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1. Il ntroduzi one

1.1 Il tumore

Il tumore, conosciutoanchecome cancroo neoplasia, € unealattiagenerata dalla riproduzione
incontrollata di alcune cellaldi tessutp dovuta alla modificadel loro patrimonio geneticahe
presentanalisfunzioni rispetto alla fisiologia cellulare del tessuto originale

Il cancro e tra le prime cause di momiai primi decenni del XX secolo ed entro dieci anni, il
numero delle mortarrivera a superarel5 milioni di casj in particolare trapazienti anziane in

Paesi in via di sviluppo.

provocare mutazioni genetichee inoltre alcune
delle anomalie si possono contrarre per vi

ereditaria.

La degenerazione viene trasraasdallacellula

madre alla sua prgenie, che a sua volta |aF

Figura 1.1: Carcinoma prostatico metastaticc

trasmettera alle discendenti, fino a portare ¢

formazione di cellule neoplastiche.

Un'unica mutazione irreversibildl DNA non portaalla trasformazione da cellula normale a

neoplastcamason necessarie pi % mutazioni all dinternc

Questamutazioni vanno a colpire geni specifadibiti al controllo di funzioni fondamentadjuali:

A | geniprotooncogeniche promuovono la crescita cellulare

A lgeni oncosoppressori, che codificano i mes:¢
A | geni DNAcrepair, che ripaano i danni al doppio filamento.

Algeni che regolano | 0apoptosi



In caso di modifiche al DNAali geniprovocano la morte della cella malata per impedirne la
diffusione tuttaviala codifica irregolare o assente di quegni spesso determina l'insorgere di

cellule cancerosela loromoltiplicazione incontrollata
Le cellule neoplastiche presentano alcune caratterigpbaficherispetto alle cellule sanqual::

Anaplasia la normale differenzidone cellulare risulta inesistente.
Autonomia la crescita éndipendentadai meccanismi di regolazione
Mancata inibizione della crescita cellularde cellule normaliativano un processo
doi ni blilazciescitaree |ld emo ment o i n ¢ eadncentrazioreelvcellnl® un o
nelloro intorno mentre le cellule tumorali continuano a replicarsi costantemente.
9 Scarsocontrollo apoptotico le cellule tumorali riducono drasticameatla possibilita di
andare incontro ad apoptosi
1 Angiogenesilacrescitai ncontr ol | ata port a nattiehtihecessag.nt o
Per questo motivei possono formare nuovi vasi sanguigni | 6i nt erno del t e
1 Invasivita e capacita a nestatizzarele cellule tumoralsono in gradstaccarsi dal tessuto
tumorale, trasferirsi attraverso il flusso sanguigno ad altri tessuti e dare cosi origineria t

secondari (metastasi).

Il corpo neoplasico puo evolvere seguendo due stadiXRg.

I'iperplasig che consiste in un aumento di volume come risposta verso gli stimoli che provocano o

richiedono un aumento della sua attivita funzionale

e la displasig che comporta disfunzioni, anomalie strutturali e deformita nel tessuto colpito e la

conseguente perdita delle proprie attivita fisiologiche.

mnvasive cancer

in situ cancer
cell with

genetic mutation dysplasia

hyperplasia

Figura 1.2: Evoluzione clonale



In base alla loro natura e caratteristich@mori vengono suddivisi in benigni e maligni.

Il tumore viene detto benignanthé le cellule aoplastiche restano légaadu n 6 uni ca mass

definitae circondata da una capsula di tessuto connettivo.

Quando tali cellulesono in grado di staccarsi dal tessuto originale, penetrare in altri tessuti
formare metastasil tumoreviene considerato conmaligno. La maggior parte dei tumori maligni

sioriginano dall 6evoneuemplone di tumor i beni gni

La classificazione dei tumori viene effettuata valutadde parametrifondamentali:gradazionee

stadiazione

Lagradazionemi s ur a | 0 erdtitaidellaé cellule gviere lindidata attribuendo un valore da 1

a 3.Neitumori d | gradq ben differenziatiy i ene mant enuta undarchitet
le cellule hanno una bassa velocita di duplicazioeetrend tumori di Ill grada indifferenziati, le

cellule si sono modificaténo al punto diaver perso completamente le loro funzionginali; essi

tendono a crescere rapidamente e ad essere piu aggressivi rispetto alle neoplasie di grado inferiore.

La stadiazionerappresenta un inci d ivasivita: viene valutata la grandezza del tumore a partire
dall a di mensione minima rilevabile (parametro

la presenza o meno di metastasi (M, da 0 a 2).

In base alla loro origine earatteristicheigpossono distinguere otto principahtegorie di tumori

malignf:

Tessuto di origine Tumore benigno Tumore maligno
Tessuto connettivd Fibroma, condroma, osteoms Sarcoma
cartilagineo, osseo e muscolg  leiomioma e rabdomioma
Leucociti Leucemia
Tessuto epiteliale, ghiandola ) )

g .p g Adenoma e papilloma Carcinoma
e di rivestimento
Tessuto nervoso Blastoma
Melanociti Nervo melanocitico Melanoma

) ) ) ) . Linfoma difHodgkind  mon-
Ghiandole linfatichelinfociti g N

Hodgkiro

Plasmacellule Mielomi




1.2 La terapia antitumorale

Dopo anni di studia medicina ha a disposizione diversi strumenti per combattere il cancro

La chirurgia € l'opzione principale nella maggior parte dei tummenigni Talvolta, per
facilitarne la riduzione si tenta diridume la dimensione con unahemioterapiao una

radioterapigpreoperatoria.

La radioterapia utilizza raggi Xconcentr at. npel distuggere de cellyee c i f
canceroseed evitare il danneggiamento delle zone sane limitrBfg essersfruttatacome

operazione pr@peratoria 0 come vera e propria terapigusaon sensibil alle radiazioni.

La chemioterapiautilizza farmaci citotossici (tossici per le cellul&).genere il loro effetto &
di bloccare la divisione delle cellule senza pero distne tra cellule sane e cellule mal&ten
essendo selettive le chemioterapie hapesantieffetti collaterali su tutti quei tessuti a rapido

ricambio, come le mucose, i capelli, il sangue e i tessuti tumorali.

La terapia ormonalealtera l'equilibrio di determinati ormoni nell'organismeosi utilizza

soprattutto coumori ormonesensibili.

L'immunoterapiaconsisten el | uti |l i zzo di Vvl @isteania iMmmunita|op a C |
contro le cellule tumorali.Seppur disponibili vacini contro il melanoma e, in forma

sperimentale, contro alnutumori del colorretto in Europa nessuno di questi prodotti & stato

ancoraapprovato.
E6 frequente un uso combinato di diverse tipo
Purressndo | a terapia fi silearmienigliorbpenla ettavcentrale ¢ h

neoplasie maligné fase iniziale peril tumore in fase di proliferazione avanza&aichiesta una

terapia basata sulla somministrazione di farmaci citotossianjoberapia).

| chemioterapicihanno come effetto terapeutico la distruzione di una popolazione cellulare: le
probabilita disuccesso saranno tanto maggiori quanto maggiori sono le differenze biologiche tra le
celluletumorali e quelle san®er raggiungere questdiettivo bisogna conoscere la dose massima
tollerabile DMT (massima dose che puo essere somministrata senza indurre tossicita irreversibili), e
la dose minima efficace DMH. 6 i n térapewticodefinito da questi due parametovvero il
rapporto DMT/DME,da unimportante stima detangedi doseentro il quale il farmaco puo essere

somministrato con minimi rischi.



La terapiaantitumoralee efficace quando un farmaci@sce a ridurre il tessuttumorale ad un

livello tale per cuil sistemammunitario € in grado di agire, eliminandolo

Gli attuali farmaci chemioterapici utilizzati mancano di selettivitgper esprimere la loro azione
citotossica necessitano di alti dosaggportando Bl 0 i n s o relgwatneffetti callaterali

indesiderati.

Questi efetti vanno ad intaccarprincipalmente tutti tessuti adalto indice proliferativoquali:
midollo osseo (leucopenia, piastrinopenia, anemia, immunosoppressione, infezioni), mucosa
gastrointestinale (stomatite, enterite, diarrealite ed annessi cutanei (alopecia), gonadi

(amenorrea).

A seconda del meccani smo dobéazione, guest.i f a
principali:

1. Agenti alchilanti interagiscono direttamente con il DNA, attraverso una reazione di alohéazi

tra la forma attivata del farmaco e le basi azotate del DNA, formando un legame covalente.

Gli alchilanti bifunzionali sono in grado di formare legaonosslink intra el interfilamento,

provocando la rottura del segmento nucleotididoblocco nellasua trascrizione.

A seconda delle caratteristiche strutturali possono essere suddivisi a loro volta in cinque classi:

>\

Mostarde azotate

>\

Nitrosuree

>\

Alchilsolfonati

Aziridine

> D

Triazeni

2. Antimetaboliti sono tutte quelle sostanze la cui struttura chimicamile ad altri metaboliti
present.i n. bal sbstitiziong dennmetaloldi normali pud portarblocco el sistema

enzimatico di cui il metabolita funge da substra@l@formazionedi un prodotto inattivo.

Come per gli agenti alchilanti, ®®ndo lecaratteristiche strutturatinche gli antimetaboliti

possono essere suddivisitie classiprincipali:

A Antagonisti dell 6acido folico
A Analoghi delle purine
A Analoghi delle pirimidine



La somministrazione di farmaci citotossici ha lo scppacipale di impedire la divisione cellulare;
in particolargpossono agire in modo mirato su una fase oppure agire indistintamente sulle varie fasi

del ciclocellulare

Il ciclo cellulare di una tipica cellula eucariotica in coltura ha una durata diZdroae e si articola

in quattro fasprincipali: mitosi (M),gap1 (Gy), sintesi (S) @ap2 (Gy).

MITOSI

crescita
e normali
attivita

metaboliche

alla mitosi ( s
7
qterfa"a
/ duplicazione
del DNA

fase di sintest

Figura 1.3: Le fasi del ciclo cellulare

. G Stato di riposo, in cui le cellule hanno cessato di dividersi (in n
ase
temporaneo o irreversibile) (ngmesente in figura)

. G Stato che segue alla mitosi e in cui si assiste alla sintesi delle prot
ase
del |l 6RNA, necessari dpatelafdsep!| i c

Fase S | Avviene la duplicazione dei cromosomi, quindi la sintesi del DNA

Stato che precede la divisione cellulare e in cui si ha la crescita

Fase G
cellulae nuovamentéa sintesidelle proteinenecessarialla mitosi
Fase in culi S i rompe | d6involu
e Y avviene la duplicazione dei crosmmi. In seguito si ha un processo
ase

mitosi che portera alla formazione di due cellule figtimite di crredo

cromosomico completo.

| tempi e la successione delle varie fasi del ciclo cellulare sono regolati da una famiglia di proteine
chinasi, aloro volta regolate da segnali extracellulari che permettono alla cellula di adattare il

proprio stato proliferativo alle condizioni estetne
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In base alla loro attivita citotossica ed al ciclo cellulare, i farmaci antitumorali possono essere

suddivisi in tre categorie:

agenti cicleaspecifici, tossici sia per le cellule che si dividono che per quelle quiescenti.
agenti ciclespecifici e fasespecifici, che distruggono le cellule che si dividono, a
prescindere dalla fase del ciclo cellulare.

1 agenti ciclespecifici e fasespecifici, che distruggono le cellule che si dividono, in fasi

particolari del ciclo cellulare.

La crescitaumoralevienebenrappresentatattraverso laurva di Gompertzdove possono essere

individuate due fasi principali.

Una prima fase dove le cellule crescono in modo esponenzial@aesecondadi rallentamento

tendente ad uplateau

&
W celiule

Fase Fase stazionaria

esponenziale

Fasze di
latenza

.

Ll
Tempao

Figura 1.4: Curva di Gompertz

Nei tessuti tumorali si possono riconoscere settori cellulari differenti in base alla capacita
proliferativa: il compartimento A costituito da cellule proliferanti in fase iGcompartimento B

costituito da cellule quiescenti in fasg €lil compartimento Gontenente cellule in necrosi

Il pit sensibile ai farmaci citotossici, topesti tre gruppi di celluje il compartimento A, mentre
compartimento B el o8tacolo maggiore alla rimozione completa del tumore mediante

chemioterapia.

Duranteil processo iniziale di accrescimentiel tessuto tumorali&a quasi totalita delle cellule
appartiene al compartimeni#: questo € il momento miglioreep sfruttarein modo ottimalei
farmaci antitumorali Tuttavia, solo in un fase avanzatguando il potere di accrescimento del

tessuto € ormai ridott@ possibile diagnosticare la presenza del temor

11



Un fattore molto importante che pu0 giocare a sfavore della terapia antitumorale € dovuto

alldo i n s oda gaee delle cellule neoplastickieresistenza al trattamento farmacologico.

Diverse sono le cause che possono portare alla formazione tkmeaiserso determinati farmaci:

riduzione della capacita di attivaziqreteraa quantita dtargetspecifici,r i du z i onigadedl el | 6

farmao verso iltarget aumento del sistema di riparazione del DNAC..

12



1.3 Complessi di Pt comefarmad antitumorali

Il platino fa parte dei metalli di transizione della lll sehe@,numero atomico 78 e configurazione
elettronica [Xelf**5d° 65",

| possibili stati di ossidazione sono 0, II, IV, V e {@li ultimi due solo in compostssocidtcon
ossigeno e fluoro) mentre in soluziormaosao ambiente biologico si possono trovare solo come
e lV.

Nello stato di ossidazione (t°) forma complesi con geometria planamguadrata eéssendo il Pt
un acidosoft coordinapreferibilmentebasisoft (con atomi donatori quali S, P, As, ecanche se

sono presenti parecchi complessi teganti Ndonatori.

In letteratura sono preseiminumerevolicomplessineutriconstechiometria [PtXYAB] dove X e Y
sono anioniquali alogenuri, carbossilati, idruri, alchili, ar{ldetti leaving groupg e A e B sono
leganti neutriquali NHs, ammine, eterocicli azotati o fosfif@etti carrier group9™® (Figural.5).

A /X LEAVING
W t\Y GROUPS

Figura 1.5: Struttura dei complessi di Pt

Attraverso la modulazione dei legantpessibilevariarele proprieta chimicdisiche del complesso
qguali lipofilicita, solubilita, velocita di idrolisi (eaving groupy ingombro sterico, ecce di

conseguenza la possibile attivita biologica del farmaco.

Per mostrare citotossicit? i compl essoladeve

membana cellulare.

13



1.3.11l cisplatina struttura e proprieta

Sebbene farmaci contenentcomplessi metallicebbianosempre avuto un impiego alquanto
limtatod at a | 6 el e weylt Wtimitannsss é visto tche molti complessi contenenti
metalli pesanti quali Au, Pd, Ru, Pt, ecc. possono svolgere un importante ruolo

farmacologic.

Léatti vit ™ pimitcantpasts 8 baseadi plagnio fu scomeda Rosenberg e/an
Camp, tuttavialo studios i st emati co del |l dattivit” doppdl ogi

successo ottenuto dai complessi di Pt(Il) con leganti amminici

Tuttora i farmaci a base di platino sono tramaggiormente utilizzatperun 6 ampi a s er
tumori solidi umani,qualic ar ci n o mi del testicolo e dell 6ov

coll o, del pol mone, | 6osteosarcoma e i ' info

Il cisplatino (cis-[PtClx(NHs)2]), il capostipite dei farmaci a base di Pgnne sintetizzato per
la prima volta da Michele Peyromel 1844ma solo 50anni dopoAlfred Werner assegno a
guestoc omposto | a geometria ci s, (figdli6k Nei 196k euad ol o

struttura venneonfermataramite difrattometria a raggi X

H3N Cl HsN Cl
3 \Pt/ 3 \Pt/

N/ \CI CI/ SNH

Hj 3

Figura 1.6: cisplatino(sx)e transplatino(dx).

Il complessqresentadueleganti amminici dettcarrier groups (gruppi inerti, determinano le
proprieta chimicefisiche del complesso) e due ioni cloruro ddgaving groups(gruppi

uscenti durante le reazioni di solvolisi, determinano la velocita di idrolisi).

Barnett Rosenberd i si co del | 6 Uni,wnenodo det tutto dasualeIM96§ hel g a n
corso di alcunisaggi in vitro realizzati peanalizzaregli effetti di un campo elettromagnetico
sulla divisione cellulare, sottopose una popolazione di batischerichia Coliin una

soluzione contenente cloruro di ammoiab un campogenerato da due elettrodi di platino. Si

14



noto ches ot t o | 6 i ncbrientezah badteri subivahoauna crescithno a raggiungere

una lunghezza circa 300 volte superiore a quedianalé.

Studi successivi dimostrarono che crescita dei batterera legata allgiccole quantita di
platino disciolte nella soluzione(sotto forma di[PtCls]*) provenienti dagli elettroded alla
presenza diossigeno e luce nella camera elettrolitiche portarono alla formazione del
complessdPtCls(NHs)2]".

[PtClg]® + NNH," Y c-[Pt€lon(NH3)n] @™ + nH'

Dopo la conferma della formazione di isomeri,
furono testate le corrispondertirme cis e trans
del complesso [PtGINH3),] e si vide che solo il
primo era un potente inibitore della division

cellulare mentrel secondadavaesito negativo

Ulteriori studi venneroeffettuatisu complessi di
platino con legantiamminici differenti e questi
dimostrarono che solo lespecie neutredi

geometriacis tendevano ad inibire la divisions
cellulare, mentre le specie trans erano

biologicamentanattive.

Questacapacita di inibire la divisione cellulare

senza bloccare la crescita della cellula, sugc

che tali composti potessero avere carattt

antitumorale.
Figura 1.7: E. colicresciuti in condizioni

Vennero cosi testatlifferenti complessi a base di  normali (a)ed in ambiente contenente

Pt su tumori differentied i risultati ottenuti dal [PtCIx(NHa),] (b)

cisplatino furono promettential punto che nel 1978 venne approvato dalla FDA (Food and
Drug Administration) come farmaco antitumorale per la cura dei tumori alle ovaie e ai
testicoli. T und & Awogdgii farmadi pitc cosmyméneenta usati e di maggior

successo nel trattamentodiverseneoplasié.
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1.3.2Me c ¢c a ni s malel csplaiaoi o n e

! cisplatino presenta un meccani s molegdndosizi on

attraverso addottiovalenti ai filamenti di DNA

Viene mministrato per via endovenosaviene trasportato ai vari tessuti attraverso il circolo
sanguigno L 6 e | econeehtrazione dioni cloruro (circa 100 mM)nel sangue stabilizzd
complessoprevenendo reazioni diob/olisi e favoriscela penetrazione intracellulanmediante

diffusione passiva.

Una porzionedel farmacoviene escreta direttamente attraverso i reni (senza esplicare nessuna
azione)ed unaparte entranelle cellulemediantediffusione passiva, dovpuo esercitare la sua

funzione farmacologica.

Al | 6 i nrellaecellnlade cdndizioni pH 7.4 temperaturé37°C, bassa concentrazione idni
cloruro) consentonaina rapidasolvolisi del complessocon la sostituziondan piu stegs dei leganti

clorurocon molecole di BD, portando alla formazione della forma attois[Pt(NHs)a(H20),]** *°.

Lébeventual e presenza di b a s i cquacamplesgioon forrmaziene al | a

di idrossocomplessnattivi (Fig. 1.8).

HN cl HsN cl HaN OH
8 \Pt/ H,O 3 \Pt/ H,O 8 \Pt/ 2
W \\ > W
HNS g AN Son, AN Non,
ky k,
H3N\ /Cl H3N\ /OH2 kaZ H3N\ /OH
\\‘Pt\ \\‘Pt\ \\‘Pt\
\ \ \
HaNY OH HaNY OH HaNY OH

Figura 1.8: Reazione di idrolisi datisplatino

La formafi i d r o | & una spdcielsttrofila bifunzionale in grado di legarsi siti nucleofili

presenti sui filamenti di DNAnediantda formazione dcrosslinks intra- ed inter-strand(fig. 1.9).
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NH3

PN bi HN— Pt=5G =it
HyN e |
HaN H,0
Intra-strand Inter-strand Mono adduct
crosslink crosslink (~2%)
(96%) (1%)

Figura 1.9: addotti DNACisdatino

Essendoil Pt' un acido soft si presumeche il legame con leeliche del DNA avvenga
preferibilmentemedianteatomi gli di azoto dek basiadenina eguaninapiuttosto checon gruppi
fosfato (non € escluso perd un coinvolgimento con la formazione di un intermédiaarica
negativa dei gruppi fosfato pu, comunque f avc

cisplatino.

Vari studi hanno dimostrato che il cisplatired lega prefeenzialnent e attr averso
posizione 7della guaningessend@sposto nel solco piu ampio della doppia elica e di conseguenza

piu accessibile a composti esterni

Questo | egame porta al ri pi egament oo ladsautturad el i c

tridimensionale.

E proprio questa deformazione che patalocco della replicazione e trascrizione del DNA e di

conseguenza alla morte della cellulare, per via apoptotica.

Loeffetto cit ot quindiiegato alld fermazione dipddatti cisplabneDNA ed

alla quantita totale di platino legaial filamento
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1.3.3Effetti collaterali del cisplatino

Un effetto negat i cisplatihoeogafarmacaantitutharaleirisicdetlaelevatd e |
tossicita enella scarsa setévita verso i tessuti tumorali rispetto a quelli sani, che portano alla

comparsali diffusi effetti collaterali

Oltre ad effetti comuni agli altri farmaci antitumorali qualiomito, nausea, diminuzione dei globuli

rossi e deglobuli bianchiil cisplatinoprovocaeffetti collaterali specificquali:

la nefrotossicita € unodegli effetti collaterali pitdiffusi e conportaseridanniai reninon
completamente reversibiliialla semplice lesione tubulare alla necrosi del tessgttompagnata da

ipomagnesiemia

|Gototossicita si manifesta tramiteiduzione dellapercezionedei suoni adalte frequenze,
interessa soprattutto i bambini ed i suoi effetti sono leghé quantita totale di farmaco

somministrata;

la neurotossicita manifestauna neuropatia periferica di tipo sensitiveelle fasi iniziali
porta alla perdita/riduzionei diflessi e sensibilita tattile findjno alla nascita di atsia elimitate
capacita di movimentaQuesto effetto dosecumulativo , accr esc e ntgadeledasi al |
assunte @uol i mi t ar n e .Ndglautimilannicéatatd visto ehe per ridurre questo effetto e

importante reidrataré paziente con soluzioni saline ipertoniche di Nd@iante il trattamento
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1.3.4Derivati del cisplatino

Dati gli elevati effetti collaterali irreversibili legati alla somministrazione del cisplatino come

far maco, | 6i nteresse si ~ spostato  ooeindice | a

terapeutico piu elevato.

Negli anni, & questo compos&bno statsintetizzati diverscomplessi con struttura simile modo
da trovare il composto ideale che mantenesse le caratteristiche positive del cisplatiituessse

gli effetti negativi

Cleare e Hoeschelattraverso studi sulla carica dei coegdi e la modulazione dei leganti uscenti
hannoformulato delle regol&SAR™ (StructureActivity Relationship che permettono di stabilire

una vera e propria strategia per la preparazione di comgléa8iomologhi dekisplatina

1. 1l complesso devessere neutro in modo da permettere il passaggio attraverso sostanze
apolari, come fosfolipidi dela membrana cellulare.

