. Il campidm uscita dalla colonna e
stato ionizzato con un potenziale di +1,50 kV. Blahalisi si riporta il tempo
di ritenzione dall'iniezione, la massa misuratmtdhsita relativa al picco

massimo.

4.2  Preparazione del 6-ciclopentil-4-metil-2H-piran-2-0  ne
(21).%

o) [(PPh.)AUCI]
| N — AQOT SN
N2
21%
20 20a 21

In un tubo Schlenknunito di agitatore magnetico e sotto atmosferatene
sono stati posti acido 2-butinoic@C% 45 mg; 0.53 mmol; 1 eq.), GBI, (2
mL), etinilciclopentano Z0a 251.8 mg; 2.12 mmol; 0.31 mL; 5 eq.; 0.812
g-mL?Y), cloro(trifenilfosfina)oro(l) (12.1 mg; 0.026 mm®.05 eq.) e argento
triflato (6.4 mg; 0.026 mmol; 0.05 eq.). La solumonera e stata lasciata sotto

agitazione per 24h. Il decorso della reazione o staonitorato mediante
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analisi TLC (SiQ; PE/AcOEt = 2/1). Il grezzo di reazione e stalivdio su gel
di silice, e la silice lavata con GEl, (3 x 5 mL). Il solvente & stato quindi
rmosso a pressione ridotta. E’ stato isolato uim ahcolore che é stato
purificato tramite cromatografia flash (PE/ACOEt3#£l) ottenendo 38.6 mg
(0.22 mmol) del compostdl. Resa %= 41%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 1.56 — 1.81 (m, 8H); 2.12 (s, 3H); 2.79.8%
(m, 1H); 5.85 (s, 1H); 5.93 (s, 1H).

MS (m/z): 178 (19.71); 163 (99.21); 135 (100.00)7 1(45.57); 107 (28.42); 91
(67.75); 79 (38.93).

4.3 Preparazione del (2E)-3-metil-5-0ssoes-2-enoato di
metile (25a) e del (2E)-3-metil-5-0ssoes-3-enoato d i
metile (25b) e del 3-metilidene-5-ossoesanoato dim  etile

(25¢).”°
i
+
COOMe @] AlCI, @]
>_ +/U\CIW> /lk)\/coo'\"e 250
NZ
+

86%

24 O
| 25¢
//L\/”\V/COOMe

In un tubo Schlenknunito di agitatore magnetico e sotto atmosferatene
sono stati posti CKCl, (4 mL), acido acetico (360 mg; 6 mmol; 1.7 eq.;51.0

g-mL?Y), ossalil cloruro (762 mg; 6 mmol; 1.7 eq.; 1.46%1L™") e una goccia
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di DMF anidra. Dopo I'immediata formazione di bolie stata lasciata sotto
agitazione per circa 1 ora. Viene fatto un contrslh TLC in seguito a un mini
quench in metanolo (SKOPE/ACOEt = 1/7) e quando si evidenzia la totale
conversione dell’acido in cloruro, € stata traséela soluzione tramite siringa
sotto atmosfera inerte, in un altro tubo Schlenkh&sso munito di agitatore
magnetico e tenuto sotto atmosfera diiil cui erano stati precedentemente
posti CHCI, anidro (4 mL) e AI{ (1219 mg; 9.24 mmol; 2.3 eq.). Dopo
qgualche minuto viene aggiunto 3-metil-2-butenoatmeltile 24; 0.4 mL; 458
mg; 4.02 mmol; 1 eq.; 0.916 g- ML La soluzione ha assunto una colorazione
giallo chiaro ed e stata tenuta sotto agitaziomdyita la notte. Il decorso della
reazione e stato monitorato mediante analisi TLO{SPE/AcOEt = 5/1). Una
volta verificata la quasi totale assenza del retmgen partenza, la miscela e
stata trasferita in una beuta da 100 mL contenactua (20 mL) alla
temperatura di 0°C. Le due fasi sono state separddefase acquosa € stata
estratta con C}Cl, (2 x 20 mL), mentre le fasi organiche riunite sono state
lavate con acqua (40 mL) e salamoia (40 mL). Dopdardicazione su
Na,SQ,, filtrazione e rimozione del solvente a pressiodetta, il grezzo di
reazione e stato purificato mediante cromatogréiéish (SiQ; PE/ACOEt =
8/1). Sono stati recuperati 125.8 mg (0.81 mmol)prbdotto (olio giallo

chiaro) come miscela di tre sterecisom@6d / 25b / 25¢ Resa % = 86%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) 5 (ppm): 1.92 253, d, J=1.9 Hz, 3H); 1.95 (d, J=1.9 Hz,
3H); 2.16 — 2.19 (m, 9H); 3.12 (s, 2H); 3.12b¢, s, 2H); 3.23 (s, 2H); 3.3@6C s,
2H); 3.65 — 3.67 (m, 9H); 5.02%G s, 1H); 5.11 25¢, s, 1H); 6.14 25b, s, 1H);
6.24 @53 s, 1H).

