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Descrizione del brevetto per invenzione industriale avente per titolo:
“CARBAMMATI LIPIDICI DI FARMACI ANTITUMORALY”?
anome 1, CERUTI MAURIZIO (80%)

2. RACCA SILVIA ANNA (10%)

3. ABBADESSA GIULIANA (10% )
residente in: 1. e 2. Torino;

3, Piossasco {Torino)

Generalita ¢ stato dell’arte

Questa invenzione st riferisce a una nuova classe di carbammati lipofili
di farmaci antitumorali come la Gemcitabina e la Citarabina.

Per aumentarne la stabilita metabolica, nel corso delle ultime decadi,
sono state sviluppate varie classt di prodrugs di farmaci antitumoralt, antivirali
e antifunging, prendendo spesso spunto da precedenti stadi sui gruppi protettivi
in chimica organica {1}, Tra i carbammati sono da menzionare t denivati della
Ni*-alcossicarbonilarabinofuranosileitosina deseritti in EP O 0044085 Al 21,
Essi contengono ua gruppo alcossicarbonilico legato all'N® della citosina,
avente una catena alifatica da 4 a 22 atomi di carbonto. Essi, come anche i
brevetti successivi di riferimento, sono statt ottenuti mediante reazione
dell”arabinofuranocsileitosina con "idoneo alogenuro alcossicarbonilico in
presenza di una base organica come piridina, trictilammina, trimetilammina o
di una base inorganica come sodio carbonato, sodio bicarbonato, potassio
bicarbonato. Moltt derivati dell’arabinofuranosilcitosina sono stati proposti
principalmente come antitumorali per uso orale. EP 0 602 4534 A1 {3] riguarda

la sintest e 1o studio come antitumorali per uso orale ¢ parenterale di precursori
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del S-fluorouracile e precisamente di derivati della 53" -deossi-5-fluorocitidina
N-ossicarbonili sostituiti con catene da 3 a 7 atomi di carbonio, Tra questi, 1l
composto leader ¢ risultato il derivatoe pentilossi, che ¢ entrato successivamente
in clinica, con la denominazione di Capecitabina. Analogamente al brevetto
precedente, la sintest © stata ottenuta tra la §'-deossi-S3-fluorocitidina, dopo
avere preventivamente protetto gli ossidrili dell’anello zuecherino con
I’opportuno cloroformiato, in presenza di una base organica, con la successiva
deprotezione dell’anello zoecherino. Sono stati sviluppati successivamente vari
altri brevetti e pubblicazioni sulla Capecitabina che utilizzano diverst intermedi
di sintesi. In tutti, 1] passaggio della formazione del groppo carbammato, & stato
condolto in modoe analogo, ad esempio mediante rcazione dell’ammino gruppo
dell’anello floorocitosinico con 4-n-pentileloroformiato in diclorometano ¢
piridina  come  base [4-7]  WO2010/063080 Al descenive  derivali
N*-alchenilossicarbonilici ¢  Ni-alchilossicarbonilict  della 53'-deossi-5-
fluorocitidina, in cut le catene alcheniliche ¢ alchiliche hanno solitamente 16 0
18 atomi di carbonio {81

Recentemente @ stata pubblicata una review sui metodi di sintest det
carbammati, la loro stabilitda chimica e metabolica, con un particolare
approfondimento  sui farmaci ¢ swi composti con  potenziale attivitd
farmacelogica, che posseggono nella struttura una funzione carbammato [9]. 1
metodi di sintesi def carbammati sono stati spesso sviluppati per un loro wilizzo
come gruppi protettivi in chimica organica {10-21].

Considerando le prodrugs ammidiche ed esterce, sono state sviluppate
prodrugs tra la Gemgeitabina o la Citarabina ¢ acidi grassi a lunga catena, dei

gualt il derivate tra la Citarabina e 'acido elaidico @ risultato 1l derivato piu
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promettente. Il brevetto WO 98/32762 [22] rignarda esteri ¢ ammidi della
Gemeitabina, in cui i gruppi in 3" 0 37 e il gruppo N* amminico sono stati
derivatizzali con un gruppe acilico saturo © monoinsaturo con cateng
solitamente a 18 o 20 atomi di carbonio, preferibilmente un gruppo acilico
selezionato tra oleoile, elaidotle, cis-etcoseinoile ¢ trans-eicoseinoile, Sono
stati sviluppati in seguito vari derivati analoght nucleosidici esteret o ammidici,
legando catene di acidi grassi di diversa lunghezza ¢ diverso numero di dopp
legami alla posizione 57 dell’anello zuccherino dell’ARA-C [23]. Sono stati
studiatt undici nuovi derivall, per trattare linee cellulart che possedevano
resistenza all’ARA-C o alla Gemcitabina. E' stato osservato che 1 composti
insaturi con catene actliche pit corte possedevano i pit bassi valont di ICso
[24,25]. La tecnologia dei vettort lipidict {LVT) ¢ stata brevettata ¢ applicata
per sintetizzare innumerevoli derivati ¢ tra gquesti la Elacitarabina ¢ risultato il
derivato pilt promettente {26,271 Essa ¢ il 5 -estere dell’ ARA-C con "acido
claidico e ha raggiunto la fase clinica {28}, L' Elacitarabina ha ricevuto nel 2007
dalla commissione europea lo stato di farmaco orfano, nel 2008 dalla US Food
and Drug Administration ¢ nel dicembre 2010, I'FDA le ha conferito la
designazione “Fast Track™. Sono stati sviluppati vart studi preclinict e clinici
sull’Elacitarabina in monoterapia ¢ in regimi in combinazione st tumort solidi
ed ematologict {29-311, L Elacitarabina (CP-40835) ¢ tl coniugato 5 -estere della
Gemcitabina con "acido elaidico {(CP-4126) hanno mostrato un miglioramento
dell’attivitd verso cellule di linfomi resistenti ai farmaci parenti {32],

Nel 2004, alcuni di noi hanno ottenuto prodrugs ammidiche della
Gemcitabina con catene lineari di acidi grasst legati in posizione 4, aventi 5, 12

e 18 atomi di carbonio e ne hanno valutato la stabilitd in tampont, nel plasmae
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verso gli enzimi lisosomiali catepsine, confermando elevata stabilith
all’idrolisi del legame ammidico [33]. E stata studiata interazione delle
prodrugs ammidiche della Gemceitabina verso modelli di biomembrane tramite
le tecniche di Calorimetria a Scansione Differenziale (DSC) e Langmuir
Blodgett (LB) [34,33]. Queste sono delle tecniche ampiamente usate per
studiare gli effetti delle biomolecole sul doppio strato lipidico di una membrana
di tipo cellulare, in processi di cattura e rilascio fra vescicole lipidiche, 1
risultati hanno mostrato che la Gemcitabina (GEM ) da sola non interagisce con
i modelli di blomembrane usati, mentre 1 derivati della 4-[{N)-aciligemcitabina
hanno interagito con it modellt di biomembrana, in modo differente a seconda
della lunghezza delle catene aciliche dei fosfolipidi nelle biomembrane modello
e della lunghezza delle catene aciliche delle prodrugs.

Nel 2004, alcunt di noi, insieme al gruppo di ricerca del Prof, Couvreur
dell’Universitd di Parigi Sud, hanno scoperto che il legame covalente di vari
nucleosidi di farmaci idrofili, come la Gemeitabina, la 27,3 -dideossicitidina, 1a
27,3 -dideossiinosina, formano delle  prodrogs  ammidiche che  si
autoassemblano spontancamente in mezzo acquose come nanoparticelle stabili,
aventi diametri compresi tra 100 ¢ 200 am [36,37]. La 4-{(N)-1,1",2-1ris-nor-
squalenotljgemcitabina {(Sg-GEM), somministrata per via endovenosa, ha
mostrato la protezione del gruppo amminico dall’inattivazione da parte della
citidina deaminasi ¢ un migloramento dell’indice terapeutico, con un
contemporaneo aumento della tossicitd verso le cellule tumorali {38]. 11 vettore
nanoassemblato ha mostrato una maggiore attivitd antitumorale rispetto alla
Gemcitabina libera, anche per via orale, su ratti con leucemia indotta da cellule

RNK-16 LGL [39]. Tuttavia, studi di tossicitd ematica condotti sulla 4-[(N)-
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squalenoiljgemcitabina hanno mostrato che la tossicitd ematica & la tossicitd
dose-limitante, a differenza della Gemeitabina da sola {401

La squalenoilazione dei farmaci antitumoralt ¢ antivirali come derivaty
ammidi ¢ carbammati & stata ottenuta partendo dall’1,1° 2-fris-ror-squalene
aldeide. Questo intermedio ¢ stato ottenuto a partire dallo squalene, secondo un
metodo generale sviloppato da alcuni di noi molti annt fa, in quanto & i sintone
per ottcnere molli inibitort della ossidosqualene ciclasi ¢ della squalene
epossidast [41-44}. Questo metodo @ basato sulla reazione dello squalene con
N-bromosuccinimmide in tetraidrofurano acquoso, chiosura del 2,3-epossido
con carbonato di potassio e successiva apertura con acido periodico in etere
etilico. La reazione dello squalene con N-bromosuccinimmide in ambiente
acquoso ¢ risultata regiospecifica, in guanto si sono formate solo la
monobromidring e la dibromidrina esterna. L1177 2-fris-nor-squalene aldeide
¢ stata ossidata a 1,17, 2-fris-nor-squalene actdo (Sg-acido). al fine di ottenere i
derivati ammidici dello squalene {36,37]. L7117, 2-ris-nor-squalene aleol
{Sg-alcol) & stato utilizzato per sintetizzare i nueovi carbammati squalenici
descrittt in questo brevetto. Esso ¢ stato ottenute mediante nduzione
dell’1 1,17, 2-rris-nor-squalene aldeide con NaBHa con un metodo sviluppato in
precedenza [45-471.