2. 1l Pt deve avere stato di ossidazione +2

3. Il complesso devpossedere dukeaving groupsper modulare la velocita di idrolisi e due
carriergroupsi  modo da modul are | 6i ngombro steri

4. Il complesso deve avere configuraziame

Tali farmaci vengono detti di détamimamrogiatda: gener azi

V maggiorselettivita verso le cellule tumorailspetto alle sane

<

elevata efficacia su piu tipologie di tumore, tra cui i tumori resistenti al cisplatino
V discreta solubilita, in modo da permettere altre forme di somministrazione (somministrazione

orale)

Variando sistematicamenieleganti carrier e leaving sono stati sintetizzatliversi complessi negli
ultimi anni ma soltant@lcuni hanno mostratonantenere o migliorare le caratteristiche plecursore

cisplating tra cui ilcarboplatino, oxaliplatino, nedaplatino, lobaplatino ed eptapl&figol.10).
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NH o °
3\pt/ NH; /o—/
NH3/ o ;Pt\
NH3 o—
0
7 Va
Hy
—N\Pt/o HZN\Pt/O <
N PN
”2 OT\O H,N 0
0

Figura 1.10: carboplatino, oxaliplatino, nedaplatino, lobaplatino ed eptaplatino

Il carboplating cis-[diammina(1,Xciclobutandicarbossilato)platinidf], come il cisplatinoha unuso
clinico generalizzatoerso la maggior parte dei tumoSomministrato per via endovenosa, presenta un
azione simile al cisplatino ma con tossicita ridottache se un fattore limitante € legato alla formazione
di mielodepressione e la trombocitopenia 6stato approvato dal FDA nel 1990 ed é

commercializzato co.n il nome di Aparapl atinobo

L éxaliplatino, cis-[(1R,2R-diamminocicloesanossalatplating(ll)], sebbene il suo ussialimitato
dalle varie neuropatie causate dalla sua somministrgzéoséato ufficialmentepprovato coma

agente antitumorale dalla FDA

Gli altri tre complessi,nedaplating cis-[diammireglicolatoplating(ll)], lobaplatino, cis-[(1,2
diamminometilciclobutan)lattatglating(ll)], e eptaplating cis-[malonatd(4,6- diamminometil)2-
isopropitl,3-diossolangplating(ll)] sono tuttorain fase di sperimentazionmentre sono stati
approvatiin Giappone, Cina e Sud Corea come farmaci antitumorali nonostante causino effetti

tossici quali mielotossicita e trombocitopenia.
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1.4 Farmaci a base di PY

A seguito dello studio sui farmaci a base di,Pt | 6i nt er esse si s post:

complessi, i composti a base di'Pt

| complessidi PtY (configurazioned®) possiedono geometria ottaedrida,cui sono presentin
posizione assialdue leganti aggiunti rispetto al omplesso planare quadrato df Pt

Questi duenuovi leganti cosi come i precedenpossono essemaodulatiin modo da variare le
caratteristiche chimicfisiche del complesso (lipofilicita, potenziale e cinetica di riduzione,

solubilit™e).

Grazie alle proprietadi questi complessii PtY & possibile superarenolti problemi legati
al | 6 as sleifarmacioanbase di Ptin quanto essi sono (piinerti cineticamente rispetiai

corrispondenti compostii Pt', oltre a presentarie generalaina maggior solukita

In questi anni tre complessi di'Psono passati alla fase preclinidaroplatino, Satraplatino e
Tetraplaino.

Ry OH o OCOCH, Hz Cl o
2 HsN | Cl |
\lt/ 3 \Pt/ \\Pt/
N/l \CI N/| \C' N/| \CI
H, OH 2 OCOCH, H, Cl

Figura 1.11: Iproplatino, Satraplatino e Tetraplatino

1) | igroplatino, cistranscis-[PtCl(OH)(ipa)] (ipa= isopropilammina), di particolare
interesseper la sualevatasolubilitd>*34

2) il tetraplating [Pt(DACH)CL] (DACH= 1R,2R-diamminocicloesano), abbandonato alla
fase | di sperimentazione a causa di eleaataneurotossicita indottg

3) il satraplating cistranscis[Pt(NH3)(CeH11NH2)(OCOCH;),Cly], in  fase Il di

sperimentazioné.
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Lébel evat a i mherpermeite dabbassare daatpssicita sistemateaumentando la
probabilita che il farmaco arrivi ghrgetcellulare e la buona solubilita di questi farmaci li rendono

adattabilial | 6assunzione oral e.

Rimanendamel circolo sanguigno nello stato ossidatoriducela perdita di farmaco attivo a causa

di reazioni secondarje di conseguenzdiminuiscono glieffetti collaterali.

Composti Status attuale
Entrati nei trial clinici nel 1970:
Cisplatino (CDDP) Approvato in tutto il mondo per una vasta gamma di neoplasis
PAD Abbandonato in fase Il (bassa solubilita)
MBA Abbandonato in fase | (ipersensibilita acuta)
JM-20 (SHP) Abbandonato in fase | (gravi reazioni allergiche)
JM-74 (PHM) Abbandonato in fase Il (nefrotossicita)
Neo-SHP Abbandonato in fee | (gravi reazioni allergiche)
Neo-PHM Abbandonato in fase Il (nefrotossicita)
BOP Abbandonato in fase | (bassa solubilita)

Entrati nei trial clinici nel 1980:

Carboplatino (CBDCA) Approvato in tutto il mondo per una vasta gamma di neoplasis

Iproplatino (CHIP) Abbandonato in fase Il (minoretafita rispetto al carboplatino
JM-82 (DACCP) Abbandonato in fase Il (instabilita e basstvita)

JM-11 Abbandonato dopo studi farmacocinetici

Spiroplatino (TNG6) Abbandonato in fase Il (nefrotossicita)

PYP Abbandonato in fase | (nefrotossicita)

JM-40 Abbandonato in fase | (nefrotossicita)

PHIC Abbandonato in fase | (difficolta di sintesi)

Oxaliplatino Approvato in 60 Paesi per il carcinomaamlettale
Nedaplatino Approvato in Giappone per numerose neoplasie

Cl-973 Abbandonato in fase Il (bassa attivita)

DWAZ2114R (Miboplatino) | Abbandonato in fase Il (minore attivita rispetto al cisplatino)
Enloplatino Abbandonato in fase Il (nefrotossicita)

Zeniplatino Abbandonato in fase Il (nefrotossicita)

L-NDDP Fase Il

Entrati nei trial clinici nel 1990:
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Lobaplatino

Approvato in Cina

Ormaplatino Abbandonato in fase | (nefrotossicita)
Cicloplatam Fase Il

JM-216 (Satraplatino) Fase lll

SKI 2053R Approvato in Suorea per le neoplasie gastriche
ZD0473 (AMDA473) Fase Il

SPL77 (CDDP liposomiale) Fase Il

TRK-710 Fase |

BBR3464 Fase Il

Tabella 1:Composti di platino entrati nei trials clinici dal 1971 ad oggi.
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1.4.1Meccanismo di azione deiomplessi dPt"

| complessi di Pf sonoconsideratidei profarmaciche necessitano quindi i  atiivaZione per

svolgere la lorefficaciaantitumorale.

C general mente acc et tidazione biéleftronicaa eosnpless@ dirPt c u i
accompagnata dalla perdita dei leganti assali,a al | a b argitemomle #i compldsdi i v i t
di Pt¥. Sono infatti i metaboliti di Ptad essere le specie attive

Lasasesiisdiilitiesss.,,

PH{IV) ) \ ?'*::;.;'

Riduzione

P(lI) M o
L
HN_IV.Cl  Riguzione HN_ _II_Cl
Legame con proteine HN" | ~Cl - N" ~Cl
(disattivazione) N IL 2 ~

Figura 1.12: Meccanismo d'aziongei profarmaci a base di Pt

La riduzione  favorita nell 6ambi B prefgmatcodimor al
PtY pud essere ridottsianel | 6ambi ent e e x tnelacellldatiravarsoela e d
membrana commetabolita diPt', oppurepud essere ridottalopo essere entratella cellulacome
complesso dPt" (fig. 1.12).

Il legamediretto dei complessi di Ptal DNA & stato osservato in vitro in ambiente privo di
sostanze riducenti, ma queste reazioni sono trascurabili, in quanto i tempi di semivita sono di gran
lunga superiori a quelli di riduzione.

Data | 60i mpriduzioreejueparantted Hea i nf | uenza ¢daeonhsiderara t -
nella progettazione di complessi di'P& il loro potenziale di riduzione, cheleve essere
compatibile con gli agenti ossidanti presenti nella cellula quali glutationeigalascorbico.

L écido ascdrico si trovain maggior quantitael citoplasmaX mM) mentre e presentoltanto a

basse concentrazionel plasma sanguigno (805 0 ¢ Nlytationd, invece, si trova in quiga

modeste sianelsangl@ Q0 0 ¢ M) s idalleeellule@mv)t er no
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Oltre al potenziale di riduzione, & anche importante studiare la cinetica di riduzione dei complessi di
PtY, che puo essere valutata facendo reagire i profarmaci con ddeoénti o, ancora meglio, con
estratti cellulari’.

Unal tro fattore molto i mportante per |l 6attiv
correlata alla capacita di attraversamento delle membrane cellulari.

| vari parametri che condizionarlo 0 a t di unarmacopossono essere modulati attrawvefs

scelta dei leganti.

Come nei complessidit e ammi ne determinano | 6attivit?"
leavinggroups nci dono sull a velocit”™ déi dr oVariasele. I I
proprieta redoxpotenzialee cinetica di riduzione a'Pofiat t i \) a fipofiticitae(correlata

allé u p tcelllaee).

Per via sintetica e possibile ottenere complessi con leganti assiali analoghi o differenti, in modo da
variare le caratteristiche del complessigossibiliimpieghi.

Inoltre, r mi gl iorare | a selettivit”™ dei compl ess
spostato versé 6 i m i legant assiali in grado di legaraivettori per farmagiin modo da
trasportare il complesso selettivamenté | 0 i ilntdssuto tumoralenfetodi di Drug Targeting

and Delivery DTD).

| metodi di DTD sono metodologie atte a veicolare e indirizzare selettivamente i farmaci verso
specifici bersagli per avere maggior concentrazione locale di farmaco e minttriceftaterali. Il

DTD si divide in fipassivoo ed Aattivoo. I | pr
incompleta e disomogenea, che rende possibile il passaggio transmembrana di macromd@®école (
kDa) che normalmente non sarebbergin ad o d i uscire dal fl usso
drenaggio linfatico fa si che tali macromolecole si accumulino nel tessuto tumorale. Questa
particolarita pud essere sfruttata legando le molecole di farmaco a macromolecole di massa
molecolare peaccumulare il sistemaarrier/ f ar maco nel | 6ambi ente per
invece sfrutta il meccanismo di riconoscimento molecetattore: le molecole di farmaco vengono
legate a molecole bioattive quali ad esempio amminoacidi o polipeptidi, faticto 0 ormoni; in
guesto modo si suptake del fadmaco asclusivamender ire qudlled cellule che
presentano sulla superficie della membrana quel determinato recettore specifico per la molecola

legata al farmaco.
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1.4.2Sintesi dei complessi dit®

Nella maggior parte dei casi, i complessi d Rengono ottenuti per reaziomw ossidazionalei
corrispettivi complessi di Ptcon un agente ossidantea( cui il pitl utilizzato risulta essere il
perossido di idrogendjig. 1.13).

H m
0—0_
" \H OH OH
H3N Ci
H3N\ /CI H3N\ | N/CI 9 Nag ' W
N e HNT © e H3N l cl
H‘\/OH

Figura 1.13: Meccanismo di ossidazione di'Ron HO. in acqua

Quest a r eaz iaddiziene pssidative id eui il platido passa dallo stato di ossidazione +2
a +4 (perdendo due elettron)i coordinandodue legantiin posizione assiale passando dalla

geometra planare quadrata ad ottaedrica.

Come si vede in fig..13, partendo dal cisplatino disciolto in un solvente coordinante, il prodotto

finale presenta in posizione assiale un grup
gruppo derivante dal sggnte N e | caso della reazione tra <cis
si forma il composto cis,cistransdiamminaliclorodiidrossoplatio(lV), conoscito come
Oxoplatina

Variando il solvente coordinante utilizzato, & possibile sintetizzarsendi complessihe hanno
comeleganti assiali una molecoth proprietamodulabil ed un gruppo OH (fig..14), reattivoper

ulteriori sostituzioni con molecole quali anidridridi carbossilicattivati o cloruri acilici

OH OH
HaN | cl HaN | cl HaN | cl
’ Pt ’ Mg ’ b o
HaN"" |\CI HaN"" |\CI HaN"" ai
OH OCHa OCH,CH3

Figura 1.14 Esempi di podotti ottenibili con la modulazione del solvente utilizzato
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1.5 Obiettivo della tesi

Il lavoro di tesi si € incentrato sulla progettazione e lo stutlibpunto di vista chimico e biologico,

di nuovi composti a base piatino.

La prima partedel lavorosi & basata sulla progettazione e sintésiomplessi a base di'Pton
eterocicli come carrier groups In particolare, si & eseguito il confronto tra metodi di sintesi
tradizionali e mediante microonde modo da verificare il possibile utilizzo deleicroonde come
via alternativa per ridurre i tempi di reazione e migliorare rese e purezze dei prodotti .ottenuti
2+
CI\ /CI RoNH R2N\ /CI
7N

Pt B Pt
c” ci R,N cl

Figura 1.15: Schema di sintesi di complessi di Pt

In una seconda fasmediante ossidazione del cisplatismno stati ottenutiuovi complessi di Pt
asimmetrici (con leganti assiali differentgontenenti un gruppo funzionale disponiber una

successiva sostituzione

Attraverso la modulazione del legante assiale, sono state create delle serie di cooposti
caratteristiche differenti e ne sono state studiate proprieta quali stabilita, cinetica e potenziali di

riduzione ed attivita biologica.

OH X
H3N\Pt _cl Y H3N\F!t _cl X H3N\F!t _cl
_— _—
HNT el H,0, HNT | e HNT | e
Y Y

Figura 1.16. Schema di sintesi di complessi d'Risimmetrici

Per migliorae la selettivitadei complessi di platinoé stata anche esplorata datesi di nuovi
complessi di PY, utilizzabili per di Drug Targeting and Deliverysia mediante legame diretto

(formazione di legami covalenti) che per interazione secondaria (interagletteostatica o

inclusione in cava).

Per questo scopo sono stafruttatemacromolecole ad attivita biologica utile per trasportare il
farmacot r a cui : | i posomi la(cavitdy, desteamodumzzonabzrato @an mruppir n o
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solfato (interaione eéttrostatica), albumina (legame covalente ai gruppi laterali della catena

proteica) ed acidi umici (legame covalente ai gruppi carbossilici).

0
| .
]
HsN Cl +2e H3N Cl
>pt< - >Pt< * 4o + R-OH
HN" | ci +2H HsN cl
0
AN
R

O = DTD vector (e.g., nanoparticle, biomolecule, etc.)

Figura 1.17: complessi di PY legati a vettorimacromolecolari
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2. Sint eosmp ldd s'st o dti eaRaenrtd ci ¢

Unapiccolaparte del lavoro di dottorato si & incentratdlasintesi di complessi di Pdi formula
generale [PA.Cl,] dove A sonoeterocicli(piridina, picolina, ecc.)Questo lavoro e servito sia per
sviluppare un diverso metodo per migliorare i complessi analoghi del cisplatino (modificare i
leganti coordnati a Pt(ll) invece di preparare complessi di Pt(IV)), sia per sviluppare un metodo di

sintesi alternativo.

A~ cl
Figura 2.1: Struttura generale dei complessi dl' PA = piridina, picolina e derivati chelanti)

La sintesi diquest complessi infatti, & stataeffettuatasfruttandol 6 u t i ellei nzicroondedin
metodomolto diffuso nel campo della chimica organica po&o diffuso per la sintesi di complessi

di platino,

2.1 Le microonde

Le sintesiassistite damicroondestanno gadagnando sempre piu importanza nel campo della

chimica organica ma tuttavia risultano ancora poco utilizzelta chimica di coordinazione

A differenza del riscaldamento tradizionale, che richiede tempi lungi e risulta spesso inefficiente e
disomogeneome di ant e | 6ut i | $i gpogsono dseguitedtessieazionoiropoahie
minuti. Queste tipologie di reaziersono in rapida espansiogeazie ai diversi effetti positivi che si
possono otteneraitilizzando le microonde La sintesicon microonde puo essere applizat
efficacemente alla maggior parte delieazion, rendendole piu rapigdemigliorando lerese e

producendapeciechimiche piu pulite.

Le microondesono in grado dirasferire energia direttamente alla specie reaftinscaldamento
molecolare) e per questgpossono promuovere trasformaziatimiche che medianteil calore

convenzional@on e possibilettenere
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2.1.1Natura delle onde elettromagnetiche

Le microonde (Figura2.2) sono una forma di energia elettromagneticaratterizzate dalle
frequene piu basse dello spettro elettromagneticajoe 300300.000 MHz Applicando queste
frequenzealle molecole vengono interessaiolamente i moti di rotazione molecolaee non la

struttura della molecota

E Infrared Microwaves

Las er Radiatio n =

1 1 1 1 1 1 1 1

1019 109 10 107 10° 105 104 103 102 107 1
Wave Length (meters)
L L L 1 1 L
3x1012 3x1010 3x108 3x106 3x104 3x102
Frequency (MHz)
Molecular
vibrations
Inner-shell
electrons  Quter-shell
(valence )
electrons Molecular rotations

Figura 2.2: Spettro elettromagnetico

La principale frequenza utilizzata per le reazioni chimiche risulta esseréviHB(poichépossiede
la profondita di penetrazione giagter interagire con iampionidi laboratorioin scala ridottae

sono presenti diverse fonti in gradogginerare le microondmnquesta frequenza .

La microond € costituiada un campo elettrico e un campo magngfiégura 23) con componenti
perpendicol ari tra | oro e r i smehimicleeso ll tatnpos s e
elettrico trasferisce energile molecole mentrel icampo magnetico normalment®n porta a

nessuna interazione

Le microondesi muovono alla velocita della luce (300.000 ks emhefgiadei fotoni € molto bassa
(0,037 kcal/mb ) r i sgmnardiattipica adcds<aria pseindere i legami molecolarBQ-120

31



kcd/mol). Per questo motivée microonde nonntaccanola strutturadella molecolae I'effetto di

assorbimentali microonde & puramente cinetic
’//4;/ "
€
A/ﬂ/m e
€ = electric field
H = magnetic field

» =wavelength (12.2 cm for 2450 MHz)
¢ = speed of light (300,000 km/s)

v

Figura 2.3: Onda elettronagnetica

2.1.2Principio del riscaldamento

Tradizionalmentgla sintesi chimicgprevede urriscaldamento conduttivonediante una fonte di
calore esterna, in cui daloreviene irradiatmnella sostanza, passando prima attraverso le pareti del
recipientee poi arrivando hsolvente d ai reagenti(Figura 24). Questo € un metodo lento
inefficientee disomogeneger trasferire I'energid sistemain quanto dipendéalla conducibilita
termica dei diversi matetii che devono essere penetrQuesto porta é avere una temperatura

maggiore defecipienterispetto alla soluzione contenuta in esso. Possono infatti passare ore prima

di raggiungere | 6equilibrio termico tra conte
s <
=P <

Figura 2.4: Distribuzione del calore con riscaldamerntadizionale

32



Il riscaldamento a microondivece va a colpire direttamentie molecole che sono wenti nella
miscela di reazioneportando ad un rapido aumento dellamperatura Poiché il processo non
dipende dalla conducibilita termica deiateriali, il risultatoé un surriscaldamento localizzato
istantane di tutto ci0 chereagira mediante rotazione dipolace conduzione ionicai due
meccanismi fondamentali per trasferire energidedaicroondealle molecole) Questo processo

puo essereeakcritto comeihstantorrinstantoff”.

Figura 2.5: Distribuzione del calore con riscaldamergtanicroonde

La rotazione dipolares una interazione in cui le molecole polari cercano di allinearsi con il campo
elettrico in rapida evoluzionel. 6 e f & di aqgaestd meccanismo € legato alla polarita delle
molecolein esamee dalla loro capacita di allinearsi con il campo elettrico. Ci sparecchifattori

che determinano l'efficienzdi questomeccanismo, uttavia, qualsiasi specie patafsolventeo

subgrato)verra influenzata dquestaofenomeno

Il secondo modo per trasferire I'energiataverso la&onduzione ionicachenecessita la presenza
di ioni liberi o specie ionich@ | | 6i nt er no del |llbcampb €legtncd genewri
movimento ionicoin cui le molecole cercano di orientarsi nel campo in rapida evoluzione. Cio
causa il surriscaldamento istantanprecedentemente descritto. la@nduzione ionica viene

influenzata anche dallageratura allaumentare della temperaturé trasferimento di energia

risultapiu efficiente.

Vessel wall
is transparent to
microwave energy

—

Localized
superheating
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2.1.3La scelta del solvente

La maggior parte delleeazioni avvengono in soluzione,per questpla scelta del solvente puo
risultaredeterminante e dttenére il prodotto desideratdna delle caratteristiche pitu importanti di
un solente e lasuapolarit€on | 6ut i | i z z,questgearametro nsilta fonolaomerdake
maggiore € la polarita della soluzignaaggiore € la sua capacitaidtieragirecon le microonde.
Come vistoprima, qiesta interazione porta ad un rapido aumento della temperataha eelocita

di reazione.

Molti fattori influenzanola polaritae contribuiscono alle caratteristiche di assorbimento di un

singolo solvente

1 La costante dielettric4-"): anchenotacome perrgttivita relativa, misura laua capacita di
immagazzinare cariche elettriche.

1 I momento di dipoloé il prodotto della distanza tta carichenella molecola di solvente
moltiplicato per la grandezza di quella carica. Molecole con graadienti di dipolo hanno
anche grandi costanti dielettrichéato chela polarizzazione dipendéalla rotazione
dipolare

1 La perdita dipolare € la quantita di energia introdotta nel sistema che Jigsspataper
conversione in calore.

1 Latangente deltdtanU): € siail fattore di dissipazione del campioseh e | 6ef fi ci e
trasformazione della microonda in energia termica.

1 Il tempo di rilassamento dielettric@ il tempo necessariperché il 63% delle molecole
raggiungno il loro stato ffondamentalé casualmente disordinato, partendo dallo stato
ordinato durante l 6utilizzo del | e Grappicr oo r
funzionali, temperatura, frequenza e volume influanz& tempo di rilassamento di un

solvente.

| tre principali parametri dilettrici (tangente delfecostante dielettrica e perdita dielettjicmno

tutti legati alla capacita di un solverdeassorbire I'energia a microondessendo la frequenza fissa

a 2450 MHz l'unico fattore che puoinfluenzarei tre parametri € la tempura con | daumen
dellatemperaturai ha una diminuzione dslio tempo di rilassamentadei parametri dielettrici. Ci

sono alcune eccezioni, ma questa € generalmente la terséguiia dai piu comuni solventi

Nelle sintesi con microonde i punti ebollizione sono un fattore trascurabilata la possibilita di

raggiungere temperature superiori al punto di ebollizione grazie al rapido riscaldamento localizzato.
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Il parametro piu indicativo djuanto rapidamenten solvente raggiungeda temperaturaebiderata
& rappresentato dalla perdita dielettriCd{terza colonna tabella 2.1n generale, maggiore & il
valorg piu efficiente il solvente convérd| 6 e n e r gnicraond® énlemhergia termica, e quindi,
piu velocementda temperatura aumesrt

Tabella 2.1:Parametri dielettrici dei principali solventi utilizzati

Solvent (bp °C) cmﬂ(‘ff) Solvent Tan 5 | Solvent E:,'s":g'f)
Water (100) 804 Ethylene Glycol |1.350 | Ethylene Glycol 49.950
Formic Acid (100) 58.5 Ethanol 941 | Formic Acid 42237
DMSO (189) 45.0 DMSO 825 | DMSO 37.125
DMF (153) 37.7 2-Propanol 799 | Ethanol 22.866
Acetonitrile (82) 375 1-Propanol 757 | Methano! 21.483
Ethylene Glycol (197) 370 Formic Acid .722 | Nitrobenzene 20.497
Nitromathane (101) 36.0 Methanol 859 | 1-Propanol 15.216
Nitrobenzene (202) 348 Nitrobenzene 589 | 2-Propancl 14.622
Methanol (65) 326 1-Butanol 571 | Water 9.889
NMP (215) 322 Isobutanal 522 | 1-Butanol 9.764
Ethanol (78) 243 2-Butanol 447 | NMP 8.855
Acetone (56) 207 2-Methoxyethanol | 410 ) isobutanol 5248
1-Propanol (97) 201 o-Dichlorobenzene | .280 | 2-Butanol 7.063
MEK (80) 18.5 NMP 275 | 2-Methoxyethanol |  6.929
2-Propanol (82) 18.3 Acetic Acid 174 | DMF 6.070
1-Butanol (118) 171 DMF 161 | oDichiorcbenzene | 2.772
2-Methoxyethanol (124) 16.9 1,2-Dichlorcethana | 127 | Acetonitrile 2.325
2-Ritanal (100) 158 Watar 123 | Nitromathana 7 ana
Iscbutanol (108) 158 Chlorobenzene 101 | MEK 1.462
1.2-Dichioroethane (83) 104 Chilorcform 091 | 1.2-Dichloroethane |  1.321
o-Dichlorobenzene (180) 9.9 MEK 079 | Acetone 1,118
Dichloromethane (40) 9.1 Nitromethane 064 | Acetic Acid 1.079
THF (66) 74 Acetonitnle 062 | Chioroform 0.437
Acetic Acid (113) 6.2 Ethyl Acetate .059 | Dichioromethane | 0.382
Ethyl Acetate (77) 6.0 Acetone 054 | Ethyl Acetate 0.354
Chloroform (61) 48 THF 047 | THF 0.348
Chlorobenzene (132) 26 Dichloromethane | .042 ) Chlorobenzene 0.263
o-Xylene (144) 26 Toluene .040 | Toluene 0.096
Toluene (111) 24 Hexane .020 | o-Xylene 0.047
Hexane (69) 19 o-Xylene 018 | Hexane 0.038

| solventiriportati in tabella 2.20ssono essere classificati in tre gruppi differenti: solventi ad alto,

medio e basso assorbimento.