GC-MS (m/z): 141 (6.21); 124 (91.47); 109 (42.58% (100.00); 81 (23.00); 59
(28.98).
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4.4  Preparazione del 1-idrossi-4,6-dimetilpiridin-2(1H)  -one

(26).51
@)
25a
+ HONH,HCI CI)H
O HCOOH
MCOOM HEooNa N
e >
110-130 T _—
25b
+ 38%
@)
26

25¢c

In un pallone da 50 mL munito di agitatore magreesono stati introdotti la
miscela di ester25 (125 mg; 0.81 mmol; 1 eq.) e acido formico (1 mR2Q
mg; 26.52 mmol; 1.22 g-mfi). Dopo aver portato la soluzione alla temperatura
di 0°C, e stata aggiunta NaOH solida (429 mg; 1@ndol). Dopo il completo
scioglimento del’lNaOH, é stata aggiunta }0H-HCI (61 mg; 0.87 mmol; 1.1
eg.). E’ stata scaldata la reazione alla tempeaaatut10°C mantenendola sotto
agitazione per circa 2 ore. Dopo che l'analisi TMCM/MeOH =9 : 1) ha
evidenziato la totale conversione del materialpatienza, € stata scaldata la
miscela gradualmente fino alla temperatura di 130fi@0 a completa
evaporazione dell’'acido formico. La miscela sol@lastata cosi diluita con
acqua e dopo estrazione della fase acquosa contAlE&si organiche riunite
sono state lavate con acqua e salamoia e anideifisa NaSO,. Dopo
filtrazione e rimozione del solvente e stato ismkam olio di colore arancio che

e stato purificato per cromatografia flash (SiIOCM/MeOH = 35/1). Sono
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stati isolati 8 mg (0.058 mmol) di un olio aranaotorrispondente al prodotto
26. Resa % = 38%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 2.18 (s, 3H); 2.44 (s, 3H); 6.21 (s, 1H%%(s,
1H).

3C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 17.6; 21.0; 109.8; 112.0; 143.5; 144.7;.958

ESI-MS: 140.07 [M+1] teorico; 140.04 [M+1]sperimentale.

4.5 Preparazione del (2E)-3,6-dimetil-5-0ssoept-2-enoat o di
metile (27a), del (2E)-3,6-dimetil-5-0ossoept-3-enoa to di
metile (27b) e del 6-metil-3-metilidene-5-ossoeptan  oato
di metile (27¢). >°

. __COOMe 274

= COOMe 27b

CoOoMe 2™

\(()
@)
@)
<
+('D
0
9|>
o |2
—O —O —O
— 4+ +

In un tubo Schlenknunito di agitatore magnetico e sotto atmosferatene
sono stati posti CkCl, (4 mL), acido isobutilico (616 mg; 7 mmol; 1.7 eq.;
0.95 g-mLY), ossalil cloruro (889 mg; 7 mmol; 1.7 eq.; 1.453nL") e una

goccia di DMF anidra. Dopo I'immediata formazioniebdlle, & stata lasciata
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sotto agitazione per circa 1 ora. E’ stato fattacantrollo su TLC in seguito a
un mini quench in metanolo (SiOPE/AcOEt = 1/7) e quando viene
evidenziata la totale conversione dell'acido inrgio, e stata trasferita la
soluzione in un altro tubo Schlenk anch’esso muditagitatore magnetico e
tenuto sotto atmosfera di,Nh cui erano stati precedentemente post,ClH
anidro (4 mL) e AIC (1219 mg; 9.24 mmol; 2.3 eq.). Dopo qualche miraito
stato aggiunto 3-metil-2-butenoato di meti®;(0.5 mL; 458 mg; 4.02 mmol;
1 eq.; 0.916 g-mit). La soluzione ha assunto una colorazione giatenso
ed e stata mantenuta sotto agitazione per tuttatta. Il decorso della reazione
e stato monitorato mediante analisi TLC (Si®E/AcOEt = 18/1). Una volta
verificata la quasi totale assenza del reagenfgadenza, la miscela e stata
trasferita in una beuta da 100 mL contenente a2fuanlL) alla temperatura di
0°C. Le due fasi sono state separate e la faseosage stata estratta con
CH.CI, (2 x 20 mL), mentre le fasi organiche riunite sono staieate con
acqua (40 mL) e salamoia (40 mL). Dopo anidrificae su NgSO,,
filtrazione e rimozione del solvente a pression®tta, € stato isolato un olio
verde oliva che e stato purificato mediante crogafa flash (SiG,
PE/AcOELt = 20/1). Sono stati recuperati 458 mg9q2mnol) di prodotto (olio