Studi NMR ¢ di meccanica molecolare sullo squalene ¢ su derivati
squalenici condotti da aleuni di not {48 ,49] ¢ nel 2015 sulla Sq-GEM {50} hanno
mostrato la presenza in soluzione di strutture dinamicamente ripiegate, Sulla
base di gquesti studi NMR ¢ mediante calcolt molecolari, & stato proposto che in
un solvente a bassa polaritd, lo squalenc ¢ vari suoir derivati esistono

principalmente in una struttura estesa, mentre quando lo squalene e derivati si
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trovano in solventi polari, le conformazioni ripicgate diventano prevalenti
rispetto a quelle estese, perché risulta favorita la formazione di interaziont
intramolecolart  lipofile. 11  ripicgamento massimizza le  interaziom
intramolecolari lipofile ¢ minimizza 1 contatto con il solvente che & meno
lipofilo dello squalene,

La Sq-GEM ¢ stata sintetizzata mediante reazione in EN ¢ DMF tra la
Gemeitabina ¢ 1'1,17,2-tris-nor-squalene acido, previamente attivato con etil
cloroformiato {36,37]. Alcunt di noi hanno studiato la Sg-GEM nell interazione
con biomembrane, mediante la teenica DSC [51], Come modellt sintetict di
biomembrane, sono stati  utilizzati MLV liposomiali, composti  di
dimiristoilfosfatidilcoling {DMPC) che forniscono una chiara transizione d
fase da una struttora ordinata di tipo gel a una struttura disordinata di tipo
fluido. 1 risultati ottenuti hanno mostrato che la Gemcitabina ¢ lo squalene da
soli non interagiscono con il modello di biomembrana utilizzato. Al contrario,
I'1,17, 2-tris-ner-squalene acido e la S¢-GEM hanno mteragito fortemente con
il modello di biomembrana. E’ stata anche studiata la Sq-GEM nell interazione
con il modello di biomembrana mediante la teentca di Langmuir-Blodgett (LB}
{5311, confermando 1 precedenti risultati ottenuti mediante DSC.

In seguito, alcuni di noi hanno sintetizzato e formulato in forma
nanoparticellare la 4-{1,17,2-1ris-nor-squalenoil}- 1 f-(arabinofuranosiljcitosina
o 4-{1, 1" 2-tris-nor-squalenotlicitarabina (Sq-ARA-C) [32]. E' stata studiata
I"attivitd antitumorale su linee cellulari murine levcemiche {L1210, responsive
al’ARA-C ¢ L1210R resistenti), una linea cellulare umana lencemica (K562) e
una linea cellulare di tumore mammario umano (MCF-7). La S¢-ARA-C ha

mostrato una riduzione del valore di ICss di 2,5 volte per le cellule L1210R ¢
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di 4 volte per le cellule K362 e MCF-7, rispetto all’ARA-C. Abbiamo anche
studiato attivitd della S¢-ARA-C sul modello murine leucemico L1210R,
ottenendo una marcata riduzione dello sviluppo del tumore,

In seguito sono stati sviluppati altri squalenot] derivati, come ad esempio
guelli del Paclitaxel, legando dircttamente una funzione esterea tra il Paclitaxel
¢ lo sgqualene acido o intercalando vari spaziatori come 'acido succinico,
I"acido glicolico o etert del glicole polictilentco {40},

DESCRIZIONE DELLE FIGURE

Figura 1: Attivita emolitica di ARA-C, S¢-ARA-C ammide 10, Sg-ARA-
C carbammato 7 e Oleil-ARA-C carbammato 3 ottenuta esponendo eritrocit di
donatort sani allo ,1% dell’ematocrito at diversi farmacy per 3 ore, 1 risultaty,
espressi come % del controllo positivo, sono riportati come media + DS di tre
esperimentt indipendenti.

Fp<f),03 vs ARA-C ¢ Oleil-ARA-C carbammato a tutte le concentrazioni,
# p<0,05 vs Sg-ARA-C carbammate 5 pbM; § p<0,05 vs ARA-C {tutte lo
concentrazioni} ¢ S¢-ARA-C carbammato 5 yM.

Figura 2. Attivitd emolitica di ARA-C, S¢-ARA-C ammide 10
nanoparticelle {N} ¢ Sq-ARA-C carbammato 7 nanoparticelle (N} ottenuta
esponendo eritrociti di donatori sani allo 0,1% dell’ematocrito ai diversi
farmact per 3 ore. | risultati, espresst come % del controllo positivo, sono
riportati come media & DS di tre esperimenti indipendenti.

*p<,035 vs ARA-C ¢ Sg-ARA-C carbammato a tutic le concentrazioni.

Figura 3: Attivita emolitica di GEM, Sq-GEM ammide 11 ¢ Sg-GEM
carbammato 8 ottenuta esponendo eritrociti di donatori sani alle 0.1%

dell’ematocrite a1 diversi farmact per 3 ore. I risultati, cspressi come
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percentuale del controllo positive, sono riportati come media £ DS di tre
esperimenti indipendentt,

*p<0,053 vs GEM a tuite e concentraziont ¢ Sg-GEM carbammate 1 ¢
4 uM.

#p<0,05 vs GEM e 5q¢-GEM carbammato a tutte le concentraziont,
Sq-GEM ammide 1,4 e § uM.

Figura 4 Attivitd  emelitica & 1,17 2-1ris-nor-squalene  alcol
{Sg-alcol) e di 1,17, 2-iris-nnr-squalene acido {Sg-acido) 9 ottenuta esponendo
eritrociti di donatori sant allo ,1% dell’ematocrito ai due diversi composti per
3 ore. I risultati, espresst come percentuale del controllo positivo, sono riportati
come media £ DS di tre esperimenti indipendenti,

*p<(,05 vs Sg-alenol a tutte le concentrazioni; # p<0,05 vs Sg-alcool
{tutte le concentrazioni) e Sg-acide 1 uM,

DESCRIZIONE DELLINVENZIONE

Oggette  della  presente  invenzione sono carbammatt lipofili
Gemcitabina  {2/2-difluoro-2'-deossicitidina) ¢ di  Citarabina  (1-p-D-

arabinofuranosilcitosina) rappresentati dalla formula (I)

0
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in cui

R ¢ una catena alchenilica o alchinilica, lincare o ramificata, avente da 6
a 32 atomi di carbonio e contenente da 1 a 6 doppi /o triph legami;

X & un radicale bivalente scelto tra CHOH o CF..

Elinvenzione riguarda anche nanoparticelle ottenute da un composto di
formula (I}, nonché le composiziont farmaceutiche contenenti un composto di
formula (I} 0 un composte di formula (I} in forma nanoparticellare,

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELE’INVENZIONE

In unarealizzazione dell’invenzione, net composti di formula (I), R S una
catena alchenilica avente da 10 a 32 atomi di carbonio contenente da 1 a 6 doppi
legami ¢ X ¢ come sopra definito.

In un'altra realizzazione dell’invenzione, net composti di formula (I), R
¢ una catena alchenilica lineare avente da 14 a 20 atomi di carbonio ¢
contenente 1, 2 o 3 doppi legami, piti preferibilmente una catena alchenilica
lineare avente da 16 a 18 atomi di carbonio e contenente 1 o 2 doppi legama,
guale ad esempio on residuo  cois-9-ottadecen-1-i, trans-9-ottadecen-1-il,
cis-9-gicosen- -1, frans-9-eicosen-1-l, ¢is-11l-cicosen-1-i1l, rrans-11-eicosen-
1-1l, cis-13-cicosen-1-1l, frans-13-cicosen-1-41 o cis-9,12-ottadecadien-1-1l. In
una realizzazione preferita dell’invenrzione, R ¢ un residuo cis-9-ottadecen-1-il

di formula (A)

{A)
in cui Uasterisco ¥ indica Matomo di carbonio che si lega all’atomo &

ossigeno del gruppoe carbammato presente nei composti di formula (13,

In unaltve realizrazione dell’ wvennions, ned composti df formula (L R
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¢ rapprasentato dal gruppoe Ry(OH:y 10 cmt By & uns catonms alchenilion
amiificata avente da ¥ a 31 gtomt di carbonio, contenente da 1 a € doppt legami
¢ da 1 a6 ramificaziond,
I doppi logan presentt in By possono, ndipendentemente tra di {org, essers
i combignrazione ofs o frans. In aloune roalizeaziont 1 doppt legam sono frans,
In  alcuse realizeariony, lo ramificaziont  presentt in Ry, som

groppd metiicl

Lt

preforibilmente det
In alcune realizeariony, By ¢ ung catens alchenilics comprondents una «

piivanitd isopreniche. Preforibiimente Ry & scelto tra un residuo dt formuda (B

{UH pU=CHCH o CH e [ H e CH - CHp U e

0\
%%

dove m & un mumero nters compreso tra 1 e )

o un residoe di formada (O

(O pU=CH O O Ho OO H PO CH Ol JOHCIC H o

dovepdlolegdd Lo

In aloone realizeariont particolari, By & uo remiduo & formula (I8, (Eh o
{Fy

(CH MC=CH o CHpon CH-{ OO H O O Haon CH Jo O H= OO H o

CHpeCHr s

(CH O=CH o O Hyo O Hpo JC(CH = H o O oo O o JOH= OO H o
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{(CH pC=CHOHo OHo o CICH PO CH e CH
)

In wuna realizzazione preferita dellinvenzione R & i residuo 1,17,2-1ris-

nor-sgualenile di formula (G):

7’:"\/\//

(G

in cui "asterisco * indica "atomo di carbonio che st lega all’atomo di

ossigeno del gruppo carbammato presente net composti di formula (1),
In una realizzazione dell’invenzione, R & un residuo cis-9-ottadecen-1-il

di formula (A), X & CHOH ed d composte di formula {I) ¢

4-f{Ny-oleilossicarbonil}-1 B-(arabinofuranosil )citosing di formula

£ 34
= L
N, e e e ;: e o, o A e
N o S = - o S S N e g .
£ M N P T N e S N t‘? A g“"--- \,‘i 4
e,
§~|
N
N
o
H, :
o
A L
§ e {:l—\-\\\\ :
$H 7R
38
Rt 38
g ?\;N““““““wg &
# 3 N
LE ] H

In un’altra realizzazione dell invenzione, R & un residuo cis-9-ottadecen-
1-11 di formula (A), X & CF: ed il composto & formula {I) & 4-[{N)-

oletlossicarboniljgemcitabina di formula



0 —(~—NH

)
§l
i

QO

In un'altra realizzazione dell'invenzione, R & il residuo 1,1°,2-1ris-nor-

squalentle di formula (G), X ¢ CHOH ed il composto di formula (I} ¢ 4-[(N}-

{1,17.2-tris-nor-squalentlossicarbonil }}-1 B-(arabinofuranosil}citosina di
formula

-

In un'altra realizzazione dell'invenzione, R & il residuo 1,17, 2-tris-nor-

squalentle di formula (G), X ¢ CF ed il composto di formula (I} & 4-{{N}-

(1,1°.2-tris-nor-squalentlossicarbonil}jgemcitabina di formula
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I composti dell’invenzione possono essere ottenuti mediante un
procedimento che comprende 1 seguentt passaggi:
a) Reazione di un alogenotormiato di formula (11}
R-O-CO-Y
{11
in cui R ¢ come sopra definito per i composti di formula (I} ¢ Y & scelto
tra cloro ¢ bromo, preferibilmente cloro, con polvere di zinco attivata mediante

irattamento acido;

b) Ageiunta alla miscela di reazione ottenuta nel passaggio a) di un
composto di formula (111} ———
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HO OH
(111

in cut X ¢ come definito per 1 compostt di formula (I, per dare un
composto di formula (I);

C) Isclamento del composto di formula (I).