Esaminando i valori di perdita dielettriea, solventi ad alto assorbimento sono quelli che hanno
le perdite dielettriche superiori 1400, a medio assorbimento in genere hanno valori di perdita
dielettrica tra 1.00 e 13.99, e a basso assorbimento hanno perdite dielettriche infeori di 1
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| solventi ad elevato assorbimentacome alcoli a catenacortg dimetilsolfossido (DMSO) e
nitrobenzene hanno grandi perdite dielettriehger questcsi riscaldam molto rapidamente se
sottopostia microonde.

Solventi organicia medio assorbimentancludano dimetilformammide (DMF), acetonits,
butanoli, chetoni, @ acqua. Questsi riscaldanoin maniera molto efficiente, ma richiedono piu

tempo per raggiungere la temperatura desiderata.

Infine i solventi abasso assorbimentisultano essereloroformio, diclorometano, etilacetato, eteri
ed idrocarburi Questi possono essere riscaldati a temperature ben al di sopra loro punti di

ebollizione maichiedonomolto piu tempo.

Tabella 2.2:Classificazionalei solventi in base alle proprieta di accoppiamento leanicroonde

Absorbance Level Solvents

DMSO; EtOH; MeOH; Propanails;
High Nitrobenzene; Formic Acid;
Ethylene Glycol

Water; DMF; NMP; Butanols; Acetonitrile;
HMPA; Methyl Ethyl Ketone, Acetane,
Medium and other ketones; Nitromethane;
o-Dichlorobenzene; 1,2-Dichloroethane;
2-Methoxyethanol; Acetic Acid;
Trifluoroacetic Acid

Chloroform; Dichloromethane;
Carbon Tetrachloride; 1,4-Dioxane,
THF, Glyme, and other ethers;
Ethyl Acetate; Pyridine; Triethylamine;

Low

Toluene; Benzene; Chlorobenzene;
Xylenes; Pentane, Hexane,

and other hydrocarbons

Ol t r efficiemzaldi@ssorbimentali un solventebisogna considerare anchegeessioni che si
generanmel contenitorea determinate temperatyehe non devonsuperare la pressione massima

consentita dallo strumento.

A

Lout i | i mioondedj@nidi) oltre a permettere un riscaldamento omogeneo del campione,
porta aduna riduzione dei sottoprodotti di reaziomepermette di lavorare a temperature elevate

(anche oltre il punto di ebollizione del solvente) riducendo drasticamentgiideneazione.

36



2.2 Sintesi dei complessi di Pton eterocicli

La sintesi prevede la sostituzione di due leganti cloruro sul compleggt®l,] con eterocicli(fig
2.6).
2+
CI\ /CI RoNH RZN\ /CI
N

Pt —> Pt

c” al RN Cl

Figura 2.6: Schema di sintesi dei complessi [PtINECI),]

Sfruttando® a p p | i ¢ a microondesi &dtentatb @i sintetizzaiecomplessidi Pt' di formula
[Pt(A)2(Cl);] doveA sonoeterocicli(fig. 2.7).

Eterociclimonodentat

T [PtCl(py)] ) py = pridina
1 [PtCly(4-pic),] 2 4-pic =4-picolina
1 [PtCly(3-pic)] 3 3-pic = 3picolina
1 [PtCl(2-pic)] 4 2-pic =2-picolina
Eterociclibidentat
1 [PtClx(bipy)] (5) bipy =2-2 -dipiridina
1 [PtClx(Ly)] (6) L, = 4,4-bis(2morfolinoetossh2,2-bipiridina
1 [PtClx(L2)] (7 L, = 4,4-bis(2(piperidin-1-il)etoss)-2,2 bipiridina
1 [PtClx(L3)] (8 L3 = 4,4 bis(2(pirrolidin-1-il)etoss)-2,2-bipiridina

La sceltadei leganti L, L, e L3 (bipiridine sostituite)e legah alle buoneproprieta biologiche
riscontratesu una serie dicomplessidi CU' contenenti terpiridine o bipiridiieln particolare il
legante 2,2-bipiridina sostituib con ammine cicliche h@ortato ad ottimi risultatiTutti questi
complessi diCu' hanno mostrataind e | eattiith antiproliferativa sulle lineetumorali A2780
(carcinomaovarico)e A2780R( | 6 o masplatimpaesistenjemostrandosi dé&re a cinque volte
piu citotossic del cisplatino. Questi complessportano anche ad lmpressionanteattivita di
scissione del DNA plasmidicannescandorotture del DNA a doppio filamento attraverso un

percorso ossidativdn particolare, le ammine cicliche nei leganti piridinici sembranmentare
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I'affinita di legamedel compless@alDNA at t raver so | a f or meattrostalicae di

conigruppifosfatod el | o fAscONA.l etr oo del

—N
bipy

Figura 2.7: Legantieterociclici utilizzati nel lavoro
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2.2.1Sintesi via microonde con leganti monodentati

SINTESI DEI COMPLESSI 1-4:

A 60 mg di KPtCl (0.144 mmol) vengono aggiuri equivalenti diegante(rispettivamente 23.3

pl di piridina, 28.0 pl di 4picolina, 28.0 pl di3-picoling 28.4 pl di 2picoling in 3 ml diacquae 1

ml di etanolo La reazione viene condotta mediante microonde per 15tinar@0°Cin vial da 10

ml tappato (con potenza impostata dallo strumento per raggiungere e mantenere la temperatura di

reazione)

A fine reazione il prodotto insolubile viene separato dalla soluzione e lavato lfgucea acqua,

etanolo dietiletere.

Le sintesidei complesstonlegantimonodentatl-4 haportato aottime rese e pureezad eccezione
del complesso caenente2-picolina(4).

Rese 30 mg dil (49%), 31 mg dB (48%)e 32 mg di2(52%).

L0 e | eingantb sterico del legania posizionevicinale nella 2-picolina non ha permesséa
formazione del complessdesideratoma,c o me di most r at-lHPLCESHMIS,6han al i
portato alla formazione di piu specie di platino solubili tra ali,dimetallicicome sale di Magnus

complessi monoo tri-amminici ecc.

CARATTERIZZAZIONE DEI COMPLESSI 1-4:

Tutte le caratterizzazioni NMR BRP-HPLC-ESFMS in questo lavoro sono state effettuate con i

seguenti strumenti:

Le analisidi cromatografia liquida accoppiatanspettrometria di masg®P-HPLC-ESFMS) sono

state effettuate servendosi di uno strumento HRISCWaters dotato di un cromatografo Alliance

2695, un detector dual lambda absorbance 2487 ed uno spettrometro di b@@ssame secondo
rivelatore. Per la cromatografia € stata utilizzata efase stazionariauna colonna Phenomenex
Gemini E 5 ¢m C18, 250 I 3.00 mm ID ed una f a:
acido formico( 15 € M) e met dgifiecehtion bgse alcompléssonanalizzato), con un

flusso di 0,500 mL/mingcon eluizione isocratica. Il rivelatore UVisibile é stato fissato alla

l unghezza doéonda di 210 nm e | a te2bgeratura d
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Gli spettri di massa ESI sono stati ottenuti fissando le temperature della sorgente e di
desdvatazione, rispettivamente, a T&e 250°C. Il voltaggio impiegato per il cono ed il capillare
e stato fissato, rispettivamente, a 30 V ed78 RV.

Le misure NMRsono state effettuate alla temperatura di 3@@KK uno spettrometro Bruker
Advance IlI, ala frequenza d500 MHz per il protonel25.7 MHz per il**C e 107.2 MHz per il
199,
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[PtCl2(py)2] (1)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NBERMS e RRHPLC per confermare

| avvenuta reazione e | a purezza del composto

RP-HPLC-MS

Essendo poco sol ubil e nei ESKVSE veeRRPHRLC, @ tsiathi z z a

caratterizzata la specie solvolizzata ottenuta mantenendo il campione in DMSO per 4h.

Il complesso e stato eluito utilizzando una miscela composi@%eacido formicol% e dal50%

di metanolo e lo spettro di massa regist in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma ha mostrato un unico picco attribuibile a complessi di platino ed |l
corrispondentspettrodi massa ha mostrato il picco relativo allo iofi-ClI'+DMSQ]* con valore
di m/z =467.3

NMR

Gli spettri del complessbsono stati registratin CDCl; a 300K

3 = / 1

2\ N cl
1 \Pt/

) \N/ \C|
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T Spettro'H NMR

[ren

__—B.79330
=._B.78290
7.84690
= 783160
—7.81620
7.34800
7.33450
——7.31980

=

. . . . . : . . . . : .
8.5 8.0 7.5 7.0 65 [ppm]

Figura 2.8: Spettro'H del complessa

Tabella 2.3:Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessd

Chemi cal S| Assegnazioneg Molteplicita | J(Hz) Integrazione
7.33 2 t 7.5 4
7.83 3 t 7.5 2
8.79 1 d 5 4
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T

[ren

15

1.0

Spettra**C NMR

153.04110
138.70740
126.48840

T T T
160 140

T
120

T T T T T T T T
100 80 [ppm]

Figura 2.9 Spettro™C del complessa

Tabella2.4: Assegnazione dellpsttro**C del complessa

Chemical

S

Assegnazione

126.5

3

138.7

2

153.0

1
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T Spettro'®PtNMR

100 [rel]

-1991.80050

- 15‘00 ‘ I I - 13‘00 I I I - 20‘00 I ‘ ‘ - 22I00 I ‘ I - 2“:00 I [ppm]
Figura 2.10: Spettra'®Pt del complessa

Lo spettro'®PtNMR mostra un picco al992 ppm,che cade in unaona dichemical shift

caratteristica per i complessi di'Ron intorno chimico PtpCl..
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[Pt(4-picolina),Cl,] (2)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NBERMS e RRHPLC per confermare

| avvenuta reazione e | a purezza del composto
RP-HPLC-MS
Essendo poco solubile nei sol vent i ESiMSoerRRe nz i @

HPLC la specie solvolizzata ottenuta mantenendo il campione in DMSO per 4h.

Il complesso e stato eluito utilizzando una miscela composta daabighh formicol% e dal 50%

di metanolo e lo spettro di massa registrato in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma ha mostrato un unico picco attribuibile a complessi di platino ed |l
corrispondente spettro di massa ha mostrato il picco relativo allo[Mr€I+DMSQ]* con valore
di m/z =4953.

NMR

Gli spettri del compless®sono stati registratin CDCl; a 300K

3 = / 1
2 N
NN,
) \N/ \Cl
3 / 1
4 2
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Spettro'H NMR

[ren

12

i

861200
=_g59870

11540
10310

[

2.367890

Figura 2.11: Spettro'H del complessa

Tabella 25: Assegnazione dei segnali dello spettiadel compless@

Chemi cal S| Assegnaziong Molteplicita | J(Hz) Integrazione
2.37 4 S 6
7.11 2 d 6.1 4
8.60 1 d 6.6 4
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Spettra**C NMR

[ren

[}
|

—152.21720
—— 151.05690
127.26690

21.28560

T T T T T T T
140 120 100

T T T T T
80 60

Figura 2.12 Spettro**C del compless@

Tabella2.6: Assegnazione dellpsttro**C del compless@

Chemi cal S| Assegnazione
21.3 4
127.3 2
151.1 3
152.2 1

a7

T
[ppm]




T Spettro'®PtNMR

[rel]
1

M -1996.30240

50
|

- 15‘00 I ‘ - 1a|oo ‘ ‘ -2(100 ‘ I I -zz"oo I ‘ I -24‘00 I [ppm]
Figura 2.13: Spettro'®Pt del complessa

Lo spettro’®PtNMR mostra un unico picco @99% ppm, cioé in unazonadi chemical shift
caratteristicalei complessi di Ptcon intorno chimico PtpCl,.
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[Pt(3-picolina),Cl,] (3)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NBERMS e RRHPLC per confermare

| avvenuta reazione e | a purezza del composto
RP-HPLC-MS
Essendo poco solubile nei sol vent i ESiMSoerRRe nz i @

HPLC la specie solvolizzata ottenuta mantenendo il campione in DMSOfper 4

Il complesso e stato eluito utilizzando una miscela composta daabighh formicol% e dal 50%

di metanolo e lo spettro di massa registrato in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma ha mostrato un unico picco attribuibile a complessi di platino ed |l
corrispondente spettro di massa ha mostrato il picco relativo allo[Mr€I+DMSQ]* con valore
di m/z =4953.

NMR

Gli spettri del compless®sono stati registratin CDClza 300K

6

s = /1
XN cl

5 \Pt/
X Do

T Spettro'H NMR

49



[ren]

— 8.66570
8.52000
~_g.50870
__—7.60550
= 7.59000
7.19080
7.17900
7.16730
2.33490

{ :

T T
8 6 a [ppm]

Figura 2.14: Spettro'H del compless8

Tabella 27: Assegnazione dei segnali dello spettiodel compless@

Chemical S| Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
2.33 6 S 6
7.18 4 5.8 2
7.60 3 d 7.7 2
8.51 5 d 6.0 2
8.67 1 S 2

T Spettro**C NMR
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[ren]

1.5

1.0

0.5

—153.15260
— 150.08260
——139.35400
——136.86710

125.76650

18.59400

140

120

T
100

T T T T T
80 60

Figura 2.15: Spettro**C del compless8

Tabella2.8 Assegnazione dellpsttro**C del compless8

40 20 [ppm]

Chemi cal S| Assegnhazione Chemi cal S| Assegnaziong
18.6 6 139.4 3
125.8 4 150.1 5
136.9 2 153.1 1
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T Spettro'®PtNMR

[rel]

80
1
-1886.74270

- 16|00 ‘ ‘ I - 13|00 I I I - 20|00 ‘ I I - 22‘00 ‘ I ‘ - 24‘;00 I [Ppm]
Figura 2.16 Spettro®Pt del complessa

Lo spettro'®PtNMR mostra un picco al997 ppm, che cade nella zona dihemical shift

caratteristicalei complessi di Ptcon intorno chimico PtpCl,.
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2.2.2Sintesi via microonde con legantidentati

SINTESI DEI COMPLESSI 5-8:

A 30 mg di KPtCl (0.144 mmol) viene aggnto un equivalente degante(11.2 mg di 22 0
bipiridina, 29.8 mg di Ly, 29.5mg di L, e 27.5mg di Lg) in 3 ml di acqua €l ml di etanolo. La
reazione viene condotta mediamécroonde per 15 minuti a 60°C, inal da 10 ml mediante la

variazione dell a potenza durante | 6esperi ment

A fine reazione il prodotto insolubile viene separato dalla soluzione e lavato piu volte con acqua,

etanolo e dietiletere.
Res: 24 mg di5 (71%)

Nelle sintesidei complessicon legante bidentaté-8 solo la reazione con la-26 b i piha i di n
portato al prodotto desidergtmentre con i leganti piu ingombrdlis, L, e Lg) le condizioni di

reazionehanno portato alla degradaziothe reagente la formazione di sottoprodatti
[Pt(2,2'-bipy)Cl;] (5)

Il complesso € stato caratterizzato mediante tecnica NBSR*MS e RRPHPLC per confermare

| 6avvenuta reazione e | a purezza del composto
RP-HPLC-MS
Essendo poco solubil e,nei sstaoaltvae nctai rESiMSoerRR ezrzzait a

HPLC la specie solvolizzata ottenuta mantenendo il campione in DMSO per 4h.

Il complesso e stato eluito utilizzando una miscela composta daabighsh formicol% e dal 50%

di metanolo e lo spettro di massa sdgito in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma ha mostrato un unico picco attribuibile a complessi di platino ed |l
corrispondente spettro di massa ha mostrato il picco relativo allo[Mr€I'+DMSQ]* con valore
di m/z =464.3.
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NMR

Gli spettri delcomplessd sono stati registratin d-DMF a 300K

1200 [*1e3]
L

400 600 800 1000
1 | | | |

200
|

_—B6B640
——B.87020

~ 794410

9.0

Figura 2.17: Spettro'H del complessé

Tabella 29: Assegnazione dei segnali dello spettiadel complessé

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
7.93 2 t 6 2
8.50 3 t 8 2
8.68 1 d 8 2
9.69 4 d 6 2
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Léattribuzione dei H sang mstatl conferhatil legistrarsip éot dpettm
bidimensionaléH-'"H COSY (Correlation Spectroscopy).

T

T
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/j & ® -
I
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:| T | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T ‘
10.0 9.5 9.0 85 8.0 75 F2[ppm]
Figura 2.18: Spettro'H COSYdel complessé
q Spettro**C NMR
= 2 = 8 9
| |
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Figura 2.19 Spettro**C del complessé
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Tabella2.10 Assegnazione dellgsttro™*C del complessé

Chemi cal S| Assegnazione
125.3 2
128.8
141.6
149.7
158.5

kR, W b~

1 Spettro'*PtNMR

[*1e6]

-2327.02590

1800 I " _zo00 I " a0 I " zdo0 ‘ " _zec0 ‘ " zmo0 I ‘[ppm]
Figura 2.2Q Spettro'®Pt del complessé

Lo spettro*®*PtNMR mostra un piccmella zona dichemical shiftcaratteristicadei complessi di
Pt' con intorno chimico PtpCl,, a-2327 ppm
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2.2.3Sintesiconriscaldamentatradizionalecon legantibidentati

In sostituzionealle sintesi con microonde, le reazioni per i complés3isono state effettuate per
via tradizionale partendo dal complessorganometdico [PtCL(COD)]®* (9) (COD = 1,5
cicloottadieng)pers o st i t uzi one deleteach(fggl2l2h ar omati co co

Figura 2.21: Reazione di sostituzione del COD con ammine secondarie

SINTESI DEL COMPLESSO[PtCI,(COD)]:

La sintesi del compless® prevede la sostituzione di due leganti cloruro del complegget®l,]

con una molecola di,5-cicloottadiendCOD). 1 g diK[PtCl] (2.40 mmoli) e 1 ml di COD (8.0
mmol) vengono sciolti in 16 ml di acqua e 24 mhddo acetico glaciale. La soluzionenantenuta

a 90°C per 30 mirpassad una colorazione gialla ed il prodotto precipita parzialmente. Il volume
viene ridotto a 10 ml ed il precipitatdeneseparato per centrifugazione. Il solido viene lavato con

20 ml di acqua, 20 ml @itanoloed etere, a dare un prodotto bianco cristall

Resa 0.90 g 65%)

[P{{COD)CI,] (9)

Il complesso € stato caratterizzato mediante tecNiblR i N modo da <conf er ma

reazione ed il grado di purezza del composto
NMR

Gli spettri del compless®sono stati registratin CDClk a 300K
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Spettro'H NMR

|\

[*1e6]

1.24980

0.84010
- 0.83330

Figura 2.22: Spettro'H del compless®

Tabella 211: Assegnazione dei segnali dello spettdodel complesse

Chemi cal S| Assegnaziong Molteplicita Integrazione
2.27 m 4
_4-7-
2.71 3 8 m 4
5.61 1-2-5-6 m 4
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T Spettro'*C NMR

[*1e8]

10082870
= 10022300

——55.61580

30
|
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|

31.05040

T T T T T
100 80

Figura 3.23 Spettro**C del compless®

Tabella 312: Assegnazione dellgsttro™*C del compless®

T
60

T
[ppm]

Chemi cal S| Assegnazione
31.0 3-4-7-8
100.2 1-2-5-6
1 Spettro'*PtNMR
‘ -32I§O I I I ‘ -33100 ‘ ‘ -3?150 I I -34‘00 I ‘ -34‘50 ‘ [pplm]

Figura 2.24 Spettro'*Ptdel compless®

Lo spettra"®PtNMR mostra un unico picco-8340 ppm
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SINTESI DEI COMPLESSI6-8 CON METODO TRADIZIONALE:

Lo stepsuccessivo prevede la sostimne del COD con il leganteterociclicoin esame: 50 mg di
[PtCl(COD)] (0.134 mmol) ed un egvalente diegante(55.4mg di Ly, 54.9mg di L, e51.1mg di

L3) vengono sospesn 3 ml di CHCN. La reazione viene mantenugariflusso per 24h. Il
precipitato viene separato per centrifugazione e lavato con acetonitrile a dare un prodotto giallo

cristallino.
Resa: 87 mg (96%) peb

La sintesiper il compless® ha portato ad elevata resa e purezza mentre per i complessia
reazioneha portato alla formazione di pgpeciedi platino. Laprobabileformazione di queste
specie puo essere attribuita diversa coordinazione del legaraé centro metallicp questa

possibilita & offerta dalla presenza nel legante di piu atomi potenzialmente coordinanti

[*1e6]

4
|

o —

Do

T T T T T
g -] 4 2 [ppm]

Figura 2.25: Spettro'®Pt del complessd
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8 [*1e6]
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T T T T T T T T T
g 6 4

[ppm]

[

Figura 2.26: Spettro'®Pt delcompless®

Infatti, come si puo vedere dagli spettri protonici dei compléggg. 2.25) e 8 (fig. 2.26) i segnali,
nessuno dei qualiconducibili al legantdibero, risultano moltiplicati. Questo effetto pud essere
causato da una differente coordinazione del legante al centro metallico, con la conseguente
variazione dethemical shifdegli atomi strettamente adiacerfuttavia, non & stata possibile una
separazioa di questi prodotth causa delle loro proprieta simitié & stato possibile identificare con

certeza la natura dei sottoprodotti

CARATTERIZZAZIONE DEI COMPLESSI 6-8:

[Pt(Lporl)CI,] (6)

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NMRVESSH RRHPLC.

HPLC-MS

Il complesso essendo poco solubile in MeOH e a&ygtatoprecedentemente sospeso in DMSO
per 30 min, in modo da favorire la dissoluzione. La soluzéoswtadiluita con acqua ed analizzata
utilizzandouna miscela compostda 50% acido formico 1% e dab0% di MeOH e lospettro di

massaegistratoin modalita ioni positivi
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Il cromatogramma ha mostrato un unico picc8.@ min relativo a complesso in esame, come

confermato dallo spettro di massa (2927).

Combined - Y3100 1: MS Scan 1: 5000-1000.00 ES+ | Certroid, CW=Tune
8000004 E0AE

700000+ EO4.5

6000004353 3 6025

B .3?15.?

Ee2 3F17.7

a00000+

400000+

Intensity

300000+

200000+

100000+

*

D T .I T .I T -I
320000 40000 43000 350000 33000 GO000  &30.00 70000 7350000
ImiZ

Figura 2.27: Spettrodi massadel complessé

Dallo spettro ESMS & possibile osservare il picco relativo allo ione pseudo molecolare VI+H

con valore di m/z = 681.3, il quale mostradltternisotopico tipico dei complessi contenenti Pt.