giallo) come miscela di tre stereocisom@7é / 27b / 27% Resa % = 62%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 0.97 — 1.08 (m, 18H); 1.687a d, J=1.7 Hz,
3H); 2.07 R7b, d, J=1.7 Hz, 3H); 2.44 — 2.64 (m, 3H); 3.@&Y¢ s, 2H); 3.2027¢,

s, 2H); 3.56 — 3.59 (m, 9H); 4.927G s, 1H); 5.0027¢ s, 1H), 6.1127b, s, 1H);
6.20 @73 s, 1H).
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4.6  Preparazione del 1-idrossi-4-metil-6-(propan-2-il)p iridin-
2(1H)-one (28).**

@)
| X~ _COOMe
27a
+
o HONH,HCI CI)H
HCOOH N o
~
| _ COOMe HCOONa _
110-130 T _—
27b
+ 21%

O | 28

In un pallone da 100 mL munito di agitatore magreesono stati introdotti la
miscela di esteri7) (458 mg; 2.49 mmol; 1 eq.) e acido formico (1 mR2Q
mg; 26.52 mmol; 1.22 g-mfl). La soluzione & stata portata alla temperatura di
0°C ed e stata aggiunta NaOH (429 mg; 10.74 mniadpo il completo
scioglimento di NaOH, é stata aggiunta JCHH- HCI (190 mg; 2.73 mmol; 1.1
eg.). Dopo 24h e stata aggiunta alla miscela diioeea KOH (244 mg; 4.37
mmol; 5 eq.) e la soluzione ottenuta, di colordlgiscuro, e stata portata alla
temperatura di 110°C mantenendola sotto agitazy@neirca 6 ore. Dopo che
dall'analisi TLC (DCM/MeOH = 9 : 1) e stata evidésta una buona
conversione del materiale di partenza, e statalatzla miscela gradualmente
fino alla temperatura di 130°C, fino a completa pprazione dell’acido
formico. La miscela solida é stata cosi diluita @ogua e CKCl, e dopo
estrazione della fase acquosa con AcOEt, le famroche riunite sono state

lavate con acqua e salamoia e anidrificate suS8a Dopo filtrazione e
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rimozione del solvente é stato isolato un olio dioce arancio che e stato
purificato per cromatografia flash (SIODCM/MeOH = 30/1). Sono stati
isolati 87 mg (0.52 mmol) di un olio di colore acemscuro corrispondente al
prodotto £8). Resa % = 21%.

'H-NMR (300 MHz, CDCY) & (ppm): 1.27 (d, J=6.6 Hz, 6H); 2.17 (s, 3H); 2(8%
1H); 5.90 (s, 1H); 6.21 (s, 1H).

3C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 21.5 (x2); 21.7; 31.9; 104.7; 115.6; 153.4,
154.2; 165.5.

ESI-MS: 168.10 [M+1] teorico; 168.12 [M+1] sperimentale.

4.7  Preparazione del (2E)-6-etil-3-metil-5-0ossodec-2-en  oato
(29a) di metile, del (2E)-6-etil-3-metil-5-ossodec- 3-
enoato di metile (29b) e del 6-etil-3-metilidene-5-
ossodecanoato di metile (29¢). *°

O
X _COOMe
+ 29a
O
Cl >
CH,CI,
+ 29b
28%
O
COOMe

29c
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In un tubo Schlenknunito di agitatore magnetico e sotto atmosferatendi
Ny, sono stati posti C}€l, anidro (8 mL) e AIC{ (1219.7 mg; 9.24 mmol; 2.3
eq.) e 2-etilesanoil clorur®9d; 911.7 mg; 5.6 mmol; 1.4 eq.; 0.94 g-ML
Dopo qualche minuto € stato aggiunto 3-metil-2-bagto di metile Z4; 0.5
mL; 458 mg; 4.02 mmol; 1 eq.; 0.916 g-MLLa soluzione ha assunto una
colorazione verde ed ¢ statatenuta sotto agitazien¢utta la notte. Il decorso
della reazione e stato monitorato mediante and@li€ (SiO,; PE/ACOEt =
18/1). Una volta verificata la quasi totale assetelareagente di partenza, la
miscela e stata trasferita in una beuta da 100 enteniente acqua (20 mL) alla
temperatura di 0°C. Le due fasi sono state separddefase acquosa € stata
estratta con CCl, (2 x 20 mL), mentre le fasi organiche riunite sono state
lavate con acqua (40 mL) e salamoia (40 mL). Dopdardicazione su
Na,SQ,, filtrazione e rimozione del solvente a pressiddetta, e stato isolato
un olio arancio scuro che é stato purificato megi@nomatografia flash (S¥D
PE/AcOEt = 10/1). Sono stati recuperati 270 mg3Irimol) di prodotto (olio
verde smeraldoP0a / 29b / 29E Resa % = 28%.