Il passaggio a} viene preferibilmente condotto in un solvente etereo quale
ad esempio tetraidrofurano, ctere ctilico, diossano. St opera utilizzando un
eccesso molare di polvere di zinco attivata rispetto al composto di formula (11}
part a 1,2-3 volte, preferibilmente 1,5 volie, ad una temperatura compresa tra
10 ¢ 30 "C, preferibilmente a temperatura ambiente e per un tempo di reazione
compreso tra pocht minuti ¢ 1 ora.

Il passaggio b} viene preferibilmente condotto sciogliendo il composto
di formula (1D in un solvente quale  dimetilsolfossido, NN-
dimetiiformammide, preferibilmente in N N-dimetilformammide, ad una
temperatura compresa tra 20 e 30 °C. La soluzione del compaosto (I} cosi
oltenuta viene quindi aggiunta alla miscela di reazione ottenuta nel passaggio
a) ¢ st lascia reagire a temperatura ambiente per un periodo compreso tra 24 ore
¢ 48 ore, preferibilmente sotto tlusso di azoto anidro.

L’isolamento del prodotto (passaggio ¢} avviene preferibilmente

mediante filtrazione della miscela di reazione ottenuta nel passaggio b), seguita

da ripartizione del filtrato tra una fase acquosa ed un solvente organico, gquale
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diclorometano, lavaggio con una soluzione acquosa leggermente alcalina,
preferibilmente NaHCOg, tra 2 e 10%, prefertbilmente 3%, evaporazione della
fase organica e purificazione del residue mediante metodi convenzionali, come
ad esempio la cromatografia flash.

Il procedimento sopra descritto, che rappresenta un ulteriore oggetto
dell’tnvenzione, non richiede la preventiva protezione del gruppoe ossidrile
nella posizione 5§ dei composti di formula (111,

I composti di formuda {II) sono noti o preparabili con metodi noti, ad
esempio per reazione di un alcoel R-OH di formula (IV), in cui R ¢ come
definito per 1 composti di formula (I}, con trifosgene.

I composti di formula 1V sono noti o preparabili con metodi noti. Ad
esempio, il composto di formula (IV) in cui R @ il residuo 1,17 2-tris-nor-
squalenile pud essere preparato per riduzione con sodio boroidruro [45-47]
della 1,17 2-tris-nror-squalene aldeide ottenuta come riportato {41-44}.

L'invenzione riguarda anche nanoparticelle formate da un composto i
formula (I}, in particolare da un composto di formula (I), in cui R e un residuo
1,17, 2-tris-nor-squalentle di formula (G), in un solvente polare, preferibilmente
in una fase acquosa.

Le nanoparticelle det composti dell’invenzione possono essere preparate
mediante metodi noti, ad esempio mediante il classico metodo di Fessi di
nanoprecipitazione [53]. 11 composto di formula (I} viene disciolto | un
solvente miscibile con acqua, quale ad esempio acetone, tetratdrofurano,
metanolo, etanolo, preferibilmente acetone e versato lentamente in acgua
distillata, sotto vigorosa agitazione, in modo da favorire 1'autoassemblaggio

delle nanoparticelle in modo ottimale. Il solvente utilizzato, insieme a parte
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dell’acqua, viene gquindi lasciato evaporare softo  vigorosa agitazione,
preferibilmente a temperatura ambiente, fino a che tutto 1l solvente organico &
gvaporato (insieme a parte dell’acqua). Le nanoparticelle posseggono
dimensioni medie da 50 a 250 nm, frequentemente da 90 a 150 nm, misurate
mediante light-scattering, Per ridurre significativamente Ueffetto di cattura e di
distruzione da parte del sistema reticolo-endoteliale o sistema RES, le
nanoparticelle  possono  essere  rese  invisibili o stealrh,  rivestendole
preferibilmente con PEG o analoghi. Inoltre, possono essere veicolate verso i
tumori bersaglio, rivestendole con opportuni ligandi, come ad esempio Macido
folico, la transterrina, lectine, aptameri, anticorpi, ecc.

Quando saggiati in un pannelle di lince tumorali umane, i composti
dell’tnvenzione, sono risultati pilt attivi di Gemeitabina e di Citarabina, nonché
det  corrispondenti  derivalt  ammidici  descrith in FR 04351365 ¢
WQO/2006/90029.

Sorprendentemente, a fronte di una superiore attivitd citotossica net
confronti di cellule tumorali, { compost dell invenzione possiedono una ridotta
citotossicttd aspecifica. In particolare 1 composti dell’invenzione presentano un
minore effetto emolitico rispetto at corrispondentt derivati ammidici descritti
in FR 0451365 e WO/2006/090029, facendone pertanto prevedere una
maggiore applicabilitd clinica come farmact antitumorali. Infatti, 'emolisy
indotta da farmaci & una frequente complicazione associata alla chemioterapia.
Essa dipende spesso dall’interazione del farmaco con la membrana degli
gritrociti ¢ porta alla lisi cellulare.

Esempi di tumori che possono essere vantaggiosamente trattati con i

composti dell'invenzione sono § twmort di mammella, polmone, fegato,
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colon-retto, vescica, prostata, ovaio, endometrio, stomaco, esofago, pancreas,
reng, sarcoma det tessutt molli, linfoma delle cellule T, linfoma di Hodgkin ¢
linfoma non Hodgkin, testa ¢ collo.

I composti dell’invenzione possono essere somministrati ad un paziente
in dosi variabili da 0,1 mg a 1000 mg per Kg di peso corporeo al giorno, Una
modalita di somministrazione preferita & quella che utilizza un dosaggio da
circa 1 mg a circa 530 mg per Kg di peso corporec al giorno, impiegando dosi
unitarie tali da somministrare in 24 ore da circa 70 mg a circa 3,5 g della
sostanza attiva ad un paziente con un peso di circa 70 Kg. Una tale modalita di
somministrazione pud ossere aggiustata per oftenere un miglior effetto
terapeutico. Ad esempio, le dost possono essere aggiustate in considerazione
della situazione terapeutica del paziente. I composti attivi secondo I invenzione
possono esscre somministratt per via endovenosa, orale ¢ per altre vie. La

determinazione dei dosaggi e delle vie di somministrazione ottimali per un

determinato pazienie & ben nota all’esperto del settore.

I composti dell’invenzione, guando somministrati, secondo modalita
terapeutiche ben note, in combinazione con altri agentt utilizzan per indurre la
regressione di tumori, aumentano gli effett antitumorali di detti composti in
maniera sinergica.

Esempi dei composti che possono essere utilizzati in combinazione con
i compostt dell’invenzione sono rappresentatt da docetaxel, paclitaxel,
carboplatino, cisplatino, idarubicina, topotecano, fludarabicina, etoposide,

vefitinth, erlotinib, trastezomab, rituximab. 1

P~

daunorubicinga, bevactzumab,
composti possono ¢ssere utilizzati anche in combinazione con la radioterapia.

Questi utilizzi in combinazione dei composti dell invenzione rappresentano on



-19 - Bianchesti Bracco Minoja s.rl.

ulteriore oggetto dell’invenzione.
Un aliro oggetto della presente invenzione riguarda un composto di
formula (I} in miscela con un eccipicnte compatibile per ["uso farmaccutico.
Per D'uso terapeutico, t composti dell'invenzione possono essere
opportunamente formulati con eccipienti o veicoli fisiologicamente accettabilt,
Le forme farmaceutiche adatte possono variare a seconda dello specifico
composto e delle vie di somministrazione. 11 dosaggio del principio attivo sard
determinato di volta in volta, sulla base della gravith della malattia da trattare
e delle condizioni generali del paziente. Composizioni farmaceutiche opportune
possono essere preparate seguendo le indicarzioni riportate in Remington’s
Pharmaceutical Sciences, XVIII Ed. Mack Publishing Co. Le composiziom
farmaceutiche  secondo  la  presente  invenzione  contengono  guantita
terapeuticamente efficaci di almeno un composto secondo 'invenzione, in
miscela con eccipienti compatibili con I'uso farmaceutico. Le composiziont per
via orale comprendono generalmente vari eccipienti come un diluente mnerte o
un supporto edibile & possono essere racchiuse in capsule dure o molli o ridotte
in compresse. Altre possibili forme di somministrazione per via orale sono
rappresentate da polveri, granulati, soluzioni, sospensiont, emulsiomi. Le
compresse, le capsule e altre composizioni possono contenere § noti diluenti,
leganti, granulanti, lubrificanti, disgreganti, aromatizzanti. A titolo di esempio,
si possono citare § seguenti ingredienti, in aggiunta al composto di formula It
un legante, quale cellulosa microcristallina, gomma adragante o gelatina: un
supporto guale amido o lattosio, un disgregante guale acido alginico, primogel,
amido di mais e simili; un lubrificante gquale magnesio stearato; un fluidificante

guale biossido di silicio colloidale; un doleificante gquale saccarosio, aspartame,
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ciclammato, saccaring, un aromatizzante guale aroma di menta, salictlato di
melile o aroma d’arancia. Quando la composizione selezionata ¢ in forma &
capsule, ¢ssa pud contenere in aggiunta un veicolo liguido quale un olio grasso.
Altre composizion possono contenere vari materiali, per esempio agenti di
rivestimente per granulati ¢ per compresse, guali zucchero o rivestimenti
filmogeni. Possono essere sviloppate compresse a rilascio controllato,
prolungato o ripetuto, aventi i noti polimert di rivestimento dei granulati o delle
compresse, guali cellulosa acetoftalato, polimeri dell’acido acrilico, dell’acido
metacrilico ¢ similari, insolubilt a pH acido ¢ solubili a pH poco acido, neutro
o leggermente alcalino. Quando 1 composti sono utilizzati in dispersione in una
soluzione acquosa, posSOno eSSere assoctati a vari eccipienti, come tensioattivi,
chelanti o sequestranti, antiossidanti, soluzioni tampone, agenti modificanti il
pH.