NMR

Gli spettri del compless® sono stati registrain de-DMF a 300K
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T Spettro'H NMR

[“1e6]

Ty

935850
=_ 9.34300
8.33050

749710
=_7.48810

4.51190

3.62980
—— 2.85300

M

—— 2.55580

T T T T
9 8

Figura 2.28: Spettro'H del compless6

T
3

Tabella 213: Assegnazione dei segnali dello spettdodel compless6é

[ppm]

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J(Hz) Integrazione
2.56 1316-19-22 m 8
2.85 12-18 m 4
3.63 14-1520-21 m 8
451 11-17 m 4
7.49 2-9 d 4.5 2
8.33 4-7 s 2
9.35 1-10 d 6.7 2
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f Spettro**C NMR

2.0 [*1e8]
‘

—— M 168.06600

—159.00110

—— 149.65980

—— 113.58880
—111.16130

_—67.99630
——66.96020

— 57.20350
— 54.24600

180

T
160

T
120

T
100

T
80

Figura 2.29 Spettro**C del complessé

[ppm]

Tabella2.14: Assegnazione dell@sttro**C del compless6é

Chemical S| Assegnazione
54.2 1316-19-22
57.2 12-18
67.0 14-1520-21
68.0 11-17
111.1 2-9
113.6 4-7
149.7 1-10
159.0 5-6
168.0 3-8
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T Spettro™®PtNMR

[*1e6]

-2318.95870

10
1

T.2te0 -z 280 2400 -zs00  .2600 I[;;pm]
Figura 2.30 Spettro®Ptdel complessé

Lo spettro’®PtNMR mostra un unico picco 2319 ppm, che cade nella zona dhemical shift

caratteristica per i complessi di'Ron intorno chimico PtpCl..
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2.3 Conclusioni

La sintesi medi ant e | 6 utdottimezesee pdreziper icompostd,r o o n d
2,3,5e7.
Nel caso del complesghinvece,i | gruppo metilico | egato all da

coordinazionai un ulteriordegantein posizione vicinale a causa steecbl 6i ngombr

Pericomples#-81 6uti |l i zzo del |l e mmpegatmen ttganti mormdehtadi, c o n
ha portato alla degradazione dei reagenti utilizzati.

Tuttavia, con un metodo di sintedradizionale & stato possibile sintetizzarecaratterizzarél
compless®, partendo dal comples$BtCl,(COD)] per sostituzione della molecola di COD con il
legante in esam@d uttavia, b proceduranon ha portato allaintesidei complasi7 e 8 con buona

resa e purezzacausa della formazione di sottoprodotinseparabili

L6i mpi e microortdeplol essere applicato alla sintésialcuni tipi di complessicon ottime
purezze e resen tempi ridottie possono essere applicaediverse tipologie diegantia ridotto

ingombro sterico, sia monoderitahe bidentat.
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3. PtY asimmetrici[Pt(NH3),Cl,(OH)(Y)]

La seconda parte del lavoro di teséshcentraa sulla sintesi di nuovi complessi di'Pasimmetrici
a basdli cisplating di formulageneralgPt(NHz).Clx(X)(Y)], doveX e Y sono leganti assiali (fig.
3.1) sceltiin modo da variare le caratteristickhhimicofisiche del complesso quali lipofiita,

potenziale di riduzione, inerz@netica ecc

|

H;N Cl

oh

H,NT | Sal
Y

Figura 3.1: Struttura generale dei complessi dI'Pt

La sintesi deicomplessi asimmetrici [Pt(NHECl2(X)(Y)] avviene in piusteps consecutivi La

sintesi prevedeinizialmente| 6 ossi dazi one del c ifosm@azioaet di num C O
intermedio contenentaén legante Y (generalmente proveniente dal solvente) ed un gruppo idrossido

in posizione assialgPt(NH3).Cl>(OH)(Y)], in grado di essersostituitonello stepsuccessivdfig

3.2).

OH X
H3N\Flt/CI X H3N\|:lt/CI
—>
HNT | Sl HNT | Sl
Y Y

Figura 3.2: Reazione di sostituzione del legante assale

L6ossi diamz compiesso di Pta Pt (ad es. con bD,) porta ala coordinazione di due
leganti in posizione assialpassando danageometrigplanare quadratad unaottaedrica(i leganti

originali del complesso dPt' mantengono wmposizione equatorigle

Nel caso in cui la reazioneenga effettuata in un solvente coordinante (aa, aloli, acidi
carbossilic) i compl esso finale presenteyrmentreih gru

seconddeganteassiale sarderivante dal solvente in cui viene effettuata la reazige.3).
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HsN Cl H,0, HsN Cl
>Pt/ —_— >P|t/ S = Solvente
HoNT s HNT | e

Figura 3.3 Reazone generale di ossidazione dei complessi tamt"

Un metodo alternativo per la formazione di complessi di formula [PYIIH(OH)(Y)] si basa

sulla sostituzione selettiva di un legante assiale (OH) sul complessuonetrico
[Pt(NHs3).Clo(OH),]. La sostituzione di un gruppo OH con un carbossilato puo essere effettuata
mediantd udilizzo dei rispettiacidi attivati (ad es. con DCC), anidrwlicloruri acilici(fig 3.4).

o)
R _X

P PN
HaN_ | _Cl o) R 0

Pt > H,N T H0
HoN"™ | cl X = DCC-O ’ \F|’t/CI

OH RCOO HNT | cl

cl OH

Figura 3.4 Reazione di sostituzione del éege assiale

La sostituzione non totalmenteselettivae puo portare alla formazione di piu specie quali, meno
di-carbossilati qportare asostituzionidei leganti equatorialiPer evitare la formazione della specie
disostituita, la reazionpuo esseresvolta utilizzando una quantita stechiometrica di anidride in

modo da spingere la reazione verso la formazione della specie monosostituita.

In questo lavoro sonstatipreparati vari tipi di complessi di®di formula [Pt(NH;).Cl,(OH)(Y)],
che potessere s ser e i | punto di partenza per unodulte
complessi usati e le diverse condizioni di reazione sono riassunti nella figura 3.5.
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0 o) X

HsN\P|t/CI " H3N\|lt/C| s X

HNT | e HNT | el
OH H \

o
)j\/\ i
H,0 DMF
HN o )J\OH
HN__| ¢ \

H3N

Fmoc-HN O
CH3CN )—/< DMF
OH
o)

HNT | e
OH
)k NH-Fmoc
HN o
HN_|_cCl | _ci
Pt\ 16 Fl’t\ 14
cl

HN._
HNT
OH OH

Figura 3.5 Schema di sintesi dei comple$&i18

3.1 Sintesidel cisplatino

La sintesi dei complessi di Pt oggetto di questo studi i b a essidazsonel detiSpettivo
composto diPt': nel caso specifico cisplatin®er sintetizzare il cisplatinim questo lavoraiene
seguib il metodo descrittanel 1970da Dhard, basato sullareazione di K[PtCk] con Kl e
ammoniacall primo stepdi reazioneprevede la formazione deld i n t eis[RtEXH2], dove X

puoesseraina molecola dammima o (X), pud esseranadiamminachelante
+ OBl 1+P+ 0D T +#I
+ 00 c¢.( Ocis0P.( 5 ¢ +)

Il primo passaggio della sintesi prevede la formazione-fiPtk] a partire da KPtCls] e KI. La
reazione & favorita dalla maggiore affinita del centro metallito@so lo ione Irispetto a C. I
secondopassaggiqorevede la sostituzione degli ioni ioduro con il legante amminico grazie alla
maggior affinit”™ wverso gl at omi donatori de

trans-orientante dello ioduro coordinato assicuradafigurazionecis al complesso
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L intermediocis-[Pt(NH3)2I2] in soluzioneacquosa in presenza dAgNOs (0 Ag2Sy) porta alla
formazione debiacquacomplessocis-[Pt(X)2(H20)2]*. Questa reazione prevelieprecipitazione
di Agl, altamenteinsolubile in acqua (=8.3x10""M? , che s p o satfamoreldéhe qu i |

formazione del prodotto.

cis 00 . ( Il C. Ocis0@ / . ( o ¢! ®)

In presenza dKCl, il diacquacompless@orta alla formazione del complesso fineig[Pt(X)2Cl2],
attraverso la sostituzione delle molecole di acqua con gli ioni cloruro, mantenendo la

configurazionecis.

cis0@ / . ( o A BA#Q cis- 0 D1 . ( 8 ¢ +/

cis-[Pt(NH3)(Cl),] (10)

Come accennato nel paragrafo precedengs, lp sintesi del complessfPt(NH3).Cl;] (10,
cisplating si é fatto riferimento al metodo di Dhazame descritto di seguito.

T Sintesi decis[PtiNH3apb]ler medi o

HsN \pt /I
HoNT

Ad una soluzione d{;[PtCly] (0.5 gr,1.20 mmoli) in 6 ml dacquaviene aggiunto un eccesdb

K1 (1.2 gr, 7.20 mmoli) e si lascia reagil@miscelaal buiosotto agiazione per 40 min a

temperatura ambient8ia Ky[PtCl,4] che Ky[Ptl4] sono solubili in acqua: il primo impartisce alla
soluzianeiniziale un colore rosso brillantehe viene sostituito da un colore marrone scuro dovuto
al secondo complessAlla miscela viengooi aggiunta goccia a goccia una soluzione di ammoniaca
30%¢(0,251 pl), ea reazionerzienecondoth al buio sotto agitéane per 30 miati durante i quali
avviene la precipitaziongi uncompostagiallo scuroLa soluzione viene rimossa per
centrifugazione ed il precipitato raccolto e lavato con afepama (2x5 ml)metanolo(2x5ml) ed

etere (2x5ml).

Resa:90-95%
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1 Sintesi del complessos-[Pt(NH3)Cly]:

H3N\Pt /CI

HaNT e
Una soluzione acquosa (6 ml) congte cis-[Pt(NH3)l;] (0.45 gr 0.93 mma) viene scaldataa
50°C e a questaieneaggiuntoAgNO; (0.31 gr, 1.9 mmoli) e lasciata sotto agitaziahduio per
24 h.La miscela viene filtrata per rimuovere i residui dei reagenti, quindi al filtrato, contenente il
prodotto cis-[Pt(NH3)(H,0),]**, solubile in acquaviene aggiunto un eccesso di KCI (1.5 gr, 1.9
mmoli). La reazione viene condottd buioa T ambiente sotto agitazione per 24 hridlltante
precipitato giallo vienasolato percentrifugaione e lavato coracquafredda (2x5 ml),metanolo
(2x5ml) ed etere (2x5ml).

Resa80-85%

RP-HPLC-MS

I complesso € stato caratterizzato media Gombdined -W3100 1: MS Soan 1: 51.00-1600.60 ES», Certreid, CY=Tune
F6000.0 2651
3400010

tecnicaESFMS e RRHPLC per confermare la

3200010 2631

purezza del composto. 200000 5652

260000 3182 563.2

Il complesso € stato eluito utilizzandona  zoo; 232

. 20000.0- B20.2

miscela compostala 70%acido formicol% e o

FEG. 2

dal 30% di MeOH e Ispettro di masseegistrato "

in modalitaioni positivi.

Il cromatogramma mostra un uni@cco a 5.3 o

25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000 60000 650.00

min relativo a complesso in esame&ome iz

confermato dallo spettro di massa (fig 3.6). Figura 3.6: Spettro di massa del complesisd
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3.2 Sintesi dei complessi di Pt

A partire dal complesso di 'Psi étentatq attraverso la variaziongelle condizioni di reazione, di
sintetizzare i diversi complessi di'Pasimmetrici con ursolo legant assiale disponibil@er ura

successiva funzionalizzazione (un gruppo ossidrile).
Queste reazioni possono essere suddivise in tre categorie a seeltsmdardlizioni impiegate:

1 Ossidazionen solvente coordinate: coordinazione del solvente ceguenddegante assiale.
1 Sostituzione i st e ¢ hi odheun rlegante 0 assialenel complesso cis-cis-trans
[Pt(NH3).Cl2(OH),] (12).

1 Nuova tipologia dcomplesscon legantessialeN-donatore

3.2.10ssidazione in solvente coordinante

La prima tipologia di reaziones f r ut t a | 6 o 'sceri Ha in Unosoheentedcedrdindte

| 6 aci dofig.a8837)eNel pcodotto ottenuto si risconteeun legante assiale OH proveniente
dal |l 6ossidant e, mentre il sol vente co,@oedn nant

posizionetransrispetto al primo.

0
HsN\Pt/Cl H20, ~ )ko
HNT el o H3N\P|t/CI
)k HNT | e
10 OH OH
11

Figura 3.7: Reazione di ossidazione in acido aoet
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[Pt(NH 3),Cl,(OH)(acetato)] (11)

Procedura: Ad una sospensione displatino (0, 100 mg 0.33 mmaJ in 40 ml di acido acetico
glaciale si aggiunge goccia a goctianl di H,O, al 35% w/w. Lamiscelaviene fatta reagire p&h

al buio sotto agitazione a e mper at ura ambient e. Léavvenut a
dissoluzione del completa del cisplatino. Il solvente viene rimosstianteevaporatore rotantél
precipitato trituratocon etereetilico e lavato piu volte (3x20ml) fino ad ottenere un solido

cristallino giallo.
Resa:119 mg (96%)
RP-HPLC-MS

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NBERMS e RRHPLC per confermare

| 6avvenuta reazione. e | a purezza del composto

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscela compostia 70%acido formicol% e dal 30%
di metanoloe lospettro di massgegistratoin modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico picccb3

. Combined - W3100 1: ME Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Certroid, CW=Tune

1 6x10° 359.0
minuti relativo a complesso in esameome ..
confermato dallo spettro di massa (fig. 3.8) 1 22007 |
357.0
o . 10407
Dallo spettro ESMS e possibile osservare iz Da e1.0
£ 801054
. . . . E
picco relativo allo ione [MOH]" con valore di * o
m/z =359.Q il quale mostra ipatternisotopico ..
tipico dei complessi contenenti PE inoltre ]
presenteil picco pseudo molecolare [M+H]a 0o
25000 300.00 380.00 400,00 450.00
miz
m/z = 376.2.

Figura 3.8: Spettro di massa del complesisb
NMR

Gli spettri del complessbl sono statregistratiin ds-DMSO a 300K

O

A

HaN

2

cl
S
HNT |
OH
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T Spettro'H NMR

[rel]

20

i JL J M_JL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-] 5 4 3 2 [ppm]

Figura 3.9: Spettro'H del complessal
Lo spettro presenta tracce di acido acetico residuo (h8y.

Tabella 3.1:Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessal

Chemical S| Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
1.91 2 S 3

f Spettro**C NMR

178.45590
23.70670

-0.00

T . . T T T T . . T . . T
150 100 50 [ppm]

Figura 3.10: Spettro**C del complessa1
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Lo spettro presenta tracce di acido acetico resitidd.9 e 20.9 ppin

Tabella 3.2:Assegnazione dell@sttro**C del complessal

Chemi cal S| Assegnazione
23.7 2
178.5 1

1 Spettro'*PtNMR

25 [rel]

1041.27200

20
|

1400 I I I 1200 ‘ ‘ ‘ 1000 I I I 200 ‘ ‘ ‘ s00 I [ppm]
Figura 3.11: Spettro'®Pt del complessal

Lo spettro’®PtNMR mostra un unico picco #041 ppm, che cade nellaonadi chemical shift

caratteristicaer i complessi di P con intorno chimico PtpCl,0s.
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N

322So0stituzione nAst eHHO(Odlet ri cao

La seconda tipologiasi basa sulla sostituzione di un legante OH sul comples®o

[Pt(NHs3).Clo(OH),], formato per ossidazione del cisplatino cogOblin acqua, coril legante di

interesse mediante6 ut i | i zz o d el dcido attivatssolertraacilicodfig axPi dr i d e
0
R X

?H \“/ )J\

HsN Cl 0O R 0
-
Pt > N | T H0
AR 3 Cl 2

HNT | al X = DCC-0 P

OH RCOO HNT |

Cl OH
Figura3l2 Reazi one di sostituzione fAstechio

Per questa tipologidi complessisono stati scelti leganbifunzionali in modo dasfruttare una
funzionalita per la coordinazionemll at i no e | Gaelaltrermmlecpl&tili, adesempor | e g
per strategie dirug targeting and deliverguali macromolecole o molecole ad attivita biologica

contenenti gruppi funzionali complementari

Tre differenti leganti sono stascelti pe questo scopoacido succinico, -alanina e acido

pentinoico(fig. 3.13).

U Il primo legante acido succinicpsfrutta la coordinazional centro metallicanedianteun

gruppo carbossilatomentre il secondo gruppearbossilicopud essere sfruttatper una
successiva reazione di accoppiamento, con gruppi amminici o dleobostituzione viene
effettuatain solvente non competitivoDMF) in presenza di anidride succinica in quantita
stechiometricaispetto al complesso di'Pt

0 Il secondo legante,-alanina, sfrutta la coordinazionédel gruppo carbossilatal centro
metallicqg mentre il gruppoamminicopu0 essere sfruttatm reazionidi accoppiamentaon

gruppi carbossilico alcoli. La reazione preveda sostituzione di un legante OH del complesso

12 conlai-al ani na in solvent e non C 0 Q rindrappoaton t e (
stechiometrical:1,d el | 6 ammi noaci do attivato sul grupp
gruppo amminicdFMOC), in modo da evitare la formazione di catene amminoacidiche.

U |1l terzo leganteacido 4pentinoicq sfrutta la coordinazione del gruppo carbossilako

platino, mentreil triplo legame puo essere sfruttato persuccessivaeazione corazidi (click
chemisry)>. Come per ld -alanina la reazione prevede sostituzione di un gruppo OH del

complessd.2 con il legante in esame, sotto forma di acidvaitto con DCC
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HN__ | _ClI
F|’t 15
— 0 HaN cl
OH
O DCC _\_<o
DMF
& OH _\/‘% DMF
(0]
(0]
13 OH
Fmoc-HN O DMF o
Fmoc-HN O DCC
o NH-Fmoc
OH  DMF ﬁ/&o o
Fmoc-HN H3N\Flt/CI 14
HNT | e
OH
Figura 3.13: Sintesi dei comples$B-15
[Pt(NH3)2(Cl)(OH)-] (12)
La sintesi del complesso [Pt(NHACI,(OH),] s i incentra sull dossidazi
Pt' (cisplatino) con acqua ossigenata soluzione acquosane di ante | dutilizzo

modo da ridurre drasticamente i tempi di reagi

Procedura In un vialper microondela 10 ml vengono sospesi 83.3 mgidplatino (L0) in 4 ml di

H,0 e 0.6 ml diH,0, al 35% w/w. La reazione viene condotta per 20 minuti a 70°C. La soluzione
limpida viene raffreddatal 6 event ual e preci pi viene mmogsamedignieat i r
filtrazione ed il solvente rimosso mediangyaporatore rotantdl precipitato viene lavab con
etanoloed eteredietilico (2x5ml) ed asciugato sotfo| u sazatopeddare un solid cristallino

giallo.

Resa:88 mg (95%)

Il complesso & stato caratterizzato mediante techid@-NMR, ESFMS e RPHPLC per

confermare | 6avvenuta reazione e | a purezza d
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RP-HPLC-MS

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscela compostia 70%acido formicol% e dal 30%

di MeOH e lospettro di massgegistratoin modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico pico Cotloned - W00 1: M5 o 1; 50100005, Gt oV-une
4.2 minrelativo a complesso in esapgme 181051

confermato dallo spettro di massa (f8g14), 1.4x10%1

da cui epossibile osservarnen picco 2y j:fj

principalerelativo allo iongoseudo g o] "
molecolargM-20H-H']* con valore di m/z = Bm:'

299.2 epatternisotopicotipico dei complessi j:::s

contenenti PtSono inoltre presentipicchi -

relativi alle specie [MOH]" e [M+H]" o) |

T T T T
ZAIDD 2000 23000 23000 300 32000 34000 35000 32000 40000

rispettivament&a m/z317.3 e 335.2 ez
Figura 3.14: Spettro di massa del compledssd

NMR

Per confermare la presenza del prodotto & stato registrapettra™>>PtNMR in D,O in & presente

un unico picco a 83fppm,valorecaratterisito dd compless in esame

[“1e6]

-]
1
831.12450

832.94490
~-829.29840

s

. . ‘ . . . ‘ . . ‘ .
1000 800 600 ppm]

Figura 3.15: Spettro'®Pt del compless@2
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A partire dal complessd2, per reazione cota rispettiva anidridesi e cercato di ottenere i
complessi asimmetri¢Pt(NHs)(Cl)2(OH)(Y)].

Per la reazione canralanina ed acido pentinoico é stat@ c e ssari o pref or mar e

carbossilico

SINTESI DELL OANIDRIDE :

Lasintesiddla rispettiva amddd,mediaet, e al dpmaritliirze od ali
dicicloesilaarbodiimide)é nota in letteratura ed applicabile a diverse tipoldgicidi carbossilici
Tuttavia studi recent.i hanno di most r aohportac o me
alla formazione quantitativa di anidride ralia formazione di una miscela anidridd un addotto

acidoDCC (fig. 3.16), in quantitavariabilein base alle condizioni di reazione

0 R
//o O,N\V,NO R%O N T
\OH o R‘<) ' NH

X
R
@)

Figura 3.16 Schema di sintesii anidridi da acidi carbossilici

Procedura: 30 equivalenti di DCC (185 mg) e 1 equivalente di a¢i®ib4 mg dib-alaFMOC o

11.5 di acido4-pentinoico)vengono disciolti in 1 ml di DMF e la soluzione mantenuta per 15 min

in bagno ad ultrasuoni a temperatura ambiente. La formazione di un precitato bianco
(dicicloesilurea,D C U) conf er meazion® kh precpitato tviane rimossanediane

centrifugaziones la soluzione&ieneusata tal quale per kiepsuccessivo.

Nonostante | 6el evato eccesso di DCC rispetto
acideD C C, | 6utilizzo del solvente DMFadg@umamdgla al |
reazi one di formazione dell lb@amuiidrn ibde .0 Qe sStoc

del | 6 arniisdpretdteo aldaD&@ci do atti vato

SINTESI DEI COMPLESSI 13-15:
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La reazionepr evede | 6uti li zzo del | stechiomeatrigae tispeitoval an
complesso di platind.2, in modo da forzare | a formazi one

solvente non coordinante.

Procedura 50 mg di[Pt(NHz3)(Cl)2(OH);] (12, 0.15 mmal e 1 equivalente di anidrideengono
sospesi iB ml di DMF e la reazione condotta per B4a temperatura ambiente sotto agitazione. Il
precipitato (non reagito) viene scartatmediante centrifugazioneil solvente rimosso

al | 6 evap o redilsolidogienelavdtoaconteterdietilico (2x2ml).

Le reazimi tuttavia hanno portato alla formazionei a®mpless desiderdat con bassa resa e

scarsissima purezzg5%).

Gli scarsi risultati ottenuti attraverso questa tipologia di reazisono legati a diverse

problematiche, quali:

1 Scarsa solubilita del complesdbpartenza e buona solubilita del prodotto: questi due fattori
giocano a sfavore della formazione del complesso desidé&sgendo il complesst? poco
solubile la velocita di reazione é influenzata dalla velocita con cui viene consumato e dalla
consegente solubilizzazione del complesso non readitgua volta il prodottosolubile,
puo dar luogo ad una seconda sostituzione formando il complesso disostituito. Questi due
fattori portato quindi alla formazione di pa@omplessidi platino; il complessd.2 residuo
[Pt(NH3)(Cl)2(OH),], il complessodesiderato[Pt(NHz)(Cl)2(OH)(Y)] ed il complesso
disostituito [Pt(NH3)(CD2(Y)2]. Non e stato possibile favorire la formazione di un'unica
specico metterne a punto unobdefficace procedur ;

1 Per evtare la doppia sostituzione la reazione andrebbe condotta a temperature basse,
tuttavia, per aumentare la solubilitlel complessad attivare la reazionessaandrebbe
effettuata a temperature piu elevate. Non e possibile quindi variare in maniedeerde
la temperatura impiegata nel metodo.

1 Nel caso della reazione di formazione del compldsSsoltre alle tre specie descritte sopra,
si ha la formazione di una specie supplementare dovuta alla sostituzione di una terza
molecola di acido succinico iposizione equatoriale, al posto di un legateuro.

1 Data la struttura simile dei complessi presenti nei prodotti e la scarsa quantita di prodotto

desiderato, ne risulta difficoltoso e scarsamente redditizio un processo di separazione.

Tutti questifattori nonhanno permessdi ottenere il prodotto desiderato in buone rese e purezze
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3.2.30ssidazione con acido perossiacetimidico

La terza tipologiadi reazionisi basasulla sintesi di una nuova classe di composti &i. Ria

reazione pr e edédle risjetiiva basé di Pmé dinante | 6utilizzo

formatoinsitu:l 6 aci do perossiacetimidico (PAI A)

Questo i ntermedi o ossidante S i f or ma dal | a
al | 6 ac dtbébarciett ifattiieme sgss® usato nelle sintesi organiche in quantita catalitiche
per aumentare il poter@& ossidante dell 6acqua

O/OH
H,0, =+ AN —_— /I\
NH

Figura3.l17Reazi one di formazione dell dacido p
A differenza delle sintesi organiché n Cui | 6acetoni t rattlaversodaat al i
formazione délitermedioperossiacetimidiceornando nella forma iniziald o po | 6 ossi daz

presenza delkcomplesso dip | a t intermedid Gmane coordinato al centro metallico dopo
| 6 o giene alfH, sotto forma dioneacetamidatdig. 3.18).