'H-NMR (300 MHz, CDC4) & (ppm): 0.81 — 0.88 (m, 18H); 1.16 — 1.32 (m, 12H);
1.44 — 1.64 (m, 12H); 1.96 (m, 3H); 2.17 (m, 3HLBR9a s, 2H); 3.16 29¢ s,
2H); 3.23 9b, s, 2H); 3.3229¢ s, 2H); 3.66 — 3.70 (m, 9H); 4.989¢G s, 1H);
5.09 @96 s, 1H); 6.16293a, s, 1H); 6.2429b, s, 1H).
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4.8 Preparazione del 6-(eptan-3-il)-1-idrossi-4-metilpi  ridin-
2(1H)-one (30).**

O
. _COOMe
29a
+

HONH,HCI ?H

O HCOOH N. _O

| P COOMe HCOONa R
110- 130 T _

29b
18%

30

COOMe

In un pallone da 50 mL munito di agitatore magreesono stati introdotti la
miscela di ester29 (270 mg; 1.13 mmol; 1 eq.) e acido formico (1 mR2Q
mg; 26.52 mmol; 1.22 g-ml). E’ stata portata la soluzione alla temperatira d
0°C e sono state aggiunte le pasticche di NaOH (48910.74 mmol). Dopo

il completo scioglimento di NaOH, e stata aggiuNta,OH-HCI (87 mg; 1.25
mmol; 1.1 eq.). Dopo 24 ore sono stati aggiuna atiscela di reazione KOH
(691 mg, 12,35 mmoli; 5 eq) e metanolo (2mL). L&usone € stata quindi
mantenuta riflusso per 12 ore. Dopo che dall'andlisC (DCM/MeOH = 20 :

1) e stata evidenziata una buona conversione driaig di partenza, e stata
scaldata la miscela gradualmente fino alla tempexatli 130°C, fino a
completa evaporazione del metanolo e dell’acidefon. La miscela solida e
stata cosi diluita con acqua e £H) e dopo estrazione della fase acquosa con

AcOEt, le fasi organiche riunite sono state lavad® acqua e salamoia e
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anidrificate su Ng50,. Dopo filtrazione e rimozione del solvente e stato
isolato un olio di colore verde scuro che e statdfigato per cromatografia
flash (SiQ; DCM/MeOH = 30/1). Sono stati isolati 47 mg (0.2inol) di un

olio e di colore giallo corrispondente al proddi30). Resa % = 18%.

'H-NMR (300 MHz, CDC4) § (ppm): 0.78 — 0.88 (m, 6 H); 1.13 — 1.28 (m, 4H}5
—1.73 (m, 4H); 2.11 (s, 3H); 2.16 — 2.30 (M, 1510 (s, 1H); 5.91 (s, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 11.7 (x3); 13.8 (x3); 22.5 (x3); 26.0 (x2D.5
(x2); 32.4 (x2); 46.2; 106.3; 110.5; 155.9; 163.87.2.

ESI-MS: 224.16 [M+1] teorico; 210.17 sperimentale.

4.9  Preparazione del 4-[(1-t-butil-1,1-dimetilsilil)-os  si]-but-
1-ino (41). *®

t-BuMe,SiCl (1.2 eq.)

o o) /
OH imidazolo (2.4 eq.) N
- / Si
///\/ — //\/ / )<

97%
42 41

In un pallone da 100 mL munito di agitatore magreesono state messi 3-
butin-1-olo @2; 1 mL; 926 mg; 13.2 mmol; 1 eq.; 0.926 g-MLTHF anidro

(20 mL), imidazolo (2160 mg; 32 mmol; 2.4 eq.) efine t-butildimetilsilil

cloruro (2392 mg; 15.84 mmol; 1.2 eq.). La solueiggassa immediatamente
da incolore a bianco lattiginoso. La reazione éasenuta sotto agitazione per
12h. Dopo scomparsa del prodotto di partenza,dakzzp di reazione e stato
filtrato su vetro sinterizzato contenente 1 cm eli @) silice. Il residuo e stato

lavato con EO (3 x 15 mL). Le fasi organiche sono state riueité solvente
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rimosso. E’stato recuperato un liquido giallo lineothel peso di 2.36 g (12.85
mmol) corrispondente al prodotto desiderdio Resa % = 97%. Il prodotto e

stato utilizzato nella reazione successiva seligaare purificazione.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 0.06 (s, 6H); 0.88(s, 9H); 1.94 (bs. s.;1H38
(m, 2H); 3.73 (t, J=7.1 Hz, 2H).

3C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): -5.3 (x2); 23.6 (x3); 25.8; 27.2; 60.8; BO.
93.7.