Per la preparazione di composizioni farmaceuntiche per somministrazione
parenterale, 'ingrediente attivo pud essere incluso in soluzioni, emulsiont o
sospensioni, che possono contenere in aggiunta i seguenti componenti: un
diluente sterile quale acqua per preparazioni iniettabili, soluzoni saline, oli,
polietilenglicole, glicerina, glicol propilenico o altri solventi sintetici; agenti
antibatterici guali alcool benzilico; antiossidanti quali acido ascorbico o sodio
bisolfito; agenti chelanti gualt acido ettlendiamminotetracetico; tampont guali
acetati, citrati o fosfati ¢ agentt per aggiustare la tonicitd della soluzione, quali
clorure di sodio o destrosio, tensioattivi quali Tween o similari, Le preparaziont
parenterali possono essere contenute in ampolle, siringhe monodose, fiale &
vetro o plastica o contencre separatamente la polvere contenente il farmaco ¢

la soluzione acquosa da miscelare al momento dell’uso.
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L'invenzione & nlteriormente descritta dai seguenti esempi.

ESEMPI

Materiali ¢ metodi

Gli spettri 'H NMR sono stati registrati su un apparecchio Bruker 300
ultrashield (Karlsruhe, Germania) a temperatura ambiente, in genere con MeeSi
{TMS) come standard interno. Le costanti di accoppiamento {J) sono misurate
in Hz. Gl spettri di massa sono stati registrati con uno spettrometro Finnigan
MAT TSQ 700 (San Jose, CA). Le reazion sono state monitorate mediante TLC
su fogli di alluminio prerivestiti (Merck, Darmstadt, Germantay, dopo
I"eluizione, le TLC sono state esposte a vapori di iodio. La cromatografia flash
su colonna & stata condotta su gel di silice di 230-400 mesh. 1l tetraidrofurano
& stato essiceato su sodio benzofenone chetile, Tutti § solventi sono stati
distillati prima della cromatogratia su colomna.

La Citarabina (1-p-D-arabinofuranosilcitosina, ARA-C) ¢& stata
acquistata dalla Sigma-Aldrich (Italiaj. La Gemcitabina base libera & stata
acquistata da Lancrix Chemicals (Shanghai, Cina). L'1,1° 2-fris-ror-squalene
aldeide ¢ stata ottenuta dallo squalene utilizzando un metodo sviluppato in
precedenza da alcunt di not [41-44}.

Preparazione 1

Olell cloroformiate {cis-9-ottadecen-1-olo cloroformiato 2, Schema
1)

I trifosgene {(x 1, 1.10 g, 3.72 mmol) & stato disciolto in THF anidro
{30 ml) a 0 7°C, sotto flusso di azoto anidro ¢ agitazione in un pallone a tre colli
contenente un tappo perforabile, ed ¢ stata aggiunta piridina anidra (x 1.2,

353 mg, 361 ml, 446 mmol) mediante una siringa, direttamente nella
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soluzione, sotto agitazione, senza farla goceiolare sut bordi del pallone. Si @
formato inizialmente un precipitato di colore giallo chiaro che in seguito si @
disciolto. Lalcol oleico {cis-9-ottadecen-1-oloy 1 {1 g, 3.72 mmol) ¢ stato
disciolto in THF anidro (20 ml), aggiungendolo alla soluzione in 30 min, sotto
agitazione, attraverso un imbuto gocciolatore, a 0°C, sotto azoto, mente nel
frattempo il colore del precipitato & virato al bianco, ed ¢ stato lasciato reagire
per 3 h a temperatura ambiente. La miscela di reazione € stata aggiunta
lentamente (guasi goccia a gocceia} a una soluzione acquosa al 3.7% di HCI
(3.3 ml}, agitando a 0°C, con sviluppo di effervescenza ed ¢ stata lasciata per
ulteriori 5 min. La miscela di reazione ¢ stata estratta con etere di petrolio
{530 ml x 3) lavata con una soluzione satura di NaCl, essiceata su solfato di sodio
antdro ed evaporata softo vuoto. Il completamento della reazione ¢ stato
evidenziato mediante sviluppo su TLC di gel di silice con ctere di petrolio / etil
acetato, 93:7. Il prodotto grezzo ¢ stato purificato mediante cromatografia flash
con cluente etere di petrolio, fornendo 862 myg di oleil cloroformiato 2 con resa
del 70%, come un solido oleoso bianco. 'TH NMR {CDCls): 8, 0.88 (3 H, t, CH3),
1.25-1.33 (22 H, m, CH2), 1.70 (2 H, m, CH>CH:0), 2.01 {4 H, m, CH: allilici},
4.30 (2 H, t, CH20), 535 (2 H. m, cis CH=CH). MS (CI): m/z 331 (M+1, 80).
329 (100).

Preparazione 2

1,17, 2-tris-nor-squalene alcol (5, Schema 2)

L'1,1° 2-rris-nor-squalene alcol § ¢ stato ottenute mediante riduzione
dell’ 1,17, 2-tris-nor-squalene aldeide 1 con NaBHq {45-47). L'1,17,2-tris-nor-
squalenc aldeide 4 (1 g, 2.6 mmol}, ottenuta a partire dallo squalene {41-44}, &

stata disciolta in metanolo {30 mly ed @ stato aggiunto sotto agitazione NaBHq
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{x 1.5, 148 mg. 3.9 mmol). Dopo 2 h. @ stato evaporato il metanolo. E’ stato
aggiunto diclorometano (200 ml), la miscela © stata filtrata e lavata con una
soluzione satura di NaCl (100 ml x 23, essiceata su solfato di sodio anidro ed
evaporata sotto vuoto fino a secco. I grezzo di reazione ¢ stato controllato su
TLC con eluente diclorometano ¢ purificato mediante cromatogralia flash con
etere di petrolio per eliminare le impurezze, poi etere di petrolio / etere etilico,
99:1, fornendo 925 mg di 1,17, 2-mris-nor-squalene alcol 5 con resa del 92%,
come un solido oleoso di colore giallo pallido. 'H-NMR (CDCl): 8, 1.55-1.72
{20 H, m, CHa allilici e CH:CHOH), 1.93-2.15 (18 H, m, CH; allilici), 3.65 (2
H, t, CH:OH), 5.05-5.25 {5 H, m, CH vinilici}). MS (EI}: m/z 386.

Preparazione 3

1,1°,2-tris-nor-squalenil cloroformiato (6, Schema 2)

I trifosgene x 2, 1.52 g, 5.12 mmol} & state disciolto in THF anidro
{40 ml} a 0°C, sotto tlussoe di azoto anidro ¢ agitazione in un pallone a tre colli
contenente un tappo perforabile, ed & stata aggiunta piriding anidra {x 2,

405 mg, 4.16 ml, 5.11 mmol) mediante una siringa, direttamente nella

L%

soluzione, solto agitazione, senza farla gocciolare swm bordi del pallone. St

47

formato inizialmente un precipitato di colore giallo chiaro che in seguito si
disciolto, L'1,17 2-fris-nor-squalene alcol 5 (990 mg, 2.56 mmol) & stato
disciolto in THF anidro (20 ml), aggiungendolo alla soluzione in 30 min, sotto
agitazione, mediante un imbuto gocciolatore, a 0°C, sotto azoto anidro, ed &
stato lasciato reagire per 3 h a temperatura ambiente, La miscela di reazione ¢
stata aggiunta lentamente (quast goccia a goceia) a una soluzione acquosa al
3.7% di HCL {4.4 ml), a 0°C sotto agitazione, con sviluppo di effervescenza ¢

lasciata per ulteriori 3 min. La miscela dif reazione & stata estratta con ctere di
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petrolio (50 mi x 3) lavata con una soluzione satura di NaCl, essiceata su solfato
di sodio anidro, filtrata su un filiro a pieghe ed cvaporata sotto vuoto. 11
completamento della reazione ¢ stato evidenziate mediante sviluppo su TLC &
oel di silice con etere di petrolio / etil acetato, 90:10. Il prodotto grezzo, 1,17,2-
tris-nor-squalentl cloroformiato 6 ¢ stato ottenute, con elevate grado di
purezza, con resa dell’88% (1.01 g, 2.25 mmol), come un olio viscoso che &
stato usato direttamente nello stadio successivo. Esso non € stato purilicato
mediante cromatografia flash su gel di silice, in guanto st ¢ degradato
parzialmente durante le condizioni applicate nella cromatografia, 'H NMR
{CDCL): &, 1.55-1.85 (20 H, m, CHas allilict ¢ CH:CH:20), 1.95-2.15 (18§ H, m.
CHy allilici), 4,30 (2 H, t, CH20), 5.05-5.25 (5 H, m, CH vinilici}, MS {Cl}: sz
450 {M+1, 100).