H,0, + AN

N 2
oH )k
e
0 . H3N\Pt/CI CH;CN HN
PN ™ H,N_ | _cl
/K H3N Cl INp
NH H3N/ | \CI
OH
Figura 3.18 Reazione di ossidazione del cisplatmediante acido perossiacetimidico
La particolarit™ di guest.i c omp | etramsitel 6 a tdoantoa dc
azotgpi uttost o che attr adurantesla fase 6 assidamanefatii nelleas s i g
maggior parte dei complessi di'Ppresenti in letteraira i leganti assiali sono coordinati attraverso
un atomo di ossigeno (ad eeingeneaaleh egastiicdominanti al
tramite un atomo di azoto sono gia coordinati al centro metallico quando si trova allo stato di

ossidazioe +2 La particolarecoordinazione e stata confermata attraverso la struttura a ratgi X
complessd.6 (fig. 3.19.
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Figura 3.19 Struttura a raggi X del comples46é

Dalla struttura a raggi X e stato quindi possibile dimostrare la particatareinazione del gruppo
aceami dat o medi ant e nelladoara RhH, codfermamdecost la neutralita del
complessola stessprocedura dreazione é stata applicattilizzandonitrili di diversa strutturan

modo da verificare | 6 a p Jcbni reagebtiidiffarentiig 3.20).

O

OH )]\
o~ HaN Cl  CH,CN

- HN R
HO + 0 NNy, ———— + St — >
202+ g N HNT el H3N\Flt/CI
R NH HNT | cl
OH
-CH, 16
R = -CH,CH,CH; 17
-CgHs 18
Figura 3.2Q Sintesi dei comples$6-18
SINTESI COMPLESSI16-18:
La sintesi di guest. compl essi prevede | a fo

reazione tra bD, in acetonitrile.In seguitoquestoviene fatto reagire con il complesso dl' it
presenza di MeOHn modo da permettere la solubilizzazione del complesso finale nella miscela

metanolo:acetonitrilen rapportol:2 per favorirne la formazione.

Procedura 1 ml di H,O, al 50% w/w in acqua (17.6 mmoljene lasciato reagire per 30 minuti con
10 ml di acetonitrile(192 mmol, 11 eqv) a temperatura ambiente. Alla soluzione vengono poi

aggiunti 0.02 eqv di cisplatino (100 m@.33 mmo) e, dopo 5 minuti, sott@gitazione, vengono
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aggiunti 5 ml di metanoloLa miscela dreazioneviene mantenuta sotto agitazione a temperatura
ambiente per 24. L 6 e v e preaipaatoeiene scartatanediante centrifugazionel, solvente
rimossoa | | 6 ev ap o realtl sotide trituratd @m 10enl di etere dietilico. Il solig@ne
lavato con tre aliquote da 5 ml di etey@ asciugato sotto corrente di azpty ottenere un solido

cristallino giallo.

Nella reazione con butonitrile (18) e benzonitrile(17) il metanolo viene aggiuntansieme
all 6acqua ossigenat a, dat o conhHO,. § mexessaiio quindit r i |
aggiungere il metanolo per miscelare le soluzioni e permettere la formazianspsiessidante.

Resa:106 mg(85%)per16, circa 5 mgperl7el18

Nelle reazioni di formazione del comples&@ e 18 il principale prodotto della reazione é |l
complessol2 [Pt(NHs)(Cl)2(OH),]. Questo sottoprodotto € dovuto alla reazione tra cisplatino e
H,O; nonreagitacoln i t r i | e. La mancata formazione del |l o
scarsa velocitadi formazione(k;) della specie, rispetto alla velocita di degradaziokg [per
reazione coruna secondanolecola diH,O, (fig 3.14), come mostrato dagli studiffettuati da
Wiberd. Questo porta quindi alla scarsa formazione di acido perossibenzimidico (PBIA) e

perossibutiimidico in soluzione, e di conseguenza una ridotta quantita di prodotto.

Tuttavia, rel caso si utilizzi acetonitrile il meccanismod#igradazione prevede la reazione con una
molecola di PAIA, specie piu nucleofila di HOOQuesto comporta una variazione delle velocita di
formazione e degradazione della specie perossimidiotatti, la velocita di degradazionie &

minore dik; per i nitrili a ridotto ingombro sterico (acetonitrile) mentre per il benzonitrile e

butirronitrile la reazione di degradazione e piu rapida di quella di formatign21).

_OH

O O

H202 +C5H5/\\N k] + H202 k2 3 + H202 + 02 k2> >k1

CeHs™ SNH CeHs™  NH

/OH /O o) O—
ky 0 ;9 k + +0 k,>>k
A /& /K — /K i : ’

Figura 3.21: Reazioni di formazione e degradaziatet PBIA (in alto) e PAIA (in basso)

)

HyO, +

Questo porta quindi alla scarsa applicabilita del metmaonitrili di strutturadifferente Tuttavia, il
complessdl6, sintetizzato irelevataresa e purezza, puo rappresentare un ottima pasettenere

nuovicomplessi di PY attraverso successiveazioni di sostituziondel gruppo OH
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[Pt(NH 3),Cl,(OH)(acetilamido)] (16)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NBERMS e RRHPLC per confermare

struttura e formazione del complesso desiderato
HPLC-MS

Il comples® e stato eluito utilizzando una miscela compast& 0%acido formicol% e dal 30%

di MeOH e lospettro di masseegistratoin modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unipacco G000, Comkine-1o100 1S Scan': 51001000 0 5+ oo, Cv-Ture
a 4.2min relativo a complesso in esami  *™"

come confermato allo spettro di masse ::ZZZZ s

(fig. 3.22, in cui & possibile sservare il "™ T

picco relativo allo ion@seudo molecolare sz e

[M-OH]* con valore di m/z =358.2 il EZZZZZ

quale mostra ipatternisotopicotipico dei 200000

complessi contenenti Pt E 0 inoltre :ZZZZZ

preserg il picco attribuibile allo ione s0000-

[M+H]*a m/z = 35.2. TR e e g dedes

Figura 3.22 Spettro di massa del compleds®

NMR

Gli spettri del complessb6 sono stati registratin ds-DMSO a 300K
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T Spettro'H NMR

[rel]

5.96530
1.89650

08

| . . . . | ! . . ! | . ! . . | ! . ! ! | !
[ 5 4 3 2 [ppm]

Figura 3.23: Spettro'H del compless&6

Lo spettro present@acce di etere dietilicdl(09 e 3.38 ppm) eetanolo (1.06, 3.34 e 4.63 ppm)

Tabella 33: Assegnazione dei segnali dello spettiadel compless6

Chemi cal S| Assegnaziong Molteplicita Integrazione
1.90 2 s 3
5.97 NH3 m 6

f Spettro**C NMR

04 [rel]
I

176.45760

25.87330

0.3
1

0.2
1

0.1

-0.0

T . — : . . . — — — . : T . —— — — . . : . . — T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

Figura 3.24: Spettro™°C del complessa6
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Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (15.12 e 62.05 ggpefanolo (18.51 e 56.07 ppm).

Tabella 34: Assegnazione dell@sttro**C del complessa6

ChemicalShi f t Assegnazione
25.9 2
176.5 1

T Spettro®PtNMR

[refn]

280.62640

30

10
1

4(IJO I I I ‘ 3(|J0 I ‘ I ‘ Z(IJO ‘ ‘ ‘ ‘ 1(IJO ‘ I [Ippm]
Figura 3.25: Spettro'®Pt del compless6

Lo spettro*®PtNMR mostra un unico picco 280 ppm, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile con usompless di Pt con intorno chimico PtiCI,0.
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3.3 Sintesi dei complessi 11 e 16 marcatil

Per studi successivi sono stati sintetizzati gli omologhi dei compléssil6 contenenti ammine
marcate col®N. Questi complessi sono stati sintetizzati con reazioni simibriposti non marcati

ad eccezione della sintesi di formazione del complesso [BY{{] dove | 6ammoni &
sostituita con una soluzione ANH,Cl in KOH 1M.

SINTESI DELL GNTERMEDIO CIS-[Pt(**NH3),l 5]

/Pt\

Hs "N |

Ad unasoluzione diK;[PtCls] (0.7 gr,1.70 mmoli) in10 ml di acquaviene aggiunto un eccesdo

K1 (1.0 gr, 6.0 mmoli) e si lascia reagiid buiosotto adiazione per 15 min a temperatura ambiente.
Alla miscela vieneggiunta goccia a gocc#tto agitazionena soluzione di®NH4Cl in KOH 1M
(0.20 g in 2.5 ml, 3.7 mmaqle la reazione condatper30 mina 40°C durante i quali avviene la
precipitazione del complesso giallo scut@ soluzione viene rimossa per centrifugazione ed il
precipitato raccolto &avato con acquitedda (2x5 mI)MeOH (2x5ml) ed etere (2x5ml).

Resa:83%

Da questoprodottosono stati sintetizzati, seguendo le procedure yistei complessill e 16, i
compostimarcati con™N (fig 3.26).

18

Hz'°N | H3'°N Cl
o —— et 0
Hs"™N | Hs"™N cl )]\
@

Figura 3.26: Schema di sintesi dei completgie 18
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CARATTERIZZAZIONE DEI COMPLESSI17E 18:

[Pt(acetato)Cl,(*NHs),(OH)] (17)

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NB3RMS e RPRHPLC.
HPLC-MS

Il complesso e stato eluito utilizzandonaumiscela composta da 7Q2ido formicol% e dal 30%

di MeOH e lospettro di massgegistrato in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma maostra un unico piCCO at Combined-wamm:M55can1:51.00-1000.00Es+,§gmr2oid,cv=Tune

min relativo a complesso in esame, COl' g0l

confermato dallo spettro di massa (fi§)27), 360.2553.2

a0000.0 3692

dove é possibilesservare il picco relativo allc

40000.0

ione pseudo molecolarfM-OH]" con valore di

Intensity

30000.04

m/z =361.2 il quale mostra ipatternisotopico

tipico dei complessi cdanenti Pt E dinoltre 2000
preseng il picco attribuibile allo ione [M+H]+ a 10000.0

m/z = 378.2. 0.0 " ! e Lyias

1 T
26000 28000 30000 32000 34000 36000 33000 40000
miz

Figura 3.27: Spettro di massa del compledsb
NMR

Gli spettri del complessb7 sono stati registratin 10% D,0/90% HO a 300K
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 Spettro™>N DEPTNMR

25 [*1e6]
)

20
1

10
1

— 3298710
—— -35.65500
— -3B.30730

ol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-10 -20 -30 -40 -50

Figura 3.27: Spettro™N DEPT del complessb?

f Spettro'H-"N HSQCNMR

_//A,/L,/

77—
6.5 6.0 55 F2[ppm]

Figura 3.28: Spettro'H-""N HSQCdel complessa7
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[Pt(acetamidato)Cl,(*NHs3),(OH)] (18)

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NB3RMS e RPRHPLC.
HPLC-MS

Il complesso e stato eluito utilizzando una miscela composta daagiahh formicol% e dal 30%

di MeOH e lo spettro di massaegistrato in g ST S0 1SS :5100-00000 5, vt
modalita ioni positivi. U
1 81054
Il cromatogramma mostra un unico picco .& < ‘-Bmz' ! o
min relativo a complesso in esame, cor ::Zs 369 1

Irtensity

1 01054

confermato dallo spettro di massa (fi§.29),

8.0x107

dove e possibile sservare il picco relativo allc  soac®y

4.0x10%

ione pseudo molecolarfM-OH]"* con valore di

20107

_ - - - - ALl .||
m/z =360.1, il quale mostra ipatternisotopico 0.0+l b o

miz

tipico dei complesstontenenti Pt _ _
Figura 3.29 Spettro di massa del compleds®

NMR

Gli spettri del complessb8 sono stati registratin 10% D,0/90% HO a 300K
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 Spettro™>N DEPTNMR

400 600 800 [*1e3]
1 1 1

200
1

— <37.76980
— <40.38100

—— -42.98680

Y S

Figura 3.30: Spettro™N DEPT del complessi8

f Spettro'H-"N HSQCNMR

A

o]

F1 [ppm]

7.0 65

6.0

55

——
F2 [ppm]

Figura 3.31: Spettro'H-""N HSQCdel compless&8
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3.4 Conclusioni
Le sintesi di complessi di ¥t asimmetrici di formula [Pt(NHs)-Cl,(OH)(Y)] ottenuti per

ossidazionelei rispettivi derivatidi Pt hannoincontrato variadifficolta.
Queste difficolta ano legatea molteplicifattori:

1 Impossibilita diutilizzare HO, pura | 6acqua cont enuxDmal 50% | | a
compete nella reazionportando alla formazione della spef(NH3)2(Cl)2(OH),].

T I'mpossibilit?” di sostituire i n mo d o nste
[Pt(NH3)(C)2(OH)]; dat a | 6i nsol ubi |l it~ spdssd eavordatgp | e s s
reazione che porta ad usacondasostituziong con formazione del prodotto disostity
piuttosto che del complesso monosostituito.

1 Degradazionelegli intermedperossmidici favoritaper nitrili a catena mediungarispetto

allareazione dformazione

Tuttavia, i due complessll e 16, ottenuti inelevataresa e pureza, hanno mostrato ottime
proprieta gpossono esserdteriormentesfruttatiin stepssuccessivi di sostituzione del legante OH

con leganti dmaggiorinteresse
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4. Si nt esi dei ac e mNtH.8YLil] [eP
[ RPtacet aml( tifghf ¥) CI

Non essendo presenti in letteratura studi su comptésdt’ con leganti imidati assialparte del

lavoro si € incentrato sulla sintesi di derivati damplessdl6 con proprieta lipofiliche differenti,
mediante sostituzione del gruppo OH con leganti cmibaio alifatici, in modo da studiarne

l 6attivit”™ biologica .€admevidto perdecsiotasndei camples®ls, at t i
la sostituzione si basa sulla reazione di esterificazsoihéegante idrossido o ranidricddel 6 aci d o

carbossiko scelto(fig 4.1).

o

R R
OH R o
)\o’go HsN cl

HN__ | ¢ o

Pt Pt
HNT | c HNT | e
X X
W X=NH, O W
0 0

Figura 4.1: Reazione di esterificaziomi complessi di Pt

In parallelo sono stati sinteiati, con la medesima procedusapartire dal complessal, i
complessi con struttura analogamodo davalutarecome la coordinazionbl-donatore influisa

sul | 6at t i deliconplessa stessmpgtio adaun gruppo-Gonatoran posizione assiale

Mediante la stessaprocedura sono stati sintetizzati diversi complessi a lipofilicita crescente

variardo la lunghezza della catena del secondo legante afsipie?).

O 0}

)j\ CH; 19 )L CH; 24
NH

(0]
HNT | el . CH,(CH,)sCH; 22 HNT | cl o CH,(CH,)sCH; 27
O\”/ CH,CH,COOH 23 O\”/ CH,CH,COOH 28
(@] (0]

Figura 4.2: Complessi di P con legane assiak acetato (sx) e acetamidato (dx)
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Come leganti assiali sono stati scelti i carbossilati alifaticicadena lineare di formula
CH3(CH2),COOH con n =0, 2, 4 e 6. Oltre a questi & statoun legante bifunzionalea¢ido
succinicq in grado di rendere il complesadatto pesuccessive strategie di DTD.

Nel caso deicomplessi22 e 27, | 6 a n iutilizzatal (@tanoicd e stata sintetizzata isitu, dal

rispettivo acido mediante attivazione con D@Bmeindicatonel capitolo precedentpdr3.2).

La struttura decomplessé stah conf er mat a, oltre che da anal
cristallografica a raggi X eseguita sui cristalli ottenuti damplesso25 (fig. 4.3). La struttura
risolta conferma che il carbossilato sostituisce il legante OH mantenendo invariata la geometria del

complesso.

Figura 4.3: Struttura a raggi X del contgsso25
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4.1 Sintesi dei complessi asimmetri@t(NH3),Cl(X)(Y)]

Il complessol9 é stato sintetizzato seguendpa proceduragia presente in letteraturamentre i
complessi20-28 sono stati ottenuti mediante reazione tra il compleéss@ 16 con la relativa

anidride.

SINTESI DEI COMPLESSI 20-28:

Procedura Il complessdll o 16 (100 mg,0.267 mmol)vienesospes in 10 ml di DMF a 50°C.

Dopo 5 min vengono addizionati 20 equivalenti di anidride (252 pl di an. Acetica, 436 pl di an.
Butirrica, 6 1 4 Ol di an. Esanoica, 30 mg di an. Suc
formata in DMF) e la reazione mantenuta aG@ho alla completa dissoluzione del solido di
partenza Z-4h). La soluzione viend i | t r ata per r i muwaivcempkessd ndre v e n -
reagito,quindi il solventevienerimosso mediantevaporatore rotanted il solido triturato con 10

ml di etere dietilico. Il precipitato viene ricristallizzato da metanolo ed il solido ottenete

lavatopiu voltecon etere perrimuv er e | 6ani dri de resi dua.

Resa:82-95%

CARATTERIZZAZIONE DEI COMPLESSI19-28:

[Pt(acetato)Cl,(NH3),] (19)

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NB3RMS e RPHPLC.

ESI-MS e RRHPLC

Combingd - W3100 1: M3 Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Certroid, CW=Tune
4181

15108
Il complesso € stato eluito utilizzandma miscela |, ]
3580
compostada 50% acido formicol% e50% MeOH e 1« 1181

1.2x108 7

lo spettro di massaegistratoin modalita ioni positivi 3871 121 1

1.0x108]

Intensity

8.0x1054

Il cromatogramma mostra un unico picc®.& min

6.0x105

relativo & complesso in esameome confermato

4.0x10%4

dallo spettrdESFMS corrispondentéfig. 4.4), dovee  zoxcf]

possibile osservare il piCCO relativo allo ione pseL 0 i 300.00 350.00 400,00 450.00

miz

molecolare [MH']" con valore di m/z =419.1 il
_ ) _ . _ Figura 4.4: Spettro di massa del compled€
guale mostra ipattern isotopico tipico dei compless

contenenti PtE @noltre presente un picco a m/z = 359.attribuibile allo ione [Macetatd'.
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NMR

Gli spettri del complessb9 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

f Spettro'H

NMR

o)
)J\
) o)
H3N\P|t _Cl
HNT | e

[refn]

15
1

10
1

—6.61470
— 651750
— 6.42050

4850250

Figura 4.5: Spettro'H del complessa9

2 fppm]

Tabella 4.1:Assegnazione dei segnali dello spetticdel compless®9

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
1.90 2 S 6
6.52 NH3 m 6
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T Spettro'*C NMR

30 [rel]

25

2.0

1.0 1.5

0.5

178.17470

2284140

-0.0

Figura 4.6: Spettro™C del compless®9

Tabella 4.2:Assegnazione dellpsttro**C del compless@9

Chemi cal S| Assegnazione
22.8 2
178.2 1

T Spettro'*PtNMR

[ppm]

[rel]

20

15
|

10
1

1225.17680

sl " A Jt P e W)
¥ i i bl rivpap Pt Ty

Figura 4.7: Spettro'®Pt del complessh9
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Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco 2225ppm, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di P con intorno chimico PtpCl,0s.

[Pt(acetato)(butanoatoCI,(NHs),] (20)

Il complesso é stato caratterizzato mediante teemMidR, ESFMS e RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso € stato eluito utilizzandma miscela compostda 50% acido formicol% e 50%

MeOH e lospettro di masseegistratan modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico picco a ¢ Contined - 0100 1; MS Scan1: $1.00-1000.00 ES», Cenfrod, C ~Tune

447 .3

min relativo 4 complesso in esame, com

confermato dallo spettro di massarrispondente =]

446.3]

(fig. 4.8), dovee possibile osservare il PICC gl

445.3]

relativo allo ione pseudo molecolare [M+Hjon "= 193
valore di m/z = 447.3, il quale mostrapattern =,
isotopico tipico dei complessi dit.PSono inoltre
presentialtri picchi a m/z = 80.1, 359.2,388.3 €  exmno
470.2 attribuibili rispettivamentealle specigM -
AcetatobutanoateH"]*, [M-Butanoato] , [M- s
acetatd’ e [M+Na']".

Figura 4.8: Spettro di massa del complesXb
NMR

Gli spettri delcompless@®0 sono stati registratin ds-DMSO a300K.

o)
)J\
) o)
H:J,N\Flt el
HNT | o,
0O 6
3
\H/\S/
o)



T Spettro'H NMR

il YW W

O,J ) L L Jt_/( w\
R T T
Figura 4.9 Spettro'H del compless@0
Tabella4.3 Assegnazione dei segnali dello spettdadel complessa0
Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione

0.87 6 t 7.4 3

1.47 5 q 7.4 2

1.90 2 S 3

2.19 4 t 7.4 2

6.52 NH3 m 6

Léattri buzi one dH#ié stateecgniearata andlirzhridospetsopbidimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy)
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[rel]

08

04

0.2

-0.0

£

@ I

@ I
@ & © L
_ , -
IS BT S __3

T T T T T I I T T I —

25 2.0 15 10 F2 [ppm]

Figura 4.10: Spettro'H COSYdel compless@0
f Spettro**C NMR
11 | 11

T T T T T T
150 100

Figura 4.11: Spettro"°C del compless@0
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Tabella 44: Assegnazione dell@sttro**C del complessa@o

Chemi cal S| Assegnazione
13.6 6
18.8 5
22.9 2
37.7 4
178.2 1
180.8 3

Lbattribuzione d e i “Csée glataa donfermata brlaliazandopspettro r o

bidimensionaléH-*C HSQC(Heteronuclear Single Quantum Correlajion

i

F1 [ppm]

T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
3.0 25 20 15 1.0 F2 [ppm]

Figura 4.12 Spettro'H-"*C HSQCdel complessa0
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T Spettro™®PtNMR

[rel]

25
|
1224.00110

A A o A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 [ppm]

Figura 4.13: Spettro'®Pt del compless20

Lo spettro'®*PtNMR mostra un unico picco 24 ppm, compreso in unaonadi chemical shift

caratteristica detomplessi di PY con intorno chimico PtpCl,O..

[Pt(acetato)Cl,(esanoatg(NHs),] (21)
Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NM3RMS e RPHPLC.

ESI-MS e RRHPLC

Combined - Y3100 1: MS Scan1: 51.00-1000.00 ES+ Certroid, C¥=Tune

Il complesso & stato eluito utilizzandoa miscela ¢ 4751

compostada 50% acido formicol% e dal50% di :::

metanolo e lo spettro di massaregistrato in 3:5,“0?- o

modalita ioni positivi 30} 73— 7
E 2] 497 1
E

Il cromatogramma mostra un unico piccold.l 2o’y

1 5x107

min relativo & complesso in esamecome

1.0x10"

confermatodallo spettro ESMS corrispondente !

L L Fl

(fig. 4.14), dovee possibile osservare il picc s

mz

relativo allo ione pseudo molecolare [M+H con

valore di m/z =475.] il quale mostra ilpattern Figura 4.14 Spettro di massa del complestb
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isotopico tipico dei complessi contenenti Pt. Sono inoltre presenti altri picchi a3620:415.1 e

497 . lrispettivamente degli ioffM -esanoatd] [M-acetato] e [M+Na']".

NMR

Gli spettri del compless®l sono statregistrati in ds-DMSO a 300K

0
)k
) o)
H3N\P|t _Cl
VRS
HNT | S, 3
0O 8
3
5 7
o)
f Spettro'H NMR
|11 N e
PN JUL,,J |
: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
[ 5 4 3 [ppm]

Figura 4.15 Spettro*H del compless@l
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Tabella4.5: Assegnazione dei segnali dello spetticdel compless@l

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
0.86 8 t 7.0 3
1.26 6-7 m 4
1.45 5 m 2
1.90 2 s 3
2.20 4 t 7.4 2
6.52 NHS3 m 6

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (1.09 e 3.38 ppm).