4.10 Preparazione del 5-[(1-t-butil-1,1-dimetilsilil)-os  si]-1-

fenilpent-2-in-1-olo (39).

4.8.1 Metodo A.%°

O] O]

OTBDMS EtMgBr (1.2 eq.)
H—m >
///\/ + THF \\
-78C OTBDMS
NZ
1.2 (ea) 18%
41 40 38

In un tubo Schlenk munito di agitatore magneticestato introdotto 4-
butildimetilsililossibut-1-ino 41, 740 mg; 4 mmol; 1 eq.), THF anidro (12 mL)
ed etilmagnesio bromuro (soluzione 1 M in THF; 8leiL; 1436 mg; 10.8
mmol; 2.7 eq.) alla temperatura di 0°C sotto atewasinerte per circa 45 min.
E’'stata raffreddata la soluzione a -78°C ed e sigtaunta la benzaldeidd
0.97 mL; 1018 mg; 9.6 mmol; 2.4 eq.; 1.045 g-Micéh THF (3 mL) e la

soluzione e divenuta giallo pallido. La miscelaehzione € stata lasciata sotto
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agitazione per 12h a temperatura ambiente. Il decdella reazione e stato

monitorato mediante analisi TLC (SIGPE/AcOEt = 8/5). Una volta verificata

la scomparsa del reagente di partediaalla miscela e stata aggiunta una
soluzione satura di NA€I e i componenti organici sono stati estratti e@OEt

(2 x 20 mL), e le fasi organiche riunite sono state tev@n salamoia (2 x 20

mL). Dopo anidrificazione su N8Q,, filtrazione e rimozione del solvente a
pressione ridotta, € stato isolato un olio gialkmre che é stato purificato

mediante cromatografia flash (SIGPE/ACOEt = 45/1). Sono stati recuperati
209 mg (0.72 mmol) di prodotto (liquido giallo pdth) 38 Resa % = 18%.

4.8.2 Metodo B.%*

O OH

OTBDMS | n-BuLi (1.4 eq.)
+ H ——
///\/ THF \\
-78C OTBDMS
NZ
1.2 (eq.) 74%
41 40 39

In un tubo Schlenk munito di agitatore magneticeoto atmosfera inerte, e
stato introdotto 4-butildimetilsililossibut-1-ino 41, 613 mg; 3.33 mmol; 1 eq.)
e THF anidro (10 mL). E’stata raffreddata la saumd a -78°C ed é stato
aggiunto iln-butillitio (soluzione 1.6 M in esano; 3 mL; 298 m7 mmol; 1.4
eq.), la soluzione passa da incolore a giallo sthi& lasciata circa un’ora sotto
agitazione facendo attenzione che la temperatura sabga sopra gli 0°C.
E'stata nuovamente raffreddata la soluzione a -78GCstata aggiunta la
benzaldeide40; 0.4 mL; 424 mg; 4 mmol; 1.2 eq.; 1.045 g-hch THF (1.2
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mL). La soluzione diventa color giallo scuro. Lasoela di reazione e stata
mantenuta in agitazione per 12h a temperatura antebidl decorso della
reazione e stato monitorato mediante analisi TLO{SPE/AcOELt = 6/1). Una
volta verificata la quasi totale assenza del remgdnpartenza, alla miscela e
stata aggiunta una soluzione satura diGlH | componenti organici sono stati
estratti con AcOEt (2 20 mL), e le fasi organiche riunite sono state tawan
salamoia (2 x 20 mL). Dopo anidrificazione sw8@,, filtrazione e rimozione
del solvente a pressione ridotta, e stato isolatolio giallo scuro che e stato
purificato mediante cromatografia flash (SI®E/AcOEt = 45/1). Sono stati
recuperati 701 mg (2.42 mmol) di prodotto (liqumiallo pallido)39 Resa % =
74%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) 5 (ppm): 0.06 (s, 6H); 0.92 (s, 9H); 2.49 (m, 2HY'S
(t, J=7.1 Hz, 2H); 5.41 (s, 2H); 7.27 — 7.41 (m)3H57 — 7.59 (m, sH).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 5.3 (x2); 18.2; 23.6 (x3); 25.8; 62.3; §588.2;
93.7;128.4; 129.6 (x2); 130.6; 141.1.
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4.11 Preparazione del 5-[(1-t-butil-1,1-dimetilsilil)-os  si]-1-
fenilpent-2-in-1-one (38).