Preparazione 4

1,1, 2-tris-nor-squalene acido (9, Schema 3)

L1, 1 2-tris-nor-squalene acido 9 ¢ state ottenuto dalla reazione della
squalene aldetde 4 con acido cromico, preparato con acido solforico acguoso a
0 °C e dicromato di potassio [50 e bibliografie ivi riportate]. L' 1,1 2-tris-nor-
squalene aldeide 4 {1.58 g, 4.12 mmol} ¢ stata disciolta in etere etilico (20 ml)
a 0° C. Separatamente, acido solforico (2.3 ml) & stato aggiunto a 0° C ad acgua
distillata {20 ml) sotto agitazione, seguito da dicromato di potassio (x 1, 1.21
g, 4.12 mmol), fornendo acido cromico. Esso & stato aggiunto alla soluzione
dell’aldeide 4 in ctere etilico {preparata in precedenza), a 0° C per 20 minuti, e
lasciata reagire per 2 h a 0% C, sotto agitazione. La miscela di reazione ¢ stata
estratta con etere etilico (50 ml x 3), lavata con una soluzione satura di NaCl

{100 ml x 2}, essiccata su solfato di sodio anidro ed evaporata a sccco sotto
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vuoto. Il completamento della reazione & stato rivelato mediante TLC di gel di
stlice, che ¢ stata sviluppata con etere di petrolio fetere ctilico /metanolo
(70:23.7). 1l prodotto grezzo & state purificato mediante cromatografia flash
con etere di petrolio, poi etere di petrolio / etere etilico (95:5), fornendo 578
myg di 1,1°.2-tris-nor-squalene acido 9 {resa 35%), come un olio incolore. 'H
NMR (CDCl)y: 8, 1.55-1.65 {18 H, m, CHz allilici}, 1.90-2.10 (16 H, m, CH:
allilicty, 2.26 (2 H, t, CH>CH:COOH;}, 2.38 (2 H, t, CH:CH:COOH), 5.05-3.25
{5 H, m, CH vimilict), 12.20 (1 H, s allargato, COOQH). MS (El}: m/z 400 (M7,
53, 357 (3), 331 (5), 289 (3), 208 (6), 136 (3}, 81 (1000,

Esempio 1

4-{{N)-oleilossicarbonil}-1p-{arabinofuranesiljcitosina (3, Schema
1)

La polvere di zinco ¢ stata attivata lavando un campione in COMMeErcio
per un minuto con HCI al 2%, pot tre volte con acqua distillata, due volte con
etanolo, una volta con acctone, infine una volta con etere ctilico, su un setto
POTOsO posto Sotto vuoto, conservato sotto vuoto e utilizzato in breve tempo.
L'oleil cloroformiato 2 {800 mg, 2.42 mmol} @ stato disciolto in THF anidro
{40 ml} in un pallone a tre colli, sotto tlusso di azoto antdro, ed © stata aggiunta
in una volta la polvere di Zinco attivata di recente (x 1.5, 237 mg, 3.63 mmol),
olttenendo una sospensione grigia che ¢ stata lasciata a reagire per 10 min, L 1p-
{arabinofuranosil}citosina {Citarabina o ARA-C) {x 1.5, 885 mg, 3.63 mmolj &
stata disciolta in DMF tiepida (8 mi) ¢ pot aggiunta alla miscela di reazione
mediante upa siringa in 5 min, sotto agitazione, a temperatura ambiente, ©
lasciata reagire a temperatura ambiente per 24 h. Nel frattempo, i colore grigio

scuro & virato prima a grigio chiaro ¢ pot di auovo a grigio scure, La miscela di
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reazione & stata filtrata su un filtro a pieghe e il precipitato @ stato lavato con
diclorometano (100 ml) formando una soluzione lattescente. E stata aggiunta
una soluzione satura di NaCl e la soluzione ¢ stata estratta con diclorometano
{50 ml x 5) lavata con una soluzione acquosa di NaHCOx al 10% (100 mi), con
una soluzione satura di NaCl {100 mi x 23, essiceata su solfato di sodio anidro
ed evaporata sotto vuoto inizialmente mediante una pompa a basso vueoto ¢ poi
con una pompa ad alto vuoto, fornendo un prodotte grezzo, Questo € stato
purificato mediante cromatografia flash con diclorometano, poi diclorometano
{ metanolo, 99:1, pot 9912, per rimuovere le impurezze, ¢ infine 97:3, fornendo
599 mg di 4-{(N)-oleilossicarbonil}-1 f-{arabinofuranosil)citosina 3 con resa del
46% (rispetto all’oleil cloroformiate 2), come un solide oleose, 'H-NMR
{CD:COCDz): 6, 0.88 (3 H, t, CHy), 1.25-1.33 (22 H, m, CHy), 1.68 (2 H, m,
CH:CH:0), 2.04 (4 H, m, CH» allilici), 3.87 {2 H, m, 53°-CH>»), 4.05-4.30 (3 H,
vari m, 2°-CH, 3'-CH ¢ 4’-CH), 4.16 (2 H, t, CH2CH: 0}, 4.60-4.95 (3 H, picchi
allargati, OH), 535 (2 H, m, cis CH=CH), 6 10 {1 H, m, I'’-CH), 7.25 (1 H, m,
citosina 5-CH), 8.17 (1 H, m, citosina 6-CH), §.84 (1 H, s allargato, NHCOO).
MS (Cly: m/z 338 (M+1, 100).

I controlli di purezza effettuati dopo 30, 60 ¢ 90 giornt mediante analisi
TLC ¢ '"H-NMR sul composto conservato a temperatora ambiente per 90 giorni
non hanno mostrato prodotti di degradazione,

Esempio 2

Con una procedura analoga a quella descritta nell esempio 1, impiegando
come prodotte  di  partenza la Gemeitabina  al  posto dell1p-
{arabinofuranosil)citosina, & stata preparata la 4-H{N}-

oleilossicarboniljeemcitabina.

P~
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Esempio 3

4-[{N)-(1,1°,2-tris-nor-squalenilossicarbonil}}-1p-
(arabinofuranosii)citosina (Sq-ARA-C carbammate) (7, Schema 2)

4-HN-(1, 17 2-rris-nor-squalentlossicarbonil }}- 13-
{arabinofuranosilicitosina 7 ¢ stata ottenuta partendo dall’ 117 2-tris-nor-
squalentl cloroformiato 6 mediante il metodo sviluppato per la sintesi di 4-{(N)-
oletlossicarbonil}-1p-(arabinofuranosiljeitosina 3, con resa del 43%. 'H-NMR
{CD>COCDs): 1.58-1.68 {18 H, m, CHs sgualenict allilici), 1.76 (2 H, pseudo
guintupletto, CHCH:O squalenict), 1.95-2.15 (18 H, m, CH: squalenici
allilici), 3.87 (2 H, m, 5°-CHz), 4.05-4.30 (3 H, vari m, 2’'-CH, 3'-CH ¢ 4’-CH),
4,16 (2 H, t, CH:CH:0), 4.60-5.00 (3 H, picchi allargati, OH), 5.05-525 (5 H,
m, CH sgualenici vinilici), 6.19 (1 H, d. 1'-CH), 7.16 {1 H, d, citosina 5-CH},
8.18 {1 H, d, citosina 6-CH), 9.24 {1 H, s allargato, NHCOO), MS (ES-}; m/z
654 (M-1, 100).

I controlli di purezza effettuati dopo 30, 60 ¢ 90 giornt mediante analist
TLC e 'H-NMR sul composto conservato a temperatura ambiente per 90 giorni
non hannoe mostrato prodotti di degradazione.

Esempio 4

4-[{N)-(1,1°,2-tris-nor-squalenilossicarbonil} jgemcitabina {8,
Schema 2) (Sq-GEM carbammate)

La 4-[{(N)y-(1, 1", 2-tris-nor-sgualenilossicarbonilygemeitabina 8 & stata
ottenuta partendo dall™ 1,17, 2-fris-nor-squalenil cloroformiate 6 utilizzando un
metodo stmile a quello sviluppato per la sintesi di 4-{{N}-oleilossicarbonil }-1p-
(arabinofuranosil)citosina 3, lasciando reagire per 48 h a temperatura ambiente,

con resa del 31%. '"H NMR (CD:COCDs): 8, 1.58-1.68 {18 H, m, CHs squalenici
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alldici}, 1.78 (2 H, pseudo quintupletto, CH>CH:0 squalenico}, 1.95-2.15 (18
H, m, CH: squalenici alliliciy, 3.87 {1 H, m, 5b-CH}, 403 2 H. m, -CH ¢
5a-CH), 4.16 (2 H, t, CH:0 sqgualenico), 4.46 (1 H, m, 3’-CH), 4.54 (1 H, t,
5'-0OH), 5.05-5.25 (5 H, m, CH squalenici vintlict), 542 (1 H, d, 3'-OH), 6.28
{1 H, t, I"-CH), 7.23 (1 H, d, citosina 3-CH), 8.28 (1 H, d, citosina 6-CH}, 9.38
{1 H, s allargato, NHCOQ). MS {ES-): m/z 674 (M-1, 100).

I controlli di purezza effettuati dopo 30, 60 ¢ 90 giornt mediante analist
TLC e 'H-NMR sul composto conservato a temperatura ambiente per 90 giorni
non hannoe mostrato prodotti di degradazione.

Esempio comparative 1

4-{{N)-1,1’ 2-tris-nor-squalenoil }- 1 p-(arabinofuranosil)citosina
(Sq—ARA-C ammide) (10, Schema 3)

LU 2-tris-nor-squalene acido 9 (338 mg, 0.845 mmol) ¢ stato
disciolto in THF anidro (5 ml) in un pallone a tre colli, sotto flusse di azoto
anidro ¢ agitazione, seguito dall’aggiunta di triettlammina (x 1, 85.5 mg, 0.845
mmol} in THF anidro (2 ml}, ed ¢ stato raftreddato a 0° C. E' stato aggiunto
etil cloroformiato (91.7 mg, (0.845 mmeol), disciolto in THF anidro (80 ml), a 0°
C per 20 min, sotto agitazione, seguito dall’aggionta di 1B-
{arabinofuranosiljcitosina {205.92 myg, 0.845 mmol) disciolta in DMF anidra e
tiepida (5 ml), a causa della sua scarsa solubilitd, Dopo aver raggiunto la
temperatura ambiente, la miscela di reazione & stata lasciata reagire per 3 giorni,
sotto flusso di azoto anidro ¢ agitazione. I procedere della reazione ¢ stato
monitorato su TLC di gel di silice, che & stata sviluppata con diclorometano /
acetone {95:5). 1l prodotto grezzo & stato puriticato mediante cromatografia

flash con diclorometano, poi diclorometano / acctone, {85:13) ¢ infine
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diclorometano / acetone (75:25), fornendo 296 myg di 4-{(N)-1,1°,2-tris-nor-
squalenoil}-1p-(arabinofuranosiljcitosina (8¢-ARA-C ammide) 10 (resa 56%),
come un olio viscoso incolore 321, TH-NMR (CD:COCDs): 8, 1.58-1.68 (18 H,
m, CHjy squalenici allilici), 1.95-2.15 (16 H, m, CHe squalenici allilici}, 2.35 (2
H, t, NHCOCH:2CH: squalenico), 2.64 (2 H, {, NHCOCH,; squalenico), 3.88 (2
H, m, 3'-CH2), 4.08 (1 H, m, 4'-CH), 4.24-4.30 (2 H, m, 2'-CH ¢ 3"-CH}, 4.65-
5.00 (3 H, picchi allargati, OH), 5.05-5.25 (5 H, m, CH squalenici vinilict), 6.19
{1 H, d, 1"-CH}, 7.33 (1 H, 4, citosina 5-CH), 8.20 (1 H., d, citosina 6-CH),
9.58-9.68 (1 H, s allargato, NHCO). 'H-NMR (CD:0OD): §, 1.38-1.68 {16 H, m,
CH: squalenici allilict), 1.95-2.15 (16 H, m, CHo» squalenici allilici), 2.35 (2 H,
t, NHCOCH:CH; sgualenico), 2.54 (2 H, t, NHCOCH: squalenico), 390 (2 H,
m, 3°-CHaz}, 4.03 (1 H, m, 4°-CH), 4.10 {1 H, m, 3"-CH}, 4.25 (1 H, m, 2°-CHj},
5.05-5.25 (§ H, m, CH squalenict vinilici), 6,19 (1 H, d, 1’-CH), 743 ({1 H, d,
citosina 5-CH), 8.24 (1 H, d, citosina 6-CH}, 9.05 {1 H. s allargato, NHCQ).
MS (CIy: m/z 626 (M7, 100), 609 (65).