Léoattri buzi one d#ié stateecgnieariatnalirzantdo spettsopbidimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy)

5
o
&
® & T
L <
O Lo
o
o
©
L @
o
| T T | T T T T | T T | T T T T
25 2.0 1.5 10  F2[ppm]

Figura 4.16: Spettro'H COSYdel compless@l
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f Spettro**C NMR

[ren]

1.0
——180.90410
——178.17940

—— 35.64020
—— 30.79060
_—25.08190
_.—22.85810
——21.90520
——13.85180

‘ T . . ;
150 100 50 [ppm]

Figura 4.17: Spettro™C del complessai

Tabella 46: Assegnazione dellpsttro**C del compless@l

Chemi c a(ppng | Assegnaziong Chemical S | Assegnaziong
13.9 8 30.8 6
21.9 7 35.6 4
22.9 2 178.2 1
25.1 5 180.9 3

Léattri buzi one d¥%deé state gmfeamatnalidzarddo spetsopigimensiomale
'H-3C HSQC Heteronucleasingle Quantum Correlatijn

107



F1 [ppm]

30

-————T—7—— 77—
25 2.0 15 10 F2[ppm]

Figura 4.18: Spettro*H-"*C HSQCdel complessal

1 Spettro'*PtNMR

[refn]

20 25
1 1
1222.85730

15
1

10
|

0

T———

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 [ppm]

Figura 4.19: Spettro'*Pt del complessal

Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco -4223 ppm,compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di P con intorno chimico PtpCI,0s.
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[Pt(acetato) Ch(NHs),(ottanoato)] (22)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NMRVEES# RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscelacompostada 50% acido formicol% e dal50%

di metanoloe lospettro di masseegistratoin modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico piCCO Combined - 13100 1: MS San 1: 51.00-1000.00 ES+, Gertraid, Cv=Tune
a03.2

54.3 min relativo & complesso in esame 35107

come confermato dallo spettro di mas 30107 | 626 2
5021 ’

corrispondentgfig. 4.20), dove se possibile 28501074 012

20107

osservare il picco relativo allo ione pseut

Intensity

molecolare [MOH]" con valore di m/z = 150074

503.2 il quale mostra ilpattern isotopico 10107 |

tipico dei complessicontenenti Pt. Sonc 50108 |

AR PR I} ”1 ll.,.‘l

T
Fa0.00 40000 45000 S00.00 55000 60000 GS0.00
miz

inoltre presenti altri picchi a m/z 359.0,
443.2 e 525.2attribuibili agli ioni [M-
ottanoatd’, [M-acetato] e [M+Na]". Figura 4.20 Spettro di massa del complessd

NMR

Gli spettri del compless®2 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

0
)J\
) 0
H3N\Flt/CI
HNT | e ) .
0O 10
3
5 7 9
0
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T Spettro'H NMR

[*1e6]

20
1

0.87120
0.85760
0.84340

vy
=

o o i

—— 6.43970
21190
18710
18190

— 1.80360

—1.44920
—1.24120

10
1

—Y¥¥¥—F———F————F—— 77—
7 € 5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 4.21 Spettro'H del complessa2

Tabella4.7: Assegnazione dei segnali dello spetticdel compless@?2

Chemi cal ShAssegnazione| Molteplicita J (Hz) | Integrazione
0.86 10 t 6.8 3
1.25 6-7-8-9 m 8
1.45 5 m 2
1.90 2 S 3
2.20 4 t 7.4 2
6.47 NH3 m 6

Léattri buzi one dHié stateecgniearatnalizzanddo spetsopbieimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy)
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[*1e6]

2.0

05 1.0 1.5

0.0

F1 [ppm]

2

3

4

5

a
=

-]

5 4 3 2 1 F2 [ppm]
Figura 4.22: Spettro'H COSYdel compless@2

1 Spettro**C NMR

[==]
| w w (=L =R=)=] o

o e -— 0 T W w0
| < 0 1] O o OO LD < (]

= o = @&rano =
4 ®mr W — @ i

- o Lrl M NNNN —

. . . ‘ : . . : T . : . . ‘ : . .
150 100 50 [ppm]

Figura 4.23: Spettro™°C del compless@a2
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Tabella 48: Assegnazione dellpsttro**C del compless@?2

Chemical S K Assegnazione Chemi cal ShAssegnazione
14.4 10 29.0 7
226 9 31.7 6
23.4 2 362 4
24.9 8 178.7 1
25.8 5 181.4 3

Léattri buzi one d*%deé stateanfeaniaia andliezarid@petsopbigimensiomale
'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

n et “JI I
o
&
o b o0
| T
40 30 20 F1 [ppm]

T
50

I
60

4 3 2 1 F2[ppm]

Figura 4.24: Spettro'H-"*C HSQCdel complessa?2
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T Spettro™®PtNMR

4 [*1e6]

122277920

1800 I " je00 I " 00 I " az00 ‘ " 1000 I " mo ‘ " a0 i:ppm]
Figura 4.25: Spettro*®Pt del complessa2

Lo spettro'®*PtNMR mostra un unico picco a 122®m, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di P con intorno chimico PtpCI,0s.

[Pt(acetato) Ch(NHs),(succinato)](23)

Il complesso é statoaratterizzato mediante tecnica NMESFMS e RPRHPLC.

ESI'MS e RP‘HPLC C - WEI00 1 ME Scan 1. 51.00-1000.00 ES+, Cerdroid, Cv=Tune

477.0
7x10%]

Il complesso e stato eluito utilizzandma miscela __|
compostada70% acido formicol% e30% MeOH e

sx106]

lo spettro di massaegistrato in modalita ioni 05 47 AT50YEOI8S
4x10™ .

Irtengity

positivi. et

Il cromatogramma mostra un unico piccé.@min 2

relativo & complesso in esame, come confermi e
dallo spettroESFMS (fig. 4.26), dove é possibile o

350.00 40000 4350.00 S00.00 S50.00
iz

osservare il picco relativo allo ione pseuu
Figura 4.26 Spettrodi massa del comples28
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molecolare [MOH]" con valore di m/z= 477.Q il quale mostra ilpattern isotopico tipico dei
complessi contenenti Pt. Sono inoltre presenti altri picchi a m/z = 8%.0.0attribuibili agli ioni

[M-succinatd’ e [M -acetato].

NMR

Gli spettri del compless®3 sono stati registratin d6-DMSO a 300K

f Spettro'H NMR

[rel]

6.49560
238210
2.36840
1.90580

iy

T 2.35380

L oML

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1 5 4 3 2 [ppm]

Figura 4.27 Spettro'H del compless@3

Lo spettro presenta tracce di DMF (2.73, 2.89 e 7.95 ppm).
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Tabella4.9: Assegnazione dei segnali dello spetticdel compless@3

Chemical Shifti ( p| Assegnaziong Molteplicita Integrazione
1.90 2 S 3
2.37 5 m 2
2.40-2.60 4 m 2

Léattri buzi one dHWié stateecgnieara@nalirzanddo spetsopbidimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy).

JL D
B3
&
2
[
|«
<
o
]
o
5 OB o
o
=
|«
o
D T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T I~
28 26 24 22 20 18 F2 [ppm]

Figura 4.28: Spettro'H COSYdel compless@3
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f Spettro**C NMR

[rel]

——179.56170
——178.16770
—173.73900

_—30.49810
——128.81840
— 2220180

0.1

-00

T . T T . T —— : —— : — : . — : . T —— . . T
180 160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Figura 4.29: Spettro™C del complessa3

Tabella 410: Assegnazione dellgsttro®*C del compless@3

Chemi cal S| Assegnaziong Chemical S | Assegnaziong
22.8 2 173.8 6
29.8 5 178.2 1
30.5 4 179.6 3

Léattri buzi one d*%adeé stateamfeanaimnalidzarddo spetsopbiglimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion
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I S

22 F1 [ppm]

24

30

|

28 2.4 22 2.0 F2 [ppm]

Figura 4.30: Spettro'H-"*C HSQCdel complessa3

T Spettro'*PtNMR

[rel]

1223.87080

15
|

10
|

: . ‘ . . . . ‘ . ‘ . . . ‘ ‘ . . ‘ .
1600 1400 1200 1000 800 [ppm]

Figura 4.31: Spettro'*Pt del complessa3

Lo spettro*®Pt-NMR mostra un unico picco a 12ppm, zonadi chemical shifcaratteristicalei

complessi di PY con intorno chimico PtpCl,0..
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[Pt(acetilamido)(acetato)Ch(NH3),] (24)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NB8RVIS e RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscela compostia 50% acido formicol% e dal50%

di metanoloe lospettro di masseegistratan modalita ionipositivi.

Il cromatogramma mostra un unico piCCO 110000.p.C2mbined - 3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centroid, C=Tune
’ 3673

5.4 min relativo 4 complesso in esame, com 000000

. i \ 2000004 3653
confermato dllo spettro di massa (fig. 4.32, |
dove € possibile osservare il picco relativ 70000.0 .
allo ione pseudomolecolare [M+H]* con & ™" 4183

£ 50000.04

valore di m/z =418.3 il quale mostra il 4000004

pattern isotopico tipico dei compless snoon.0g
20000.04

contenenti PtSonoinoltre presenti picchi

10000.0+

con m/z =358.2 e 367.3attribuibili agli ioni 004
[M-acetato] e [M -acetateCl+formiatd] .

23000 300.00 35000 40000 4:30.00
miz

Figura 4.32 Spettro di massa del comples®sb

NMR

Gli spettri del compless®4 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

o)
, )J\NH
HsN_ | _cCl
Pt
HNT | cl .
o 3
o)
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T Spettro'H NMR

[rel]

3.0

6.47750

5.27640

5
-

—— 2.08480
——1.83480
——1.88330

Figura 4.33 Spettro'H del compless@4

Tabella4.11 Assegnazione dei segnali dello spettdodel complessa4

Chemical Shifti  ( p| Assegnaziong Molteplicita Integrazione
1.88 4 s 3
1.93 2 S 3
5.28 NH S 1
6.48 NH3 m 6
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f Spettro**C NMR

——178.30950
——175.55720
_—24.84860
——23.89180

-0.00

T . . T T : T T T . . T T .
150 100 50 [ppm]

Figura 4.34: Spettro**C del compless@4

Tabella 412: Assegnazione dellgsttro®*C del compless@4

Chemi cal S| Assegnazione Chemi cal S| Assegnaziong
23.9 4 175.5 1
24.9 2 178.3 3

T Spettro'*PtNMR

[*1e8]

49554970

T T T T : T . T T T T T T . T T :
800 500 400 200 [ppm]

Figura 4.35: Spettro'®Pt del compless@4
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Lo spettro*®PtNMR mostra un unico picco 495 ppm, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di P con intorno chimico PtiCI,0.

[Pt(acetilamido)(butanoato)ClL(NH3),] (25)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NB3RMS e RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso e stato eluito utilizzandma miscelacompostada 50%acido formicol% e 50%

MeOH e lospettro di masseegistratan modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico picc®.8 min fombe oL UM S . LB IS, Ui 7 e
relativo a complesso in esame, come CONferm s sl e
dallo spettro di massa (fig.36). o0

B— “e
Dallo spettro ESMS & possibile osservare il picco s s

relativo allo ione pseudo molecolare fM']* con  Emmn =’

valore di m/z 446.3 il quale mostra ipattern 1600000

isotopico tipico dei complessi contenenti Pt. Sono s

inoltre presenti altri picchi a m/z = 358.2 € 395.3  caoo]

40000.0-

rispettivamente degli ioni [Mbutanoato] e [M- e

oo

acetamidato+formiat€l]".
Figura 4.36 Settro di massa del complesab

NMR

Gli spettri del compless®b5 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

0
2)1J\NH
H3N\F!t/CI
HNT | e
o) 6
3
\H/\s/
o)
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T Spettro'H NMR

[rel]

6.48250
5.16040
2.15800
2.14340
192430
1.48000
1.46520
0.89170
0.87680
T\ 0.86210

\o2.12870
150950
_/~1.as470

.
=T
=1
i

Figura 4.37 Spettro'H del complessas

Tabella4.13 Assegnazione dei segnali dello spettdodel complessas

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J(Hz) Integrazione
0.88 6 t 7.4 3
1.49 5 q 7.4 2
1.92 2 S 3
2.14 4 t 7.4 2
5.16 NH s 1
6.48 NH3 m 6

Lo spettro presenta tracce di DMF (2.73, 2.89%ppm).

Léattri buzi one dHié stateecgniearatnalizzanddo spetsopbidimensionale

'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy).

122



[rel]

0.6

0.5

0.4

0.3
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T
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'@n e
pe) &
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“u
j T I T T T T I T T T I T T T T I T T T I T
5 4 3 2 F2 [ppm]
Figura 4.38 Spettro'H COSYdel compless@5
Spettro**C NMR
T E T 17

|

T
100

T
150

Figura 4.39: Spettro"°C del compless@5
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Tabella 414: Assegnazione dellgsttro™*C del compless@5

Chemi cal S| Assegnaziong Chemi c al(ppnB | Assegnazione
13.8 6 38.6 4
18.9 5 175.5 1
25.1 2 180.8 3

Lo spettro presenta tracce di DMF (30.73, 35.73 e 1G6#&9.

Léattri buzi one d*%¥deé stateagnfeanaimnalidzarddo spetsopbiglimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

=

@ -

a L

0 ]
] L

I
35 30 25 20 15 F1 [ppm]

40

! é

3.0 25 2.0 15 10  F2[ppm]

Figura 4.40: Spettro'H-"*C HSQCdel complessas
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T Spettro™®PtNMR

[rel

49579570

15
|

ST ——————

T T T T
1000 500

Figura 441: Spettro**Pt del complessa5

[ppm]

Lo spettro*®PtNMR mostra un unico picco a 43%m, compreso in unaonadi chemical shift

caratteristicalei complessi di Bt con intorno chimico PtRCI,0.

[Pt(acetilamido)Cl,(esanoatojNH53),] (26)

Il complesso é stato caratterizzato mediante tecnica NM3RMS e RPHPLC.

ESI-MS e RRHPLC

BN

Il complesso e stato eluito utilizzandana
miscela compostala 50%acido formicol% e

dal 50% di metanoloe lo spettro di masse

Inkensiy

registratain modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico piccd44
min relativo & complesso in esame, com
confermato dallo spettr&eSFMS (fig. 4.42),
dove e possibile osservare il picco relativo al
ione pseudo molecolare [M+H con valore di

125

Combined - W3100 1: M5 Scan : 51.00-1000.00 ES+, Certroid, Cv=Tune

s50x107
450107
40107
3507
30x107 4
25107
20107
152107
100074

5.0105

4231

4221
4211

4741

0.0

" Jl.\'ﬂ,l” ity |

488,00 450.00
miz

50000 550.00

Figura 4.42 Spettro di massa del comples&®



m/z = 4A4.1, il quale mostra ipatternisotopico tipico dei complessi contenenti Pt. Samaitre
presenti altri picchi a m/z = 82 e 423.1 rispettivamente degli ioni [Msanoatd] e [M-

acetamidato+formiat€l]".

NMR
Gli spettri del compless®6 sono stati registrain ds-DMSO a 300K

O

)J\NH

HN | _cl
/Plt\
o)

2

HsN o]

3

4 6 8

O

f Spettro'H NMR

[rel]
|

6.47750
5.15670

VIR

2.16680

= 715150

T 2.13670
1

| | | R e e e e e e e e e e
7 6 5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 4.43 Spettro'H del compless@6

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (1.09 e 3.38 ppm).
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Tabella4.15 Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessa6

Chemi cal SHh Assegnazione| Molteplicita J (Hz) | Integrazione
0.86 8 t 6.9 3
1.26 6-7 m 4
1.47 5 m 2
1.92 2 s 3
2.15 4 t 7.4 2
5.16 NH s 1
6.52 NH3 m 6

Léattri buzi &stata cohieimatanaizzanddb $pettro bidimensionaltH-'H COSY

(Correlation Spectroscopy).

L E
f+ 9
- &
I
e & & i
@ @ O |
- Lo
ol
o
] L o
Lo
Lyl
L=
Lyl
T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T B
35 3.0 25 2.0 15 10 F2 [ppm]

Figura 4.44: Spettro'H COSYdel compless@6
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f Spettro**C NMR

[ RN
I I ‘ I I 15|0 ‘ I I ‘ 1(;0 I I ‘ I 5|0 [ppm]
Figura 4.45; Spettro'*C del compless@6
Tabella 416: Assegnazione dellgsttro*C del compless@6
Chemi cal S| Assegnazione Chemi cal S| Assegnaziong
13.9 8 31.0 6
22.0 7 36.6 4
25.1 2 175.5 1
252 5 180.9 3

Léattri buzi one d*%deé stateamfeanaimnalidzarddo spetsopbiglimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion
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15 F1 [ppm]

35

40

N

-1t
25 20 15 10  F2[ppm]

Figura 4.46: Spettro'H-"*C HSQCdel compless@6

1 Spettro'*PtNMR

[rel]

495.89570

10
|

TSR —————

: . . . . : . . . . : . . . .
1000 500 0 [ppm]

Figura 447: Spettro'*Pt del complessa6

Lo spettro’®PtNMR mostra un unico picco a 49fm, zonadi chemical shiftcompatibile con

complessi di Ptcon intorno chimico PtCI,O.
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[Pt(acetilamido)Cl,(NH3),(ottanoato)] (27)

Il complesso é&tato caratterizzato mediante tecnica NMS}MS e RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso e stato eluito utilizzandma miscela compostda 50%acido formicol% e 50%

MeOH e lospettro di massaegistratoin modalita Combined - W31001: WS Scan 1 1 00-1000.0 ESe, Certroid, Cv=Tune
— 502.2

ioni positivi. ot

. . - SMDB_
Il cromatogramma mostra un unico picco@&min s 15122012

450.2
relativo & complesso in esame altb spettro ESI  +o2o" o e T
5 35x108 ' '

MS (fig. 4.48) e possibile osservare il picco relativg 2o

allo ione pseudo molecolare [M¥H con valore di 25"

20x05
m/z = 502.2 il quale mostra ilpattern isotopico |
tipico dei complessi contenenti Pt. Sono inoll 1exio*;

5]

presenti altri picchi a m/z = 83 e 4512 m:ﬂ R Y | L
) ) o . 25000 30000 35000 0068 45000 50000 55000 60000 650.00
rispettivamente degli ioni [Mttanoatd™ e [M- e
acetamidato+formiat€l]". Figura 4.48 Spettro di massa del complesso

NMR

Gli spettri del compless®7 sono stati regtgati in d6-DMSO a 300K
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T Spettro'H NMR

[rel]

185
1

92360
47600
46220
44800
43360
24750

6.47360
5.15890
2.16550
2.15060

o 2.13560
1
1
1
1

—1
0.87190
0.85890

- 0.84480

<z
-

RN JL . -

—— Y ¥
7 6 5 4 3 2 1 Ippm]

Figura 4.49 Spettro'H del complessa7

Tabella4.17 Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessa?

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita | J (Hz) Integrazione
0.86 10 t 6.5 3
1.25 6-7-8-9 m 8
1.46 5 m 2
1.92 2 s 3
2.15 4 t 7.5 2
5.16 NH s 1
6.47 NH3 m 6

Léattri buzi one dHié stateecgniearatnalizzanddo spetsopbiimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy)
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2.5

2.0
1

15

1.0

0.5

-0.0

1 Spettro**C NMR

1.0 F1 [ppm]

2.0 15

2.5

25 2.0 15 10 F2[ppm]

Figura 4.50: Spettro'H COSYdel compless@7

3.0 [rel]

—— 180.84270
—— 175.52440

— 36.62620
0BEB0
06240

_—25

25

— 22

— 13.94270

T
150

T
100

Figura 4.51: Spettro™C del complessa7
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Tabella 418 Assegnazione dellpsttro™*C del compless@7

Chemi cal S| Assegnazione
13.9 10
221 6
251 2
255 9
28.6

7-8
28.7
31.2 5
36.6 4
175.5 1
180.9 3

Léattri buzi one d*%¥deé stateagnfeanaimnalidzarddo spetsopbiglimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

-
o
| &
Lo
_— )

Lo
Lo
]

[ &) =
— @ &

T T T
25 20 15 10 F2 [ppm]

Figura 4.52: Spettro'H-"*C HSQCdel complessa7
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T Spettro™®PtNMR

[rel]

40
|
485.47630

860 ‘ I ‘ 00 ‘ ‘ I 460 I ‘ I 200 ‘ ‘ I [ppm]
Figura 4.53: Spettro**Pt del complessa7

Lo spettro*®Pt-NMR mostra un unico picco a 43®m, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di Ptcon intorno chimico PtiCI,O.

[Pt(acetilamido)Cl,(NH3),(succinato)] (28)

Il complesso e stato caratterizzato mediante tecnica NB3RMS e RPRHPLC.

ESl MS e RI HPLC ‘Combined - W3100 1: MS Scan 1: 50.00-1000.00 ES+, Certraid, CY'=Tune

160000.0-] 4763

Il complesso € stato eluito utilizzandma miscela  semes]

compostada 50%acido formicol% e 50% MeOH e 1w

lo spettro di masseegistratoin modalita ioni positivi =~ 12, 723753

2 100000.0- 47_1_34?83
Il cromatogramma mostra un unico picco & min Emn_
relativo & complesso in esamPallo spettro ESMS |

(fig. 4.54) € possibile osservare il picco relativo al .

ione pseudo molecolare [M¥H con valore di m/z = o]

476.3 ed un picco a m/z = 358.3 relativo alla spe . . “ A L

25000 30000 35000 40000 45000 S00.00 SS000 60000  BS000
miz

[M-succinatd'.
Figura 4.54 Spettro di massa del complesxt:
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NMR

Gli spettri delcompless®8 sono stati registratin d6-DMSO a 300K

f Spettro'H NMR

*NH

[rel]

6.45770

5.16130

2.42430
2471250

2238870
237790
T3 38850

1.92520

T
5

T
4

Figura 4.55 Spettro'H del complessas

Lo spettro presenta tracce di DMF (2.73, 2.89 e @#b).

Tabella4.19 Assegnazione dei segnali dello spettfodel complessas

Chemical S | Assegnaziong Molteplicita Integrazione
1.93 2 s 3
2.38 5 m 2
241 4 m 2
5.16 NH S 1
6.46 NH3 m 6
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Léattri buzi one dHié stateecgniearatnalizzanddo spetsopbieimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopyjig. 4.56) In particolare,in alto a sinistra si pud vedere
| 6accopfassojheht segnal e a 5. 16 del lzacttibidawon i |

2 F1 [ppm]

.Jk‘ o
T

U
5 4 3 F2 [ppm]

Figura 4.56: Spettro'H COSYdel compless@8

1 Spettro**C NMR

1.0 [rel]

——179.57840

——175.52970
—— 174.02570
——31.45300
——30.06380
—— 25.07630

150 100 50 [ppm]

Figura 4.57: Spettro™°C del complessas

136



Tabella 420: Assegnazione dellgpsttro™*C del complessa8

Chemi cal S| Assegnazione
25.1 2
30.1 5
31.5 4
174.0 6
175.5 1
179.6 3

Léattri buzi one d*%¥deé stateagnfeanaimnalidzarddo spetsopbiglimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

I
F1 [ppm]

)
i
|
25

3.0 25 2.0 1.5 F2 [ppm]

Figura 4.58: Spettro'H-"*C HSQCdel complessas
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T Spettro™®PtNMR

30 [rel]
1

484.12520

25
|

15
|

10
1

‘ . . . : : . . : . : : : . . .
200 500 400 200 [ppm]

Figura 4.59: Spettro'®Pt del complessa8

Lo spettro*®PtNMR mosta un unico picco a 49@pm, compreso in unaonadi chemical shift
caratteristica decomplessi di PY con intorno chimico PtpCI,O.
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5. Studio dei complesgPPt(NH3),Cl,(acetamidato)(Y)]
e [Pt(NHy),Cly(acetato)(Y)]

Dei complessil9-28 e de rispettivi intermedill e 16 sono stat studiae alcune proprieta chimieo
fisiche (stabilita in soluzione acquosa, lipofilicita, potenziale e cinetica di riduzione) che potessero
essere correlate con la loro eventuale attivita bioldgica

5.1 Stabilitain soluzione acquosa

Il primo passo nello studio dei complessi di interegsencentrato sullsstabilitd in soluzione
acquosaEssarappresentanfatti un fattore molto importantper unfarmacoche debba poi essere
utilizzato inambito clinico. Infatti, il composto dewvaantenere la propria strutturavariatafinché

non raggiunge la cellula bersaglio, in modo da evitare la formazione di specie tossiche o inattive e

poter svolgere la propria attivita.