OH O
BaMnO, (10.4 eq.) |
\\ CH,CI, - \\
OTBDMS N, OTBDMS
rt.
39 60% 38

In un tubo Schlenk munito di agitatore magnetictereuto sotto atmosfera
inerte, sono stati introdotti I'alcdd9 (701 mg; 2.42 mmol; 1 eq.), Gal,
anidro (50 mL) e BaMn©Q(6436 mg; 25.14 mmol; 10.4 eq.) ed e stata lasciat
sotto agitazione per tutta la notte. Il decorsdadetazione €& stato monitorato
mediante analisi TLC (SK) Pentano/AcOEt = 8/1). Una volta verificata la
scomparsa del reagente di partenza, e statadilteatniscela di reazione su
Celite e sono stati fatti lavaggi con &F, (3 x 10 mL). Dopo rimozione del
solvente a pressione ridotta, e stato isolato inw@rde che é stato purificato
mediante cromatografia flash (SIGPE/AcOEt = 40/1). Sono stati recuperati
418 mg (1.45 mmol) di prodotto (liquido giallo pdth) 38 Resa % = 60%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 0.1 (s, 6H); 0.92 (s, 9H); 2.72 (t, J=6.8, H
2H); 3.88 (m, 2H); 7.47 — 7.50 (m, 3H); 7.58 — 7(60J=7.1 Hz, 1H); 8.16 (d, 7.7
Hz, 2H).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) § (ppm): 5.3 (x2); 18.2; 23.6 (x3); 25.8; 60.8; 8§®3.7;
128.4; 129.6 (x2); 133.9 (x2); 178.0.

GC-MS (m/z): 231(43.56); 201 (98.64); 145 (83.2I05 (95.12); 75 (43.70).
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IR (cmi): 2957; 2929; 2857; 2238; 2206; 1642; 1598; 138(°2; 1450; 1387; 1101;
1007.

4.12 Preparazione del (2E/Z)-3-[(1-t-butil-1,1-dimetilsi  lil)-2-
ossietil]-1-fenilept-2-en-1-one (37).

O CuCN (1,1 eq.) O
n-BulLi (1,2 eq.) | _—
\\ THE OTBDMS
OTBDMS N, -40°C
3.5h
64% E/Z
38 37

In un tubo Schlenk munito di agitatore magneticcstata preparata una
soluzione di CuCN (257 mg; 2.86 mmol; 1.1 eq.) eTahidro (25 mL) sotto
atmosfera inerte alla quale e stato aggiumBuLi (soluzione 1.6 M in esano;
1.78 mL; 2.86 mol; 1.1 eq.) alla temperatura di°@0Dopo circa 15 minuti,
alla soluzione incolore é stato aggiund® (750 mg; 2.6 mmol; 1 eq.)
precedentemente solubilizzato in THF anidro (6.5 @al-78 °C. La miscela
rosso ruggine € stata lentamente scaldata a -4@Guéa sotto agitazione per
3.5 ore. E’'stato aggiunto quindi un ugual volumeuda soluzione satura di
NH,CIl ed e stata estratta la fase acquosa ce® E2 x 15 mL) e le fasi
organiche riunite sono state lavate con salamompoDanidrificazione su
Na,SQ,, filtrazione e rimozione del solvente a pressiddetta, e stato isolato
un olio scuro che é stato purificato mediante crografia flash (SigQ
PE/AcOELt = 60/1). Sono stati recuperati 860 mgg2wmol) di prodotto (olio

incolore)37 come miscela inseparabile di isométi4). Resa % = 95%.
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'H-NMR (300 MHz, CDC4) § (ppm): 0.07 (s, 12H); 0.88 (s, 9H); 0.90 (s, 9615 —
1.01 (m, 6H); 1.35 — 1.41 (m, 4H); 1.49 — 1.55 4H); 2.34 (t, J=7.7 Hz, 2H); 2.47
(t, J=6.6 Hz, 2H); 2.59 (m, 2H); 2.84 (t, J=6.6 H]); 3.84 (m, 4H); 6.75 (d, J=8.2
Hz, 2H); 7.44 (m, 2H); 7.53 (m, 1H); 7.93 (m, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 13.9 (x2); 18.2; 22.5; 23.0; 25.9 (x3); BRO.
32.9; 36.4; 41.8; 61.6; 120.9; 128.1 (x2); 1282)(132.2; 139.2; 160.8; 191.1.

GC-MS (m/z): 346 (1.77); 289 (78.50); 259 (17.58)4 (11.16); 185 (50.57); 103
(83.56); 75 (100.00).