Esempio comparative 2

4-{{N)-1,1" 2-trix-nor-squalenoil jgemcitabina (Sq-GEM ammide) (11,
Schema 3)

La 4-[(N)-1,1" 2-fris-nor-sgualenoiljgemeitabina 11 ¢ stata ottenuta con
il metodo descritto per il composte 10 [36,37], con resa del 45%, 'H-NMR
{CD:0OD): 8, 1.55-1.65 (16 H, m, CH: squalenici alliliciy, 1.90-2.15 (16 H, m,
CH: squalenict allilici), 2.33 (2 H, . NHCOCH:CH: squalenico), 2.55 (2 H. t,
NHCOCH: squalenico), 3.81 (1 H, m, 4°'H), 3.97 2 H, m, 5°-CH2}, 4.31 (1 H,
m, 3"H}, 5.05-5.20 (5 H, m, CH squalenici viniliciy, 6,26 {1 H, m, 1’-CH), 7.48

{1 H, d. citosina 5-CH}, 8.33 (1 H, d, citosina 6-CH), 10.49 {1 H, s allargato,
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NHCO). 'TH-NMR (CDClz): 8, 1.55-1.65 (18 H, m, CHs squalenici allilict),
1.90-2.15 (16 H, m, CH: squalentct allilici), 2.28-2.38 (2 H, m, NHCOQCH2CH:
squalenico), 2.55 {2 H, m, NHCOCH: squalenico), 4.09-4.16 (3 H, m, H4 ¢
H3™), 4.49 (1 H, m, H3), 5.05-5.25 {5 H, m, CH squalenici vinilict), 6.18 {1 H,
t, H173, 7.47 {1 H, d, citosina H3), 8.16 {1 H, d, citosina H6}, 9.15 {1 H, s
allargato, NHCO). MS (CI, isobutano): m/; 646 (M*, 100): (El} m/z 645 (M7,
10), 877 (R), 5323 {7), 509 (18), 494 (10), 454 (15), 429 (24), 372 (100,

Esempio §

Preparazione e caratterizzazione delle nanoparticelle di Sq-ARA-C
carbammato ¢ Sq-ARA-C ammide {Tabella 1)

Le¢ nanoparticelle possono essere preparate mediante il metodo di Fessy
di nanoprecipitazione [33]. Il derivato idoneo (10 mg) ¢ stato disciolto in
acetone (0.5 ml + 0.1 ml due volie per lavaggio) ¢ acqua distillata pura milliQ
{10 ml), goceia a goceta, i circa 5 min, softo vigorosa agitazione con un
agitatore magnetico impostato a rotazione elevata, in modo da favorire
I’autoassemblaggio delle nanoparticelle in modo ottunale. L acetone utilizzato
{insieme a parte dell’acqua) ¢ stato evaporato a temperatura ambiente sotto
vigorosa agitazione, fino a che il volume totale della sospensione si € ridotto da
circa 10.7 ml a circa §-9 ml. Il volume finale della sospensione € stato misurato
con una pipetta graduata, permettendo cost di caleolare la concentrazione finale
delle nanoparticelle, che sono state conservate al buo, in vials & vetro a + 4
“C circa. Dopo un mese, le dimensioni medie ¢ 'indice di polidispersita delle
nanoparticelle (vedi parte seguente) sono risultati quast invaniati. Le dimensiom
medie ¢ I'indice di polidispersita delle nanoparticelle di Sg-Ara-C carbammato

e Sg-ARA-C ammide sono state valutate mediante la tecnica dello light-
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scattering dinamico. L'analisi dimensionale @ stata condotta mediante la
spettroscopia  di fotocorrelazione (PCS) (Nanosizer Nano ZS, Malvern
Instruments Ltd., Spring Lane South, Worcs, Gran Bretagna), usando un laser
4.5 mW operante a 670 nm. Gli esperimenti sono stati condotti a un angolo di
back-scattering di 173°. T campioni sono stati diluiti con acqua MiliQ®, per
evitare fenomeni di multiscattering e posti in utna covetta di guarzo. Gli
esperimenti sono statt condotti a temperatura ambiente. Per ogni campione sono
state condotte trenta diverse misure. Lo Zetasizer Nano ZS @ stato anche usato
per la determinazione del potenziale Z, applicando una costante di
Smoluchowsky F (Ka) di 1.5 per calcolare il valore del potenziale Z in funzione
della mobilitd elettroforetica dei nanosistemt. Le varie misurazioni sono state
condotte in triplicato su tre diversi campioni {10 determinazioni per ogm
campione), [ risultati sono statt espressi come la media di tre diverst esperimenti
+ deviazione standard e sono riportati in Tabella 1.

Nanoparticelle di 4-[{V)-squalenoil}-1p-{arabinofuranesil)citosina
(Sq-ARA-C ammide).

Lranalisi dei nanosistemi mediante light-scattering dinamico ha mostrato
un diametro medio di circa 146 am con un indice di polidispersitd di ~ 0.09
{distribuzione dimensionale altamente omogenea) (Tabella 1). Inoltre, € stata
misurata una carica superficiale di circa -26 mV.

Nanoparticelle di 4-[(N)-(1,1°,2-fris-nor-squalenilossicarbonit}}-1p-
{arabinofuranosil)citosina (8§q-ARA-C carbammateo).

L’analist de1 nanosistemi mediante light-scattering dinamico ha mostrato
un diametro medio di circa 140 nm con un indice di polidispersita di ~ .09

{distribuzione dimensionale altamente omogenea) {Tabella 1). Inoltre, ¢ stata
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misurata una carica superficiale di circa -18 mV.

Questi  valort  rappresentano  dei  parametri  che  assicurano  ai
nanoaggregati delle proprieti biofarmaceutiche ideali; infatti vart studi hanno
dimostrato che le dimensiont medie e le cariche superficiali possono
influenzare la biodistribuzione di un sistema colloidale dopo somministrazione
endovenosa. In particolare, un diametro del nanosistema di meno di 200 nm
permette una sua lunga permanenza in circolo.

Tabella 1 Parametri fisico-chimici delle nanoparticelle det derivati

dello squalene®,

Campioni Dimensione {(nm) PI? Potenrziale 7
Sg-ARA-C

ammide 146,1 £6,7 0,09 0,015 -26.5 + 3,1
panomedicina

Sg-ARA-C

carbammuato 1395 + 6,1 0.09 + (018 -18.2 +4.4

ananomedicina

*Ogni valore rappresenta la media di tre diversi esperimenti + deviazione

standard,

“PI: indice di polidispersita. =
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Schema 3 Sintesi delle 1,17, 2-1ris-nor-squalenoil-ammidi dell’ ARA-C
16 ¢ della Gemceitabina 11, dall’1,1° 2-rris-nor-squalenc aldeide 4.

Esempio 6

Caratterizzazione farmacologica

Preparazione dei farmaei

I composti in studio sono stati inizialmente disciolti in etanclo per
preparare soluzioni di stoccaggio a concentrazione 25 mM che sono state
conservate a ~ 20°C fino all’uso. Per 1 diversi esperimenti, un’aliquota di
ciascuna soluzione 28 mM ¢ stata diluita con etanolo contenente Tween 80 al
109, portata a secco sotto corrente d'azoto e risospesa con terreno completo,
al fine di ottencre una soluzione 15 volte pitt concentrata rispetto alla massima
concentrazione da esaminare. Mediante successive diluizioni st sono ottenute
soluziont ad opportune concentrazioni intermedie. 20 ul di ciascuna soluzione

intermedia sono stati trasferiti in piastre a 96 pozzetti gid contenenti in ciascun
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pozzetto 100 ul di terreno, in modo da ottenere per ciascun farmaco le
concentrazioni finali desiderate. Per quanto riguarda t derivati di ARA-C
(Sq-ARA-C ammide, Sg-ARA-C carbammalto ¢ Oleil-ARA-C carbammato), le
concentrazioni studiate sono state: 5-10-20-40 uM, mentre per ARA-C st sono
usate concentraziont pari a: ,1-1-10-100 ¢ M nel caso delle cellule MCF-7 o
pari a quelle det derivati nelle cellule PC-3. Nelle cellule PC-3, Sq-ARA-C
ammide ¢ Sg-ARA-C carbammato sono sialt studiatt anche in forma &
nanoparticelle; in questo caso le concentrazioni usate sia per loro che per ARA-
C sono state le seguenti: 0,1-1-10-100 uM. Per la Gemeitabina (GEM) e i suoi
derivati Sq-GEM ammide ¢ Sq-GEM carbammato, le concentrazioni utilizzate
sono state: 1-4-8-16-32 uM. La concentrazione finale di Tween 80 © stata
mantenuta costante in tuttd 1 pozzett e part allo 0,00653%, concentrazione alla
guale il Tween 80 ¢ risultato privo di effetti antiproliferativi, Le cellule di
controllo sono state esposte alla stessa concentrazione di Tween 8.