Lo studio di stabilita & stato condotto in us@uzione tampone a pA4 con contenuto di cloruri
simile a quello cellularpers i mul ar e | 6ambi ente intracedbddnul ar e
tampone fosfato (PBa pH 7.4 con concentrazionefdsfatopari a8.3 mM o untampone fosfato
salino (PBS) in cui sono preenti cloruri alla concentraziondi 139.7 mM La stabilita dei

complessi € statstudiatanel tempoe seguitanediante tecnicAiIMR ed HPLCMS.

STABILITAVIA NMR:

| complessi in esam&ono statisciolti alla concentrazione di 20 mM tampone fosfato (PB)00
mM in D,O. Il campione € stato mantenuto a temperatura ambiente al buio per 4 giorni e gli spettri
'H-NMR registrati ogni 0, 24, 62 e 100 ore.
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Di seguito sonaiportati come esempigli spettri di alcuni dei complessi in esame.

EJL 100 h
-

14 [*1e6]

48 h
-

- 24 h
.

[]

Oh

F——F
| -
Cr.

T
I

e
T

[ppm]

Figura 5.1: Spettri'H-NMR del compless20 nel tempo.

100 h

48 h

. 24 h
1

J Oh

S
DN
M
b

_

T T T T T T T T T T T T T T T T
4 3 2 1 [ppm]

Figura 5.2 Spettri ‘H-NMR dé complese 21 nel tempo.

Per tutti i complessi studiati si riscontra il comportamento mostrato nelle fig. 5.1 Bd&la
mancanza di variaziomiei segnalnegli spettri,si evince cheutti i complessi sono stabie | | 6 ar c ¢

de 4 giorni di analisi.
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STABILITAVIA HPLC-MS:

Per leanalisiHPLC-MS i complessi sono stati sciolti alla contezionel mM in tampone HEES
(acido 42-idrossietit1-piperazinitetansolfonic) 5 mM per evitare di introdurre fosfato nella

sorgente ESI.

Ogni campione e stato mantenuto a temperatura ambiente al buio per 4 giorni ed i cromatogrammi

registrati ogni 50 min. La figura seguem@stra alcuni esempi.

1,20 - 1,20 -
2,50 -
1,00 - 1,00 -
2,00 -
0,80 - 0,80 -
0,60 - 1,50 1 0,60 -
0,40 - 1,00 - 0,40 -
0,20 - 0,50 - 0,20 -
0,00 = J e~ 0,00 - ' : = 0,00 4~ :
32 37 42 47 5,5 65 7

Figura 5.3 Variazionedei cromatogrammi dei compleski (sx), 16 (centro) e67 (dx) lungo96h

Come illustrato in fig. 5.3 utti i complessi sono risultati stab{> 95% di farmaco inalteratajelle

rispettive condizioning 4 giorni di analisi, confermando i risultati ottenuti con la spettroscopia

NMR.

5.2 Lipofilicita

La lipofilicita € una caratteristica fondamentale dei farmacgenerale perché é correlata alla

capacita di attraversamento delle membrane biologiche

La lipofilicita viene comunementespressa attraversodbefficiente di partizione ottanciacqua,

Pow, Che rappresentd rapporto tra le concentrazioni di un composto all'interno delle due fasi

immiscibili di una miscela di due liquidill'equilibrio. La miscela utilizzata per effettuare queste

misure & formatadal Il-ottanolo (composto idrofobo) e dadicquid. Questo coefficiente viene

comunemente indicato su scdtgaritmicain base 10(log Poy) che descrive il logaritmo del

rapporto tra laoncentrazione del soluto nella fase idrofoba e quella nella fase acquosa.

ng -Pow — lﬂg ([SQIUt'G]Ottanala

[soluto], ...
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| valori assunti ddogPow risultanonegativi per sosinze ad alto carattere idrofilop®sitivi per

sostanze aarattere idrofobo.

In questo lavoro un indice approssimativo dépafilicita dei complessi é stata verificata mediante
l 6anal i si dei (td) @éehgpmplessiiattraverdoénzoodel | a cr omat o ¢
alte prestazionin fase inversgRP-HPLC). 1| processo di riparti ki one

colonna cromatogfia tra la fase stazionaria apolaréa fase mobil@olaree molto simile a quello

che awviene tra-ottanolo ed acquéPer questanot i vo c¢® una <correl azi ¢
fattore dkoé crd p)édts dovet e iktdmpd morto di colonna, l og k&d ed i
un composto. l og k6 o pi % semplicemente il t e

usato come indice della sua lipofilicita.

Pertanto, visto che anche per i complessi tiBtlipofilici t ©~ ~ i mportante e n

biologicd, & stata valutata la lipofilicita dei complessi in esame tramitélREC..

Procedura | complessi in esame vengodusciolt in unamiscela50:50 acqua:metanoln modo

da ottenere una soluzione comcentrazione di platino 1ImM_e soluzionisono iniettate in una
colonna C18 Rhenospher®lEXT) ed eluiti con una miscela0:50 (pH 3.0). lltempo morto di
colonna é stato determindcendo passare una soluzione 1mM di KCI. | tempi di ritenzione sono

riportati in tabella 5.1
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Tabella 5.1 Tempo di ritenzione dei complessi di'ft esame

Composto tr (Min) log (&RI_te)/to (min)
10 5,2 -0,35
12 4,1 -0,86
11 52 -0,35
16 4,1 -0,86
19 55 -0,28
24 54 -0,30
20 6,7 -0,06
25 6,8 -0,05
21 14,1 0,46
26 14,4 0,48
22 54,4 1,15
27 56,8 1,17
23 55 -0,28
28 55 -0,28
Come si puo vedere dalkabella5.1 il tempo di ritenzionecresceal | 6 aument ar e

alifatica del leganteConsiderandal rapporto tralog((tr-to)/to) ed il numero diatomi dicarbono

del |l a catena si p pseuddlireara tfa la duaghezza Heflaacateha eripafilicia
(fig. 5.4).
1,5
@ Acetati °
1 |
©® Acetamidati
>
,’\'_.5 0,5 - [
&
N—r O |
ion L
Py o
-0’5 ]
_1 T T T T 1
0 2 4 6 8
nAatomi di carbonio
Figura 5.4 Andamento della lipofilicita (lodtr-to)/te) r i spett o all aument ar e
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5.3 Potenziali

Unaltropar ametro che influenza | d6attivit” Hiaol ogi
PtY.

Il potenzialedi riduzione del complesso deessere compatibile con ridange di potenziali delle
biomolecole intracellulari (acido ascorbico, glutagpecc.)in modo da permettere la riduzione a

Pt' ed il conseguente rilascio del metabolita attivo

La misura del potenziale é stata effettuata mediasitammetria ciclica (CYed aonda quadrata
(SWV). Le misure voltammetriche sono state effettuateaduzionil mM di complesso in etanolo.

La fig. 5.5 mostra alcuni voltammogrammi e la tabella 5.2 riporta i potenziali ottenuti.
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Figura 5.5 Esempidi misure SWVsui complessl 1 (alto sx),16 (alto dx),20 (basso sx) @5 (bassodx)
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Tabella 52: Potenziali di riduzione dei complessi di‘*Rh esame

Composto Eid (V)
28 -0,709
16 0,702 >
27 -0,702 2
25 -0,688 g
26 -0,681 =
24 -0,660
11 0,618
21 0,547
22 -0,526 §
20 0,512 )
23 0,470
19 -0,456

Come si pud vedere in tabel&2 i complessi con legante acetatbl,(19-23) mostrano un
potenziale compreso tr@.62V e -0.45V mentre i complessi con legante acetamida) 24-28)

mostrano potenziali, piu negativi, compresi-0a71V e -0.66V. Questa differenza di potenziale e
attribuibile alla diversa natura dell 6atlomo d

gualeportaadunavariazioneddla densita elettronicdel centro metallico.

5.4 Riduzioni con acidaascabico

Al | 6i nt er Iaoprotamnhci aabase @i PPtvengono ridotti rilasciando il metabolita attivo.
La scelta dei leganti assiali pud influire sul tempo di riduziond aJRiesta reazione avviegeazie
agiagent i riducent. pluiaee sqeali: tacido asedrbic@ alotétione @t e C €

tocoferolo(fig 5.6).
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Figura 5.6: Strutture dei principali riducenti intracellulari

In questo lavoro, gr simularein vitro il processo di riduzione studiarne tempi e metaboliti
rilasciati € stato utilizzatol 6 ac i d o , (BRS[(%)}t,2-diidvossietil}3,4-diidrossifurane

2(5H)one, come agente riducente

La riduzioneé staa studiat sciogliendo il complesso ([Pt] = 0.5 mM) in tampone HEPE®/2in

presenza di acido ascorbi@omM. La soluzione € stata analizzatediante tecnic&lPLC-MS

nel | 6 d8 orepanalizzando la crescita e diminuzione dei picchi cromatografici relativi alla
specie in esameAnalizzandoi picchi relativi ai complessdi partenza e possibile studiare

| 6andament o della riduzione e 4 &empo nedessaio ae i
consumare meta della quantita iniziale di compledsotondizioni di eluizione sono state scelte in

base al complesso in esamemodo da evitare le sovrapposizioni di picchi cromatografici. Tuttavia

per il compless4non =~ stato possibile trovare una con
si discostasse da quello del complesso di Pt(R@r questo motivo non € stato spibile

determinare il tempo di riduzione.

Questo studio € statguindi applicato ai complessil, 12, 16, 19-22 e 25-27 e di seguito sono

riportati alcuniesempi riduzioni seguiteel tempamediante tecnica HPL-®1S.
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Figura 5.7: Riduzione dei comples&p, 11, 16 e 20 con Acido Ascorbic@AsA)
| complesidi PtY analizzativengonoridottid a | | 6 a ¢ i dcon foammaioner dipiill speciedi

Pt' (principalmentecisplatino e la suaforma solvataty Per i complessi contenenti il legante
acetamidato, oltre al cisplatino si forma in quantita minima (<5%) come sottoprodotto della
riduzioneunaspecie di Pt contenente due molecole di ammasiaun acetamidato edh cloruro.,

Siccome questa specie non si forma subito dopo la riduzione ma in tempi successivi, & possibile che
si formi dopo la solvatazione del cisplatino a cui segna sostituzione acqua/amidatiata

| 6 af fliPt vetso ileghrti amminici.

Come si puo vedere negli esempi in fig@d, i complessiin queste condizioni di lavoraon
vengono completamente ridotti a"Rd al | 6 ac i dmelle 48 areodi hnalisi Questi dati

mostrano come | 6aci doe questa alasgeidc aomposti, dna cnaambiestan t a

cellulare la presenza di altre specie riducentb velocizzare questo processo. Tuttavia, lo studio
effettuato con acido ascorbico permette di paragonare i vari complas&ro in modo da

determinarecomelt r ut t ura (|l egant.i assiali) i nfluisca
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Figura 5.8: Profilo di riduzione dei complessi acetati/acetamidati

Analizzando i profili di riduzione & possibile determinare sotgJjldei complessile 12,
rispettivamente 920 min e 185 min, mentre gli altri complessi hanno mostraiproaggiore delle
18 ore di analisi. Tuttavia si puo vedere cdesostituzione di un gruppo OH con un legante
carbossilato aumentitempo cella riduzionee come il gruppo acetamidato renda piu inerte |l

complesso, anche se in modo meno marcato, rispetto al legante acetato.

Per verificare i prodotti formegi nella riduzione con acido ascorbico sono state effetarabsi
NMR nel tempo utilizando i complessi omologhi marcatn *°N, 17 e 18, in presenza di acido

ascorbico

Procedura: | complessil7 e 18 sono statisciolti in ampone HEPES0 mM (concentrazione di
complesso = 20 mMgon acido ascorbicd0 mM in presenza di cloruri alloncentrazione di 150

mM in modo da evitare la formazione di specie idrolizzate, successive alla riduzione, in modo da
semplificare | o spettro e | 6interpretazione d
15h e di seguito vengono riportatcuni spettri.
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Come si puo vedere dagli spettri sopra riportati, entrambi i complessi si riducono in presenza di
acido ascorbicol(7 piu velocemente rispettols). La riduzione conferma la perdita dei due leganti
assiali e la formazione di @ktino. Se si opera in assenza di cloruri o in bassa concentrazione si
osserva anche | 6i dr ol delscomplessd8 la dormmzioheadi una muova |,
specie, i cui segnali sono compatibili con il complesso osservato tramite-MBL@Qna specie di

Pt' contenente due molecole di ammoniaca, un acetamidato ed dliiguf10).

H [ L5
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Ls 8
' o . i
Lg __g
i o
[ 1o e
Le e
i © -8 -8
[ G
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Figura 5.10: Variazione dei segnali del complesk®dopo 1h (sx) e 4h (dxpn [CI] = 5mM
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5.5 Attivita biologica

La ricerca di nuovi potenziali farmaci antitumorali ha come obiettivo finale la determinazione
del | 6effettiva effi ci etwmoaal, dtiravertsa dpecificictesimpotogici i S

condotti in vitro e, successivamente, in vivo.

Questi studi vengono effettuati su opportuni modelli cellulari (tumorali e non), al fine di individuare

la relativa attivita di azione. Un farmaco puo posseddiratat

Citostaticablocco della proliferazione cellulare;
Citotossica morte cellulare causata da un meccanismo che puo portare al blocco della
proliferazione;

1 antimetastaticaimpedisce la sopravvivenza in assenza di adesione, la capacita di degradare

la matrice, di migrare attraverso di essa ed il flusso sanguigno, e di colonizzare nuovi siti.

Per agente citotossico si intende un composto in grado di provocare la morte cellulare, mentre un
farmaco viene considerato citostatico se capace di fermaiprdaluzione cellularell danno al

DNA, e la successiva induzione di apoptosi, sono conseguenze del meccanismo citotossico primario
di molti agenti antitumorali quali gli agenti alchilanti, i composti di platino, gli inibitori della

topoisomerasi e gli ametaboliti.

Poiché la sintesi del DNA risulta direttamente coinvolta nel fenomeno di citotossicita, alcuni studi
mostrano come solo le cellule in fase S siano sensibili a questo tipo di agecbndizioni di
sperimentazione in vitro ed in vivo spessdluenzano la determinazione di citotossicita e

citostaticita.

a) | test di vitalita cellulare permettono di quantificare le cellule vive rimanenti dopo il trattamento
con il farmaco in esamé&sistono diversi tipi di test di vitalita cellulare:
U adesione asupporto e quantificazione della massa residua di proteine/acidi nucleici con il
saggio del DNA, del cristalvioletto e del blu di metilene;
dattivit?® met abol i ca e mi tocondri al e con
resazurina;

U capacita di riproduziaacon il saggio clonogenico e delta-timidina.
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b) Tramite i test di citotossicita, invece, e possibile quantificare le cellule morte determinando la
vitalita per differenza con il numero di cellule nel campione di controllo non trattato. Esistono
diversetipologie di test di citotossicita:

U integrita della membrana plasmatica, lisosomiale e mitocondriale con il saggio della lattato

deidrogenasi (LDH), del trypan blue e del neutral red;

O modalit”™ di apoptosi con il ellaeggpaso del ci't
Il n gquesto |l avoro si vol ull 06 1p-28a quglla dehcisgatino 6 a t t
(il farmaco piu usato nel campo antitumorak) quest o scopo si ~ studi a

un‘unica linea cellulare: A2780 (caroma ovarico), acquistata dalla ECACC (European Collection
of Cell Cultures, UK) le cui cellule sono stateoltivate in RPMI1640 (Rosewell Park Memorial
Institute 1640 Medium).

Al terrero sono stati aggiunti dglutammina (2 mM), penicillina 100 Wol, streptomicina (100

mg/l) e siero bovino fetale (FBS) 10%.

| trattamenti sono stati seguiti a 37°C in una incubatore umidificato con il 5% gip&072h

mediante un trattamento continuo (CT).

Il cisplatino e statosciolto in una soluzione di NaCl 0,9% (@Hcorretto con HCI, concentrazione
soluzione standard 1 mM Tutti i complessill, 16, 1928 sono statisciolti in etanolo
(concentrazionalella soluzione madre 5 mM) e conservati-@6°C. Le soluzioni concentrate
vengono diluite nel terreno fino alla camtrazione ghiesta. La concentrazione eianolo, usato

come cesolvente, non supera lo 0,2% finale, concentrazione non tossica per le cellule testate.

A

La determinazione dellvitalita cellulare in rispostd al 6 i m pfarneagi,alimenti,agenti chimei

o ambientali pud essere misurata attraverso il saggio della res&zurina

In caso didannallac el | ul a, | 6enzima intracellulare | at
terreno cellulare2 per questo motivaalvitalita cellularerisulta inversanente proporzionale alla
guantita di LDH rilasciatoLa quantita di LDH vieneleterminatayraziea | | 6 ut i | i zzo del
che attraversaina reazione enzimatica accoppiata ad opera di una diatoeasi trasformata in
resorufina (molecola fluorescentg (Fig. 5.10. In contemporanea al rilascio di LDH avra

| 6ossi dazi on e adcoppidtadcbrHeaduzione 8ePpduvato a lattato.
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Figura 5.10: Schema di reazione della resazurina in presenza di riducenti

Per par agonar e farinatia viene esprésso um valore@ disgGhalf inhibiting
concentration) definito come concentraziordi farmaco in grado di ridurre del 50% la vitalita
cel | ul gwiene ricavétd rGettendo in relazione la risposta farmacologica conaititiog
dela concentrazione del farmaaattenendocosiuna curva con andamento sigmoidarf@ dose

risposta graduaje

Per determinare | 6 adceliuleinuna piastvaeda §6opozaettisAdanfiienda t e
ogni trattamenty e n g o n o a g glidiwesdzurinalné tereega/larsoluzione mantenupeer
1h a 37°C La quantita di prodotto ridotto, la resofurina, viene misunaga fluorescenza

(eccitazione a 535 nm ed emissione a 595 nm) con un lettore di piastre Tecan Infinite@F200Pr

Inhibitor concentration (2g/ml)

000 500 250 126 62 31 15 76 876 4

Figura 5.11: Piastra da 96 pozzetti

La fluorescenza misurata negli otto pozzetti contenenti il terreno senza cellule viene usata come
biancomentre idati ottenutidale cellule non trattate (controll@engono normalizzati al 100% di
vitalita cellulare.
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In ogni espemento, le cellule vengono trattate con concentrazioescentidi farmaco e i dati

finali di tossicita vengono calcolati su almeno tre repliche indipendenti dello stesso esperimento

effettuate in triplicato

Di seguito sono ehcati i valori di IGo dei complessi in esame.

Tabella 5.3:valori di ICso dei complessi in esame

1Gso (M)
cisplatino 0,5+0,1
11 0,16x0,05 16 2319
19 12+5 24 33+4
20 2,8+0,3 25 12+2
21 0,21+0,05 26 0,20+ 0,02
22 0,11+0,05 27 0,043+ 0,002
23 5,9+0,7 28 20+2

\
\0’
'\SQ

¢

.\‘\0

DA N L. IR\ S B T AR\

Complessi

Figura 5.12:1Cso dei complessi in esame

Come si puo vedere dai valori dislC
I far maco)

efficaci e

 6atti vit?’

battivit?’ citotossica aume

con | 6aume mtogn 2 carbomil | a

a u B @er tottener iun attivita rhiglidret delrcisplatino e necessaria la
presenza di acidi carbossilici con catena superidratami di carbonio.
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Un wvalore molto interessantlé Questodvaldreoinfati aisultad at t

essereénaspettatamentpiu basso del complesso cisplatino ed ha suscitato largo inteBesse.
attualmente in corso ulteriori studi per tentare di spiegare il comportamento anomalo di questo

composto rispetto a complessaloghi.
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6. Vettai per DTD: il legame covalente

Come visto per candidati préarmaci23 e 28, € possibile sintetizzare complessi contenenti leganti
assiali bifunzionali in grado di reagirattraversoi | gruppo funzionale d
complementari presenti su macromolecole o nanostruttaegliante la formazione di lega
covalenti complessmolecola. Tali complessi possono quiredseresfruttati per strategie di DTD

(Drug Targeting and Delery).

I n questa parte del l avoro di t esi S i i ncet
funzional i t?’ Al i ber ed espesificilglugpi funziosali eresenti wedla r e a
maggior parte di macromolecole o nanostmgittA questo scoposono statiimpiegati delle

molecole modellaccontenenti i gruppi funzionatomplementarin modo da simulare il possibile

legame complesseettore(Tab. 6.1)

Tabella 6.1:Combinazioni gruppo del complessmwdello

Gruppo funzionale Gruppo funzionale .
Prodotto finale
delcomplesso complementare
O O
R— R'—NH, rR—{
OH HN—R'
O O
R—NH, R'—< R'—<
OH HN—R
Rl
R—= R'_N\\ o
—— =N R'—N\
N
Rl
R R ___ R
b RSH o L
R R R’
Rl
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A guestoscopg a partire dal complesdd sono stati sintetizzatper sostituzione del legante OH,

comgessimostrati in fig. 6.1 cheontengonauattro differenti funzionalita libere quali:
1 acidocarbossilico: ottenuto utilizzandmnidridesuccini@a (complese 23, par.4.1)
1 ammina ottenutgper sostituzione con-alanina

1 maleimide ottenuto coordinandacido2-(2,5-diossa2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetic.

=

Alchino terminale utilizzandol a@ido 4pentinoicocome legante assiale

Queste funzionalita sono state successivamente sfruttate in reazamipling con le molecole

modello complementari (fig. 6.2).

O
O
)I\O H)I\JI\O _ClI
30 M- H3N Lo 31
\/H\3l[\l]/ /\/\SH/O ¢
o) \ )]\ /
| Cl
t 11
HaN (|)HC| o

. CI/ O NS 29
Pt

O
H3N / HsN" 1 Cl
O o)
HOM( N\/\n/
O

O o)

23

Figura 6.1: Sintesi dei complessi asimmetrici con leganti assiali bifunzionali
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Figura 6.2: Possibili reazioni di accoppiamento complessodello
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6.1 Sintesi dei complessi con leganti bifunzionali

| complessiin fig. 6.1 sono stati sintetizzati partendo dal complesso asimmetticoper
sostituzione del legante OH con il legadteanteresseCome visto per le sintesi dei complet8i

28, nella reazione di sostituzione vengono utilizzate le rispettive anidridi o acidi carbossilici attivati.

1 le reazioni di sostituzione del gruppo Obh@cido2-(2,5-diosse2,5diidro-1H-pirrol-1-
ilacetimeacido4pent i noi co vengono effettuate medi
e ultrasuonigar.3.2)

1 lareazioneconla-al ani na viene effettuata attivando
tetrametitO-(1H-benzotriazoll-il)uronio esafluorofosfato). Per evitare la reazione di

polimerizzazione tralueo piumolecole di -alanina € necessario utilizzare la forma protetta

i -alaninaFmoc (Fmoc =luorenilmetilossicarbonile).

[Pt(acetato)Ch(acido 2-(2,5-diossa2,5-diidro-1H-pirrol -1-il)acetico)(NHs),] (29)

Per la sintesi del complessdPt(acetato)Cl(acido 2-(2,5diosse2,5-diidro-1H-pirrol-1-
il)acetio)(NHs)2] (29), € necessario preparare il legante carbossijsaotendo da glicina de
anidride naleicd”. In quattrostepsdi reazione & possibile ottenere il complesso desidéfigto

6.3).
@]
o) yZ NH,
N

OH @)

O

HO
TV

o o )k
)J\ \ (l) C
HaN |
11 0o > - 29

HN | ] HN" | cl o
0
HN" | >l \n/\N
OH ! /
o

Figura 6.3 Schemali sintesi del comples<8
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SINTESI DELL GACIDO 4-((CARBOSSIMETIL)AMINO )-4-0SSOBUT-2-ENOICO (GMA)

Procedura: 0.83 g di glicina (1.11 mmol) vengono sospesi in una soluzione di anidride maleica
(1.08 g, 11.1 mmol) acido acetico glaciale (14 ml) edaspensione viene lasciatsagitazione per
5 ore a temperatura ambiente. Successivamentsolido (prodotto) viene separato per

centrifugazione, lavato con acqua fre@daetanolo ed essiccato sotto flusso di azoto.