4.13 Preparazione degli (2E/Z)-3-(2-idrossietil)-1-fenil  ept-2-
en-1-oni (36). %

O (@)
_— TBAF (1.1 eq.) | —
OTBDMS > OH
THF
0T
24h
37 43% 36

In un pallone da 100 mL munito di agitatore mageeé stata posta la miscela
di 37 (321 mg; 0.93 mmol; 1 eq.), THF (5 mL) e TBAF (26ig; 1.02 mmol;
1.1 eqg.) a 0°C per circa un'ora e mezzo e la soheisi colora di giallo.
E’'stata portata la soluzione a temperatura ambiedt@ stata lasciata sotto
agitazione per tutta la notte. E’stata estratfase organica con AcOEt (2 x 10
mL) e salamoia (2 x 10 mL) e dopo anidrificazioneNaSQ;, filtrazione e
rimozione del solvente a pressione ridotta, € s&ifato un olio giallo che e
stato purificato mediante cromatografia flash (SIPE/ACOEt = 14/1). Sono
stati recuperati 100 mg (0.4 mmol) di prodotto dajiallo) come miscela di
isomeri E/Z) di 36. Resa % = 43%.
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'H-NMR (300 MHz, CDC}) § (ppm): 0.92 (t, J=7.1, 6H); 1.38 — 1.53 (m, 4HB5L—
1.75 (m, 4H); 2.50 — 2.64 (m, 4H); 3.80 — 3.90 @#Hl); 6.51 (s, 1H); 6.76 (s, 1H);
7.31—7.63 (m, 6H); 7.91 — 7.95 (m, 4H).

3C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 16.8; 23.0; 30.9; 32.6; 41.8; 60.5; 124.27.9
(x2); 128.3 (x2); 139.0; 159.8; 191.7.

GC-MS (m/z): 231 (45.46); 202 (100.00); 172 (18:04)6 (25.41); 78 (18.44).

4.14 Preparazione degli acidi (2E/Z)-3-(2-0ss0-2-
feniletiliden)-eptanoici (35). **

Z O _ Reattivo di Jones (1.4 eq.) = COCH

acetone
ocT
24h

36 35
32%

In un pallone da 100 mL munito di agitatore magiee#@ contenente la miscela
di 37 (240 mg; 1 mmol; 1 eq.) in acetone (3 mL) é stas&to goccia a goccia
il reattivo di Jones preparato di fresco (soluzi@¥e M in acqua; 0.525 mL;
1.4 mmol; 1.4 eq.) alla temperatura di 0°C e laidohe diventa subito verde
oliva chiaro. La miscela e stata tenuta sotto amitee per tutta la notte. Alla
miscela di reazione e stato quindi aggiunto un bigolame di isopropanolo ed
e stata diluita con un altro volume d’acqua. Ivsolte organico € stato rimosso
a pressione ridotta. E’stata estratta quindi lacelescon BEO (2 x 10 mL) ed e
stata lavata con una soluzione satura di Nagi@G 10 mL). La fase acquosa
di lavaggio e stata quindi riacidificata con un&ugmne 3 N di HCI fino a pH
= 3 e lavata con ED (2 x 20 mL). Dopo anidrificazione su p&0,, filtrazione

e rimozione del solvente a pressione ridotta, éostacuperato un olio
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verdastro che e stato purificato mediante cromatagflash (SiQ; PE/AcOEt
= 2/1) ottenendo cosi 80 mg (0.32 mmol) come misdeseparabili degli
isomeri E/Z) di 35. Resa % = 32%.

La soluzione contenente il reattivo di Jones eagta¢parata sciogliendo CyfO
(1.25 g; 12.5 mmol) in 80O, concentrato (soluzione al 98%; 1.25 mL; 1.842
g-mol*) in un pallone da 50 mL munito di agitatore magmetQuando & stato
completamente disciolto, € stata versata la sahezio un altro pallone munito
di agitatore magnetico e acqua (3.75 mL) a 0°C. soduzione diventa

immediatamente rosso-arancio.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) 5 (ppm): 0.88 - 0.95 (m, 6H); 1.25 — 1.55 (m, SHB®
—2.68 (M, 2H): 2.86 (t, J=6.2 Hz, 2H); 3.30 (s)46182 (s, 1H); 6.98 (s, 1H); 7.42 —
7.58 (m, 6H); 7.91 — 7.96 (m, 4H).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 13.6; 22.6; 30.0; 32.4; 42.9; 124.6; 1282);
128.2 (x2); 132.4; 138.2; 152.5; 175.8; 191.1.

ESI-MS: 247.3 [M+1] teorico ; 247.1 [M+1] sperimentale.
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4.15 Preparazione degli (3E/Z)-3-(2-0sso-2-feniletiliden e)-
eptanoati di metile (34) e (3E/Z)-3-butil-1-fenilep  t-3-ene-
1,5-dione (34a). *°

@) (0) Me,SIiCH,N, (5 eq.)