Valutazione dell’attivitd citostatica e citotossica.

Llattivitd antitumorale det composti & stata valutata nelle cellule MCF-7
di carcinoma mammario  ostrogeno-dipendente e nelle cellule PC-3 di
carcinoma prostatico androgeno-resistente ¢ ad alto potenziale metastatico. La
vitalitd cellulare & stata valutata utilizzando il test MTT ([4,5dumetiltiazol-2-
il}-3,8-difeniltetrazolio  bromure) che misura Tattivitd  dewdrogenasica
mitocondriale {547, Le cellule sono state seminate in piastre a 96 pozzett, a
concentraziont diverse a seconda del tempo di duplicazione di ctascuna linea
cellulare (1000 cellule per pozzetto per le cellule MCF-7 e 5000 cellule per
pozzetto per le cellule PC-3) ¢ sono state incubate per 24 ore in terreno RPMI

1640 arricchito con SFB al 10%, L-glutamina 2mM ¢ penicillina/streptomicina
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{10000 U di penicillina ¢ 10 mg di streptomicina per mL in NaCl allo 0,9%) in
condiziont di coltura standard (37°C, atmosfera mmidificata al 95% di arta ¢ 5%
di anidride carbonica). Dopo 24 ore, una piastra di ciascuna linca cellulare &
stata trattata con MTT, secondo le modalita sotto descritte, per determinare il
valore della vitalitd cellulare al tempo zero, nelle restanti piastre i terreno €
stato rinnovato con terreno fresco contenente concentraziom crescenti det
farmact in studio. Allo scadere del periodo di trattamento (48 ore), le cellule
sono state incubate per 4 ore, al buio e a 37°C, con 20 ul di MTT, preparato
fresco in terreno, alla concentrazione di 3 mg/ml. 1 cristallt di formazano
formati nelle cellule sono stati solubilizzati con 200 ul di DMSO. La densith
oltica di clascun pozzetto ¢ stata letta a 840 nm mediante un lettore di piastre
{Model BiochromAsys UVM 344) od © stata espressa come percentuale di
guella delle cellule di controllo. Per ciascuna concentrazione di farmaco in
studio sono stati allestiti 16 pozzetti ¢ ogii esperimento € stato ripetuto tre
volte. Per ogni farmaco sono stati calcolati 1 scguentt parametri: Glso, TGI ¢
LCso. Glsp @ la concentrazione di farmaco che induce un'inibizione della
crescita cellulare pari al 50%, TGI ¢ la concentrazione di farmaco che provoca
Iarresto totale della crescita cellulare ¢ LCso © la concentrazione di farmaco
capace di provocare la morte del 50% delle cellule.

Valutazione dell’attivita emolitica,

Lrattivitd emolitica def farmact in studio ¢ stata valutata in sangue intero
gparinizzato di donatori sani adulti, entro 24 ore dal prelievo [55]. Il sangue ¢
stato lavato 3 volte per centrifugazione a 437 x g (1400 rpm) con PBS ¢ quindi
risospeso in PBS preriscaldato a 37°C, ad una concentrazione pari al 10%

dell’ematocrito. I farmaci da analizzare, disciolti in Tween 80 ¢ diuiti in PBS,



- 38 - Bianchetti Bracco Minoja sl

sonpo stati aggionti agli eritrociti alle stesse concentrazioni wtilizzate negli
esperimenti  sull’attivitd  antiproliferativa, facendo i modo che la
concentrazione finale degli eritrociti corrispondesse allo 0,1% dell’ ematocrito
e che la concentrazione finale del Tween 80 fosse pari allo 0.0065%. 1 campion
sono stati incubati a 37°C per 3 ore, sotto agitazione. 1l protocollo comprendeva
un controllo positivo, costituito da eritrociti allo 0,1% incubati in parallelo in
presenza di Triton X-100 allo 0,1%, e un controllo negative formato da
eritrociti allo 0,1% in PBS contenente Tween 80 allo 0,0065%. Allo scaders
delle 3 ore, 1 campiont sono stati ceatrifugati per 5 minutt a 3112 x ¢
{3700 rpm) ¢ 100 pl di ciascun surnatante sono stati trasferiti in piastre a 96
pozzettt. L assorbanza di ctascun pozzetto ¢ stata valutata a 408 nm mediante
un lettore di piastre (Model BiochromAsys UVM 340). L attivitd emolitica di
ctascuna concenlrazione & stata espressa come percentuale del controlle
positivo dopo avere corretto tutti 1 valori rispetto al controllo negativo,

Risultati

Nelle cellule di tumore mammario MCF-7, a livello delle guali abbiamo
ottenuto valori di Glse per S¢-ARA-C ammide sovrapponibili a quelli della
letteratura [52], i composti dell’invenzione S¢-ARA-C carbammato ¢ Oleil-
ARA-C carbammato sono risultati pin efficaci di Sq-ARA-C ammide, sia per
guanto riguarda la capacitd di arrestare la crescita cellulare, sia nel determinare

la morte del 530% delle cellule {Tabella 2).
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Tab. 2: Glss, TGI ¢ LCsy di ARA-C, Sg-ARA-C ammide, Sq-ARA-C

carbammato ¢ Oleil-ARA-C carbammato nelle cellule MCF-7

Glso (uM) TG (pM) LCsp (upM)
ARA-C n.d. n.d n.d.
Sq-ARA-C ammide |17.87 26,3 1249 + 38 864,36 + 230
S8Q-ARA-C 9,99 + (3,85 21,93+ 32 % 48,16 £ 7,2 %
carbammate
Oleil-ARA-C 11,3d 2,62 23,1 +102 % 48,2 £ 23 ¥
carbammate
Analisi statistica ANOVA: ANOVA: ANOVA:
p=0,104 p=0,002 p=0.000
Newman-Keuls: | Newman-Keuls;
*p<B,05 vs Sg- Fp<05 vs Sg-
AM AM

Sg-AM = Sg-ARA-C amnude

Nelle cellule PC-3 di tumore prostatico, dove S¢-ARA-C ammide ¢
Sq-ARA-C carbammato sono stati studiati sia in forma di nanoparticelle, sia
solubilizzati con Tween 80, Sg-ARA-C ammide nanoparticelle e Sg-ARA-C
carbammato nanoparticelle sono risultati in grado di arrestare la crescita
cellulare, a differenza di ARA-C totalmente priva di efficacia. Il confronto tra
Sq-ARA-C carbammato ¢ Sg-ARA-C ammide ha messo in evidenza che il
derivato carbammico & pib efficace di guello ammidico per quel che rigunarda

I’arresto della crescita cellulare ¢ Uinduzione della morte nel 50% delle cellule

{Tabella 3).
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Tab. 3: Glso, TGI ¢ LCsp di ARA-C, Sg-ARA-C ammide,, Sq-ARA-C

carbammaito, nelle cellule PC-3

Glso (uM) TG (pM) LCso (uM)
ARA-C n.d. n.d. n.d.
Sq-ARA-C ammide, 0,99 £0,11 518 20,21 26,8 & 1,05
8q-ARA-C 0,87+ 0,010 (432013 % 21,8 20,95 %

carbammato,
Analisi statistica P=0,133 Student t test; *|Student t testy ¥

p<05  vs  Sg-|p<0,05
ARA-C ammide VE Sq-ARA-C
ammide

» = nanoparticelle

Nelle stesse cellule, gli effettt dei due derivati squalenict solubilizzati in
Tween 80 sono stati confrontati con quelli dell’ Oleil-ARA-C carbammato,
preparato nelle stesse condizioni. Sg-ARA-C carbammato e Oletl-ARA-C
carbammalo si sono dimostrall complessivamente pitt efficact del derivato
ammidico. L'Olei] carbammato ¢ risultato i piu efficace tra i tre nel ridurre 1a

crescita cellulare del 50%, lo Sq-carbammato il pitt ative nel determinare la

morte del 50% delle cellule (Tabella 4). P
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Tab. 4: Glss, TGI ¢ LCsy di ARA-C, Sg-ARA-C ammide, Sq-ARA-C

carbammato ¢ Oleil-ARA-C carbammato nelle cellule PC-3

GlEse (M)

TG (pM)

LCsy (pM)

ARA-C

n.d.

n.d.

n.d.

Sq‘i‘\R}\‘C

7,35 £ 0,10

31,55 % 1,07

102,48 £2,5

ammide
S4-ARA-C 6.74 £0.18 1573 £0.90 36,69 = 1,30
carbammato

Oleil-ARA-C (4,04 = 0,85 1570 % 1,09 S400 % 6.00
carbammato 8 4

Analisi statistica

ANOVA:
p=0,000
Newman-
Keuls:
*p<0,05
S¢-AM e
Sg-CAR

V8|

ANOVA:
p=0,000
Newman-
Keuls:

*p<l O3 wvs
Sq- CAR e
Oleil-CAR

ANOVA:
p=0.000
Newman-
Keuls:
*p<B03 s
Sg-CAR ¢
Oleil-CAR
#p<,03
Sg-CAR

Vs

S¢-AM = S§q-ARA-C ammide; Sg-CAR = S¢-ARA-C carbammato ;

Oleil-CAR= Oleil-ARA -C carbammato

Per quanto riguarda Sq-GEM carbammato, la sua attivitd € stata studiata

sia nelle cellule MCF-7, sia nelle PC-3 rispetto a GEM ¢ al gid noto Sq-GEM

ammide. Nelle MCF-7 i nuove derivato & apparso pib efficace di Sq-GEM

ammide nell’arrestare la crescita cellulare e nel determinare la morte celludare

{Tabella 5),




S 47 .

Tab. 5: Glsy, TGl e LCse di GEM, Sq-GEM

carbammato nelle cellule MCF-7
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ammide, Sg-GEM

GlLsn (uM) TGI (uM) LCso (pM)
GEM 285 £42 >100 M >1000 M
Sq-GEM ammide 443 + 027 147+ 1,7 49 +7.5
Sq-GEM 3,17£0,38 % 10,05 £ 1.58 % 132,44 + 6,98 *
carbammato ‘

Analisi statistica

ANOVA:
p=0,000
Newman-Keols:

p<0,05 vs GEM

Student t-test:
p=0,026
*p<B,05 vs Sg-

GEM ammide

Student t-test:
p=0,049
*p<,05 vs  Sg-

GEM ammide

Sq-GEM carbammato si & rivelato piu efticace di Sq-GEM ammide anche

nelle cellule PC-3. Infatti anche nelle cellule PC-3, Sq-GEM carbammato si ¢

rivelato pin efficace dell’ammide per guanto riguarda 1'arresto della crescita

cellulare e Minduzione della morte nel 30 % delle cellule (Tabella 6).