P MeOH
OH CH,Cl,

N2

0T

3h

35

In un tubo Schlenk munito di agitatore magneticstata messa la soluzione
contenente la miscela di isomeri2b (80 mg; 0.32 mmol; 1 eq.) in DCM (1
mL) e MeOH (1 mL) anidri in cui & stato gocciolatanetilsiliidiazometano
(soluzione 2 M in BD; 0.8 mL; 1.6 mmol; 5 eq; 0.773 g-ritpla 0°C e sotto
atmosfera inerte. La soluzione verdastra é statatdesotto agitazione per circa
un’ora. Dopo che da un controllo su TLC (PE/AcCOEt24) era stata
evidenziata la scomparsa del prodotto di partenteafermazione di un solo
altro prodotto, e stato aggiunto alla miscela @izrene un ugual volume di
acido acetico glaciale. La miscela é stata quirnlditd con AcOEt (10 mL) e
lavata prima con una soluzione 5 M di NaOH (2 xnl0 e successivamente
con una soluzione satura di NaH£@ x 10 mL) ed infine con salamoia (2 x
10 mL). Dopo anidrificazione su N&Q,, filtrazione e rimozione del solvente a
pressione ridotta, e stato isolato un olio giabhe @ stato purificato mediante
cromatografia flash (Si) PE/ACOEt = 9/1). Sono stati recuperati 24 mg40.0

mmol) di prodotto34 come miscela inseparabile degli isomEfZ e 26 mg
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(0.1 mmol) di prodott@®4a come miscela inseparabile degli isontei. Rese
% = 28% in34 e 31% in34a

'H-NMR (300 MHz, CDC}) § (ppm): 0.87 — 0.98 (m, 12H); 1.25 — 1.56 (m, 16H);
2.21 — 2.35 (m, 8H34); 2.36 — 2.41 (m, 4H344); 3.21 (s, 2H344); 3.26 (s, 2H,
344); 3.55 — 3.61 (M, 12H); 5.734a, s, 1H): 5.94344, s, 1H); 6.9134, s, 1H); 6.98
(34, s, 1H); 7.27 — 7.55 (m, 6H); 7.86 — 8.01 (m, 4H).

3C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 13.8 84, 344a); 21.2 B4); 22.3 B4a); 23.1 B4);
29.2 B4a); 39.2 B4a); 39.4 B4); 42.2 B4a); 42.7 B4); 51.0 B4a); 52.1 B4); 117.6
(343); 119.2 B4); 128.1 B4a x4); 128.5 84, x4); 132.1 84); 133.0 B4a); 136.9
(34a); 140.0 B4); 156.9 B44a); 166.8 84, 34a); 171.0 B4); 196.4 B4, 344).

GC-MS (m/z): 260 (1.85); 228 (5.13); 199 (2.19):7168.29); 105 (100.00); 77
(33.41).
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4.16 Preparazione del 4-butil-1-idrossi-6-fenilpiridin-2 ~ (1H)-

one (33).**
I
= COOMe
HONH,HCI C|)H
HCOOH N 0
HCOONa Z
34 + -
110-130 T _—
21%
@)
| X COOMe

33

34a

In un pallone da 10 mL munito di agitatore magreesono stati introdotti la
miscela di ester84 e 34a(50 mg; 0.19 mmol; 1 eq.) e acido formico (1 mL;
1220 mg; 26.52 mmol; 1.22 g-mM)L Dopo aver portato la soluzione alla
temperatura di 0°C, sono state aggiunte le pagtidciNaOH (429 mg; 10.74
mmol). Dopo il completo scioglimento di NaOH, étataggiunta NKOH- HCI
(15 mg; 0.2 mmol; 1.1 eq.). Dopo 24 ore sono stggiunti alla miscela di
reazione KOH (53 mg, 0.95 mmoli; 5 eq) e metan@ml(). La soluzione e
stata quindi mantenuta riflusso per 12 ore. Dope dall’analisi TLC
(DCM/MeOH = 15/ 1) e stata evidenziata una buaraversione del materiale
di partenza, e stata scaldata la miscela graduaénfam alla temperatura di
130°C, fino a completa evaporazione del metanotieléacido formico. La
miscela solida é stata cosi diluita con acqua eQGH dopo estrazione della
fase acquosa con AcOEt, le fasi organiche riumteosstate lavate con acqua e

salamoia e anidrificate su b&0,. Dopo filtrazione e rimozione del solvente e
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stato isolato un olio che é stato purificato peonuatografia flash (Sig
DCM/MeOH = 22 /1). Sono stati isolati 10 mg (0.04ldi un olio di colore

giallo corrispondente al prodot(83). Resa % = 21%.

'H-NMR (300 MHz, CDC}) & (ppm): 0.79 — 0.98 (m, 3H); 1.13 — 1.42 (m, 4H)5L
—1.92 (m, 2H); 6.43 (s, 1H); 5.51 (s, 1H); 7.36.49 (M, 3H); 7.64 — 7.67 (m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, CDC}) & (ppm): 14.3; 24.4; 31.3; 34.6; 97.8; 126.1; 12%D);
128.1; 129.1 (x2); 134.9; 137.4; 153.2; 155.6.

ESI-MS: 244.05 [M+1]teorico; 244.12 [M+1]242.06 [M-1] sperimentale.
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