Tab. 6: Glss, TGl ¢ LCs di GEM, 5qg-GEM ammide, Sq-GEM

carbammato nelle cellule PC-3

Glso (M) TGI (pM) LCs (pM)
GEM 142 26 >20 mM >3M
5q-GEM ammide 5024098 12,5+ 04 28,6 £4.8
Sq-GEM 345+ 1,15 8,15+ 2,35 % 19,25 + 4,75
carbammato

Analisi statistica

ANOVA:
p=0,000
Newman-Keuls:

Fp<,05 vs GEM

Student t-test:
p=0,034
9“}3<0§(}5 Vg Sq-

GEM ammide

Student
p=0,073

t-test:

Valutazione dell’attivith emolitica dei compesti in studio

Llattivitd emolitica det diversi farmact ¢ stata valutata incubando una

guantitd prefissata di globuli rossi con i farmaci in studio a concentrazioni nel

range di quelle impiegate negli esperimenti sull” attivitd citostatica ¢ citotossica.
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Essendo gli eritrociti privi di nucleo, essi sono insensibilt agl effetti det
farmact sul ciclo cellulare, percid Uemeolisi provocata dai singoli farmaci pud
essere interpretata come indice di tossicitd aspecifica. L'emolist ¢ uno dex
maggiori problemi associati con molti farmaci chemioterapici. Negli ultimi
annt sono state sviluppate varie strategie per ottencre antitumorali o loro
formulazioni con elevato indice terapeutico ¢ ridotti effetti collateraly, ma i
risultati per guanto riguarda la loro attivitd emolitica, spesso sono stat
deludenti, come viene discusso in una recente review [561.

La Figura 1 riporta 1 valori ottenuti per guanto nguarda Sg-ARA-C
carbammato ¢ Oletl-ARA-C carbammato comparati rispetto ad ARA-C e Sqg
ARA-C ammide. ARA-C ¢ risultata priva di attivitd emolitica, mentre Sg-ARA-
C ammide ha mostrato, a partire dalla concentrazione 5 uM, un’attivita
emolitica signtficativamente maggiore, non solo di quella di ARA-C, ma anche
di guella di tutte le concentrazioni studiate di Oletl-ARA-C carbammato. Per
guel che rigoarda i confronto tra S¢-ARA-C ammide e Sg-ARA-C
carbammato, 1'analisi statistica ha messo in evidenza che 'ammide ha un potere
emolitico maggiore rispetto al carbammato,

L'attivitd emolitica dei derivati sgualenici di ARA-C ¢ stata valutata
anche con due profarmaci in forma di nanoparticelle. In guesta forma Sg-ARA-
C ammide ha mostrato un’attivitd emelitica superiore a quella di Sg-ARA-C
carbammato a livello della concentrazione piu alta (Fig. 2).

Per quanto riguarda il potere emolitico di Sg-GEM carbammato rispetto
a S¢-GEM ammide ¢ GEM, anche in questo caso il farmaco nella forma nativa
(GEM} ¢ risultato praticamente privo di attivitd emolitica e 1o Sg-GEM ammide

ha mostrato an’attivitd emolitica significativamente maggiore di quella di Sg-
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GEM carbammato (Fig. 3}.

Per approfondire ulteriormente lo differenze osservate tra derivaty
ammidict e carbammati sull”attivith emoelitica, abbiame valutato anche I attivita
emolitica di Sg-alcool ¢ Sg-acido, rispettivamente prodotti dall’idrolisi dei
dertvati squalenici carbammati ¢ ammidi. Il confronto statistico ha messo in
evidenza un’attivitd emolitica significativamente maggiore per lo Sg-acido gia
a livello della concentrazione pil bassa (Fig. 4).

L'effetto emolitico complessivamente maggiore per ¢ derivati ammidici
di ARA-C e GEM ¢ probabilmente da attribuire allo Sg-acido che si produce in

seguito alla loro idrolist. Sg-acido ¢ risultato infatti molto pit emolitico di

Sg-alceoel, ottenuto questo dall’idrolist dei derivati carbammici.
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RIVENDICAZIONI

1 Un composto di formula (1)

iR Cui

R & una catena alchenilica o alchinilica, lineare o ramificata avente da 6 a 32
atomi di carbonto ¢ contenente da 1 a 6 doppi e/o tripli legami;

X ¢ un radicale bivalente scelto tra CHOH o CFy

2 Un composto secondo la rivendicazione 1 in cui R ¢ una catena

alchenilica avente da 10 a 32 atomi di carbonio ¢ contenente da 1 a 6 doppi

legami.
3 Un composto secondo la rivendicazione 2, in cut R ¢ una catena

alchenilica lineare avente da 14 a 20 atomi di carbonio ¢ contenente 1, 2 0 3
doppt legamt, pib preferibilmente una catena alchentlica lincare avente da 16 a
18 atomi di carbonio ¢ contenente 1 o 2 doppi legami.

4. Un composto secondo la rivendicazione 3, in cmi R & un residuo cis-9-
oftadecen-1-tl, rrans-9-ottadecen-1-1l, cis-9-eicosen-1-1l, rrans-Y-eicosen-1-il,
cis-11-eicosen-1-i1,  trans-11-cicosen-1-il, cis-13-cicosen-1-il,  rrans-13-
eicosen-1-il o cis-9,12-ottadecadien-1-il.

5. Un composto secondo la rivendicazione 4 in cui R ¢ un residuo ois-9-
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ottadecen- 1-il di formula (A)

* POTIetn)

R VA VN P N
(A)

in cui asterisco ¥ indica I"atomo di carbonio che st lega all’atomo di ossigeno
del gruppe carbammalto presente nei composti di formula (I).
&, Un composto seconde al dvendicanione |, i cwi B & rappreseatato dal
gruppe RufCHzy dove By © unag catona alchentfica ramificaty avente da 8 a 31
atont ¢ carbonio, contenente da 1 a 6 doppt legami ¢ da 1 a 6 ramificasiond

» »

Un composto secondo al rivendicazions &, inom i

o

doppt logama prosenti
w Ky oposson, indipesdentoments tra di love, sssere in confignrazions oy o
frass o o ramificaziont prosontt in By sono del gruppt metilict,

X, g composto secondn lo rivendicariom & o 7 in om By € una catena
alchentlica comprondente ung © pit unith sopremche, scelte trg mm residuo &
formuda (B x

(CH RO HCH o CH o L O H = O H o O o O e

dove m @ un intero compreseta L e §,

¢ oo residue G formuda (O

(CH 0= CHn O Haoo O Ho JO{CH 5 CH ol H o CH Lo JOHeO{ O o

dovepélolegelilold

8, U composto secondo o rivendicazione 8 i cwi By & un residue &

formmuda (D), (B, o (Fh
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{CH pU=CH - CHp CH O CH O O CHp o JOHOIOH
CHeCHa
(1)
{CH3 O O CHpo O e CH o O H o O fooe JOH=UTH o
CHe - CHa b
{E)
(CH RC=UH O O GO H U CH - Ul o
{F
10.  Un composto secondo le rivendicazioni da 6 a 9 in cmt R ¢ il restduo

1,17 2-tris-nor-squalenile di formula (G):

(G}

in cui Tasterisco * indica "atomo di carbonio che st lega all atomo di ossigeno
del gruppo carbammato presente nei composti di formula (1),

11,  Un composto secondo la rivendicazione 1, scelto tra

un composto di formula (1) in cui R & un residuo cis-9-ottadecen- 1-1 &i formula

{A), X & CHOH ed il composto di formula (I} & 4-[(Ny-oleilossicarbonil}-1[3-

{arabinofuranosil)citosina di formula




- ey
s - = -~ ~, A~ .
,\\ . R o e, . o A . tececeeeeeey \-\' '\\_ o ‘\,\ T e
- R e - e e Nt R ",

/

5
',
'y coverrees

HG ;
My |
N
i am
R

8 i

un composto di formula (I} in coi R & un residuo cis-9-ottadecen-1-il di formula
(A), X ¢& CF: e o composto di formula (I} & 4-{(N)-

oletlossicarboniljgemcitabina di formula

un composto di formula (I} in cui R & il residuo 1,17, 2-tris-ner-squalenile di

formula (G), X &€ CHOH ed il composto di formula (I} & 4-[(N)-(1,1".2-tris-nor-

squalentlossicarbonil}}- 1 3-(arabinoturanosilicitosina di formula
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un composto di formula (I} in cui R & il residuo 1,17, 2-tris-ner-squalenile di
formula {G), X ¢ CF: ed 1l composto di formula (I} & 4-{{(N)-(1,1" 2-tris-nor-

squalenilossicarbonil yjgemcitabina di formula

o

12, Un composto secondo la rivendicazione 1, in cui R & un residuo 1,1°,2-
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tris-nror-squalenile di formula (G) come definito nella rivendicazione 10 in
forma di nanoparticelle,

13, Un composto secondo una qualunque delle rivendicazioni precedenti per
uso come farmaco.

14,  Un composto secondo la rivendicazione 13 per uso nel trattamento di
tumort.

15,  Composizioni farmaceutiche contencnti un composto  secondo e
rivendicazioni da 1 a 12 ed almeno un eccipiente adatto all’impiego
farmaceutico.

16.  Procedimento per la preparazione di un composto di formula {I) come

definito nella rivendicazione 1, comprendente § seguenti passaggi:

a) Reazione di un alogenoformiatoe di formula (II)
R-O-CO-Y
(1L}

in cui R & come definito nella nivendicazione 1 e Y € scelto tra cloro e bromo,
preferibilmente cloro, con polvere di zinco attivata mediante trattamento acido;
b} Aggiunta alla miscela di reazione ottenuta nel passaggio a) di un

composto di formula (I1T)

NH,

HO OH
{IIT}

in cut X & come definito per § composti di formula (1), per dare un composto di
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formula {(I);
¢} Isolamento del composto di formula (I).

Milano, 22 dicembre 2015
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