Resa:1.7g (90%)

SINTESI DELL GACIDO 2-(2,5-DI0SSG-2,5-DIl DRO-1H-PIRROL-1-IL)ACETICO

(GMI)

Procedura: 0.50 g di GMA (2.9 mmol) vengonaospesi in 75 mL di toluene 1.4 mL di

trietilammina e la reazione mantenuten agitazionea 80°C fino a completa dissoluziondei
reagenti(circa 2 ore) Ad avvenuta reazioné, 6 ol i o pr esent e s udoluziomendo
portata a secco mediaavaporatore rotantd residuo incolore viene ripreso con acqt L) e

la soluzione port a pH 2 con HCI concentratdl prodotto viene estratto con due aliquote4dn

ml di etilacetatoe la fase organica anidrificata con solfato di sodliosolvente viene rimosso

medianteevaporatore rotanted il prodottovieneasciugato in correntd 6 a z ot o0 .

Resa:0.31g (70%)

ATTIVAZIONE DELLOACIDO 2-(2,5-DI0OSSG-2,5-DIl DRO-1H-PIRROL-1-1L)ACETICO

Procedura: 6 equivalenti di DCC (185 mg) e 1 equivalente didac(114.1mg di acido 2-(2,5
diosse2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetio, 0.74 mmaol vengono disciolti in 1 ml di DMF e la
soluzione mantenuta per 15 min in bagno ad ultrasuoni a temperatura ambiente. Il precipitato

(DCU) viene rimosso e la soluzione usatagiadle per Istepsuccessivo.

SINTESI DEL COMPLESSAPt(ACETATO)CI,(GMND(NH 3),] (29)

Procedura:Alla soluzione di acido attivateengono aggiunti 56.0 mg diL (0.15 mmol)sospesi in
1 ml di DMF e la miscela fatta agire per24 ore a temperatura ambientd.térming il precipitato
viene scartato ed il solvente rimosso mediavigporatore rotantd prodotto viene disciolto in 200
pl di metanolo e precipitato mediante aggiunta28i nl di etere dietilicoll solido cristallino viene

lavato coretere dietilico

Resa:43mg (56%)
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Il complesso e stato caratterizzato mediante teemNd/R, ESFMS e RRHPLC.
ESI-MS e RRHPLC

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscela compostda 70%acido formicol% e 30% di

metan0|oe IO Spettro dl masstIStratOIn Combined - W3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centroid, Cv=Tune
s s . S 514.3
modalita ioni positivi 2000007
) ) 7000 0.0 513.3
Il cromatogramma mostra un unico picco
60000.0] 512.3
5.6 min relativo a complesso in esam 536.3
5000 0.0 454.3
come confermato dllo spettro di masse
. . . oL £ 40000.0
corrispondentgfig. 6.4), dove €& possibile 1692
30000.0
riscontrare il picco delloione pseudo
. . 200000 3232
molecolare [M+H]" con valore di m/z =
. . .. . 0000.0
514.3. Sono inoltre presenti altri picchi

m/z = 359.2 454.3 e 536.3 rispettivamer e 300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00

miz

degli ioni [M-GMI]*, [M-acetato] e Figura 6.4: Spettro di massa del comple2®
[M+Na']".
NMR

Gli spettri del compless®9 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

o)
)II\
) 0
H3N\F|>t _Cl
HNT | e,
0
3
\[(\N
o}
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T Spettro'H NMR

[“1e6]

7.09590
6.49770

4.16780

1.80880

Figura 6.5 Spettro'H del complessa9

Lo spettro presenta tracce di etanolo (1.06, 3.34 epgpbBpHe DMF (2.73 e 2.89pm).

Tabella6.1: Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessag

Chemi cal S| Assegnazioneg Molteplicita Integrazione
1.90 2 s 3
4.17 4 s 2
7.09 6 S 2
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f Spettro**C NMR

[*1e3]

— 178.35980

—170.42980
134.83930
2253810

400 600 800 1000
| 1 1 |

200
1

0

. . . . : : : . . . . . . .
150 100 50 [ppm]

Figura 6.6. Spettro™C del compless@9

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (15.12 e 62009 e DMF (30.73, 35.73 e 162.29
ppm).

Tabella6.2 Assegnazione dellsttro**C del compless@9

Chemical S| Assegnazione
22.5 2
39.5* 4
134.8 6
170.4 5
178.4 1-3
* il segnalea 39.5ppm  attri bui bil e gr azi eadasditd ibsagnadeldel s i F

solvente

Léattri buzi one d%deé state gnfeanatznalidzarddo spetsopbiglimeénsiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion
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1 Spettro'*PtNMR

7 [ 5 4 2 F2 [ppm]

Figura 6.7: Spettro'H-*C HSQCdel compless@9

40 F1 [ppm]

100 80 60

120

[*1e6]

122857350

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800

Figura 6.8 Spettro'®Pt del complessa9
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Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco 2230 ppm, compreso in unaonadi chemical shift

compatibile corcomplessi di P con intorno chimico PtpCl,0s.

[Pt(acetato)p-Ala)Cl(NHs),] (30)

La reazione di formazione del complesso asimme8toprevede la sostituzione del legante OH del
complesso iniziald1 con il legante -alanina. Tuttavia € necessario proteggere il gruppo amminico
(non impiegato nella coordinazione al centro metallico) @e@tare la possibile reazione di
formazione diammidi tra le molecole di-alanina A questo scopo € stato utilizzatogruppo
protettoreFMOC (fluoreriimetil ossicarbonle) come gruppo protettoréa cui deprotezioneavviene

in condizionicompatibili con il complesso di platingilizzato.

Il primo stepdi sintesiprevede la sostituzione del legante OH corgjante potetto FMOC (fig.
6.9); in questo passaggio si usaABTU (N, N, NéijaniN{D-(1H-benzotriazoll-il)uronio
esafluordodato) come agente accoppiantesso € spessot i | i zzat o per | 6att
carbossilici nelle reazioni di esterificazigne DIPEA (N,N-Diisopropiletilammina)come base

utilizzata per la deprotonazione.

0
O H )I\
)I\O & OgN‘/\gOH Q H3N\§)t/CI

H3N\Plt/C| > . H HsN7 | ~Cl
HaN~ (I) H\CI HBTU, DIPEA O\H/N\/\n/o
DMF 5 5

Figura 6.9: Primo step di sintesi del comples3®

Il prodotto di questa reazione sara poi deprotetto in un secondo step di reagicche ant e | 6 u't
di piperidina (fig 6.10).

O O
3 ~pt” piperidina 3 ~pt”
H HsN” | ~Cl > HsN" | ~CI
O OTNWO HZN\/\[(O
O O O

Figura 6.10: Secondastep di sintesi del comples360
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SINTESI DI [Pt(ACETATO)(! -ALANINA-EMOC)Cl>(NH3),]

Procedura: 100 mg dill (0.265 mmol) 55,2 mg di Fmoé-alanina 0.178 mmol, 0.67 eqv)116

pl di DIPEA (0.265 mmol, 1 eqw 100 mg di HBTU @265 mmol, 1 eqv)vengono sospesn 1,5

ml di DMF e la miscela viene lasciataraagireper 18 orea temperatura ambiental buia Al

termine della reazione, il complesso non reafjiteccesso) viene rimosso per centrifugaziong ed
solvente rimosso medianéyaporatore rotantettenendacosiun olio di colore arancine . Al | 6 o |
viene aggiurd acquae la miscela risultante vienagitata per 10 migquindila soluzionesurnatante
vienescartat a. L6éol i o rOebsni di wlioloromatasonesl il drodsttvienz | t o
precipitato mediante aggiunta di 25 mledere dietilico Il prodotto viendavato con etereseccato

sotto flusso di azoto glavato conacido formicol% el acqua.ll prodotto viene asciugato sotto

atmosfera di azoto.

Resa:67 mg (56%)

DEPROTEZIONE DI CIS-[Pt(ACETATO)(! -ALANINA)CI,(NH3),FMOC]

Procedura: 50 mg del complessprotetto (0.075 mmol) €00 pl di piperidna (1.00 mmo)
vengono disciolti in1,4 m di DMF e la soluzione viene fatta reagire per un ortemperatura
ambiente sotto agitazion&erminata la reazione, il solvente viene rimosso mediante evaporatore
rotante, il prodotto sciolto in0.5 ml di acetone e precipitato con 5 ml di etere dietiliceolido

ottenuto viene lavatoon etere dietilicpcloroformioe seccatsotto azoto.

Resa:20 mg (60%)

CARATTERIZZAZIONE:

Il complesso é statoaratterizzato mediante tecnidi®IR, ESFMS e RRHPLC.

ESl'MS e RP—H PLC Combined - W3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centrod, CV=Tune

4483

100000.04

Il complesso € stato eluito utilizzandoa miscela s

compostada 70%acido formicol% e 30% di | w63t

T0000.04
MeOH e lo spetb di massa registraio modalita

50000.04 1503

50000.04

Irtensity

ioni positivi.
40000.04

30000.04

Il cromatogramma mostra un unico picco3&

20000.04

min relativo a complesso Iin esame, COr 0]

0.0-
300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550,00
m'z

169 Figura 6.11 Spettro di massa del complesXb



confermato dallo spettro di masesarrispondentdfig. 6.11). Lo spettro di massa ESI mostia
picco principale relativo alla specie pseudolecolare [MH']" a m/z 448.3ltre ai picchi meno
intensi am/z 359.2e 4313 relativi alle specigM -b-alanina] e[M-NH;]"

NMR

Gli spettri del compless80 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

o)
)J\
) o)
H3N\F|)t _Cl
HNT | e,
o) NH,
3
W
o)

f Spettro'H NMR

[rel]

20

6.56380
182130

15

10

T T T T T T T T T T T T T T T T
-] 5 4 3 [ppm]

Figura 6.12: Spettro'H del compless80

Tabella6.3 Assegnazione dei segnali dello spettiodel compless80

Chemical S| Assegnazioneg Molteplicita Integrazione
1.92 2 S 3
291 4 M 2
2.97 5 M 2
6.56 NH3 M 6
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Spettro*C NMR

=

06 [rel]

— M 181.87200
22.48030

— M 177.18700

——43.83700
— M 36.20720

03 04 05
| |

02

01

-00

| ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | ! |
180 160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Figura 6.13: Spettro**C del compless80

Tabella6.4 Assegnazione dellpsttro**C del compless80

Chemi cal S| Assegnazione
22.5 2
36.2 5
43.8 4
177.2 1
181.9 3

Léattri buzi one d*%¥adeé stateanfeanaia andliezarid@petsopigimensiomale
'H-3C HSQC HeteronucleaBingle Quantum Correlatijn
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Figura 6.14: Spettro*H-"*C HSQCdel compless80

1 Spettro'*PtNMR

[rel]

121556430

10
|

1800 I " eo I "o ‘ " oamo ‘ I " mo I I[ppm]
Figura 6.15: Spettro**Pt del compless80

Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco 2216 ppm, compreso irunazonadi chemical shift

caratteristicalei complessi di Pt con intorno chimico PtpCl,O..
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[Pt(acetato)Cl,(NH3),(4-pentinoico)] (31)

SINTESI DEL COMPLESSAPt(ACETATO)CI, (NH3),(4-PENTINOATO)] (31)

Procedura: 6 equivalenti di DCC (188 mg, 0.90 mma) e 5 equivaleni di acido 4-pentinoico
(72.1 mg 0.74 mmo) vengono disciolti in 1 ml di DMF e la soluzione mantenuta per 15 min in
bagno ad ultrasuoni a temperatura ambiente. Il precipiiatte rimosso e la soluzione usata tal

guale per lestepsuccessivo.

Alla soluzione di acido attivatgengono aggiunti 56.0 mg dil (0.15 mmol)sospesi in 1 indi

DMF e la miscela fatta reagire per 24 ore a temperatura ambidrrnfne il precipitato viene
scartatomediante centrifugazioned il solvente rimosso mediante evaporatore rotante. Il prodotto
viene pecipitato mediante aggiunta di i di etere dietilicaed il solido cristallino lavato coatere
dietilico (3x5 ml).

Resa:40 mg (G8%)

CARATTERIZZAZIONE:

Il complesso é stato caratterizzato mediante teemidR, ESFMS e RRHPLC.

ESI-MS e RRHPLC

Combined - W3100 1: MS Scan 1: 50.00-1000.00 ES+, Centroid, CV=Tune

Il complesso é stato eluito utilizzandaa miscela 4793

compostada 50% acido formico1l% e 50% di @™
MeOH e lospettrodi massa registratm modalita =

ioni positivi. 0w000] 313

Intensity

30000.0

Il cromatogramma mostra un unico picco6@
min relativo a complesso in esame, cor *%°

confermato dallo spettrBSFMs (fig. 6.16), dove  rmoo;

L] et oy
t T
350.00 400.00 450.00 500.00 550.00
m'z

e possibileosservare il picco relativo allo ion: 00l

molecolare [M+H]" con valore di m/z =%7.3 e

patternisotopico tipico dei complessi contenenti PtFigura 6.16 Spettro di massa del complestb
NMR

Gli spettri del compless8l sono stati registratin ds-DMSO a 300K
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N (|) Cl
3
H3N>I:it<Cl .
o, 5 6\7
o)

1 Spettro'H NMR

[ref]

6.50360
—2.75380
244980
=— 243530
1.90640

T\2.42370
—2.30880

N u

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1 5 4 3 2 [ppm]

Figura 6.17: Spettro'H del complessa1
Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (1.09 e 388 e metanolo (3.16 ppm)

Tabella6.5 Assegnazione dei segnali dello spettiodel complessa1

Chemical S I Assegnazione| Molteplicita | Integrazione
1.91 2 S 3
2.31 5 m 2
2.44 4 m 2
2.76 7 S 1

174



f Spettro**C NMR

06 [rel]

—— M 178.67800
—— M 178.00870

0.2 0.3 04 05
|

0.1

-0.0

71.21740

M 34.43670

—22.78170

— 1443580

150

T
100

Figura 6.18: Spettra**C del compless81

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (15.12 e G#Hho$.

Tabella6.6. Assegnazione dell@sttro**C del compless81

Chemical S| Assegnazione
14.4 5
22.8 2
34.4 4
71.2 7
178.0 1
179.7 3

Léattri buzi one d¥%deé state gnfeaniata andliezardspetsopbigimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion
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Figura 6.19: Spettro*H-"*C HSQCdel compless81
T Spettro'*PtNMR
T
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Figura 6.20: Spettro**Pt del compless8d1

Lo spettro*®®PtNMR mostra un unico picco 5223 ppm, zonadi chemical shiftompatibile con

complessi di P con intorno chimico PtpCl,0..
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6.2 Reazioni di accoppiamento con modelli

Dei quattro complessi con leganti bifunzion@B( 29, 30 e 31) e stata studiatia formazione dun

legame(coupling con molecolanodello di vettori per DTD.
In particolare sono stati impiegati come modelli

1. Butilammina per il complessa3
2. Furano per il compless?9
3. Acido butanoicaoper il compless@0

4. 11-Azido-3,6,9triossaundecasi-anmmina per il complessdl
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6.2.1Accoppiamento acido carbossilieammina modello

La reaziondli couplingprevede la formazione di un legame ammidico per reazioriegrappo
carbossilico libero del comples@8el 6 a m maodella(butilammina)(fig 6.21).
)(?\ )J\
o DCC, NHS o
) HsN_ | _Cl
H3N*F|>t’cl + /\/\NH2 > 3NN

9 HaN" 1 Cl o H N’Plt\C|
3
o) DMF 3
H

O

(0]
23 32
Figura 6.21. Reazione del comples&8 con gruppi amminici
Per effettuarda reazionedi accoppiamento necessari o attivare- | 6ac
idrossisuccinimmideffig. 6.22).
O
0 )]\
A 0
HsN_ 1 _ClI
HaN . | _Cl \ 0 o) >Pt]
3N i *Cl H3N é Cl
M‘/ N
o

6]

Figura 6.22: Reazionali attivazionedel gruppo carbossilico

ATTIVAZIONE DEL GRUPPO CARBOSSILICO

Procedura:64 mg (0.170 mmol) del comples&8 e 42 mg (0.204 mmol) di DCC vengono sospesi
in 3 ml di DMF e la sospensionaenelasciatain agitazionea 0°C per un ora. Alla sospensione
vengono poi aggiun23.5 mg (0.204 mmol) di NH8 la reazione lasciatger un ulteriore ora a 0°C
prima di essere portata a temperatura ambiente per ulteriori ’Beoneinata la reazione, pone |l
pallone nelcongelatorger 15 minutiper favorirela precipitazione della DCU. Successivamente si
rimuove il precipitato centrifugando la misceld.volume della miscelaviene ridotto mediante
evaporatore rotante ed prodottq ridisciolto conqualche goccia di etanolwjene precipitato

aggiungendo etere dietilictl solido cosi ottenuto viedavato con etere dietilico.

Resa:50 mg (62%)
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REAZIONE DI FORMAZION E DELLGAMIDATO

Procedura:50 mg (0.087 mmol, 1 eqv) dio mp | e s s overfgenofdttiireagiré am 18.00Iu

(0.174 mmol, 2 eqv) di butilammina in 2 ml di DMfer 18 ore a temperatura ambiente al blliio

precipitato formatosi (DCU) vienemosso per centrifugazione ed il solvente rimosso mediante

evaporatore rotante. Il residuo vieneaiblto in 2 ml di metanolo ed il prodotto precipitato con 25

ml di etere dietilico edvato 4 volte con una soluzioneetanolo:etere 1:4.

Resa:30 mg (66%)

Il complesso e stato caratterizzato mediante teemd/R, ESFMS e RRHPLC.

HPLC-MS

Il complesso e stato eluito utilizzando una misc:
composta da 50%cido formicol1% e 50% di
MeOH e lospettrodi massa registrato in modalit

ioni positivi.

Il cromatogramma mostra un unico picc.amin
relativo a complesso in esame, come conferm
dallo spettro di massaorrispondentgfig. 6.23).
Lo spettro di massa mostra segnali a m/z 53
corrisponde a [M+H, m/z 359.2 [M(suce
ammina)[, m/z 554.4 [M+N&" e m/z 472.3 [M

acetato].

NMR

Intensity

280000.0

Combined - W3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Cenfrod, CV=Tune

260000.04

240000.04

220000.04

200000.04

180000.0

180000.04

140000.0

120000.0

100000.04

80000.04

600000

40000.04

20000.04

n.0L

3592

VRN [P
T

5324

5314
5304

472.3

344

544

-
350.00

400.00

T
450.00 500.00
miz

550.00 600.00

Figura 6.23 Spettro di massa del complesd

Gli spettri del compless82 sono stati registratin ds-DMSO a 300K
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Spettro'H NMR

=

[rel]

1
7.76110
6.50210
2.44240

= 241240
227120
2.25640
2.24210

_—3.02130
~—3.00920
—1.80520
37620
36230
34840
29860
28430
27000
25530
24080
87580
86170
84760

=
N

1.0

—— —— —— —— —— —— —
7 6 5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 6.24: Spettro'H del compless82

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (1.09 e 388 e metanolo (3.16 ppm)

Tabella6.7: Assegnazione dei segnali dello spetticdel compless82

Chemi cal S| Assegnazioneg Molteplicita | J (Hz) Integrazione
0.86 10 t 7 3
1.27 9 m 2
1.36 8 m 2
1.91 2 S 3
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2.26 5 m 2
2.43 4 m 2
3.01 7 d 6 2
6.50 NH3 m 6
7.76 NH S 1

Léattri buzi one dHié stateecgniearatha andlirzhridospettsopbieimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy).

U WA

T
o 8 | 5
e o |k
ﬁ ™
L
E B ‘ -
— -
— =
— &
D B ]
| T T T | T T T | T T T | T T
g8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 6.25; Spettro'H-"*C HSQCdel compless82

1 Spettro**C NMR
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[rel]

31.43620
31.17210

—— 180.05670
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e
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Figura 6.26: Spettro™°C del compless82

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (15.12 e G5haP.

Tabella 68: Assegnazione dell@sttro**C del compless82

Chemi cal ShAssegnazione
13.7 10
19.6
22.8
31.2
314
315
38.2
171.1
178.2
180.1

WL OIN O N ©

Léattri buzi one d*%deé stateanmfeanaia andliezarid@petsopbigimensiomale

'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

182



[rel]

20

10

F1 [ppm]

25 20

30

35

40

-—Y—rr—r 77—
3.0 25 20 15 F2 [ppm]

Figura 6.27: Spettro'H-"*C HSQCdel compless82

T Spettro'*PtNMR

1220.86360
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Figura 6.28: Spettro'®Pt del complessa2

183

[ppm]




Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco 2221 ppm,compreso in unaonadi chemical shift

caratteristica dei complessi di'Pton intorno chimico PtpCIl,O..
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6.2.2Accoppiamento maleimidéurano

La seconda tipologia di accoppiamerdomplessemacranolecola si basa sulleeazione tra il
legante assialeontenentamaleimide del compless®9 ed una molecola modello. La maleimide

possiede un doppio legame in grado di dare:

1 Addizione di un tiolo, in presenza di una molecola contenente ruppg SH poco

ingombrato (fig. 6.29)

(0] 0]
RS
RSH + ‘ NH —— NH
(0] 0

Figura 6.29: Reazione daddizionetra maleimide e tiolo

1 Cicloaddizione [4+2]in presenza di una molecola ghessiededue doppi legami coniugati

stericamente poco ingombrateazione di DielsAlder (fig. 6.30)

R
R
(0] R R 0]
—
NH + e NH
\
R
0 R R R O

Figura 6.30 Reazione di Dielg\lder tra maleimide e furano

A questo scopo € stato utilizzato il furano come molecola modello per effettuare la reazione di
cicloaddiziong[4+2] (fig. 6.31) La reazione e stata seguita via NMR per verificare la formazione

del legame senza isolare il complesso finale.

(0] (0]
)J\ © )k
H3N\P|t/C| @ H3N\F|’t/CI
—_—

HaNT | Cl O HaNT | Cl o

O @]

T D
(0] / O
(0] (0]
29 33

Figura 6.31: Reazione di cicloaddizione del complesso 29 in presenza di furano
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Procedura: Il complesso29 e stato sciolto in BD (concentraziondinale 20 mM) in presenza di

furano alla concentrazione 40 mM. La reazione € stata seguita per 18 ore mantenendo la

temperatura a 300K (fig 82).
‘ A Lls h J(k_

) 15h

[rel]

(

Sy U i
R I o ol
C
?

L
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Figura 6.32 Reazione Dielg\lder lungo 18h

furano

Figura 6.33: Struttura dei reagenti e del prodotto di reazione
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Tabella 6.9:Assegnazione dei segn4i-NMR

Chemical S| Assegnazione Chemi cal S| Assegnhazione
2.12 2(29)‘ 2(33) 6.51 2fu rano
3.83 6.64
6(33) 8(33)
3.99 6.67
4.24 4(33) 6.96 629)
4.45 4(29) 7.60 Liurano
5.39
7(33)
5.48

Come si pud vedere dalla variazione dei seghdiNMR (fig.6.32), nelle 18 ore di analisi il

complesso iniziale reagisce quasi completamente doraiho mediante cicloaddizione [4+2].

Gli spettri della reazione dopo 18h (fig38) mostrano lo sdoppiamento dei segriaklla zone tra
3.8 e 6.7 ppmjelativi al prodottoa causa della formamie di due isomeri (exo e endo) essendo la

reazione non aemtioselettiva in queste condiziBHi (fig. 6.35).

[rel]

06
3.83820
2.14320

759510
—Z 383150

_.—6.67270
——6.64060
—— 6.53690

5.48240
—4.24160
——3.95030
——3.38680

3.23410
—3.05080
——2.89460

—_ 322590

05
|

0.3

0.2

{‘

0.0

. . . . . T . T T T T T . T . . . T . T :
7 6 5 4 3 [ppm]

Figura 6.34: Spettro'H-NMR dopo 18h
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Figura 6.35: Isomeri prodotti dalla cicloaddizione tra maleimide e furano

La reazione ha mostrato come entro le 18 ore di analisi il comptessaessere legato a vettori

contenenti molecole di furano (o sui derivati), mediante la reazione diAlgs, con ottime rese.
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6.2.3ACc Cc 0 p p i aalmmnma-bcao darbossilico

La terza tipologia di accoppiamengtudiatoprevede la reazionea gruppi @rbossilici presenti sul

vettoree gruppi amminici presenti sul complessioPt” d idteresse.

A questo scopo e stato utilizzato un acido carbossilico alifatico a catena corta (aci@dmoicoo
butirico) come molecola modello da far reagire con il gruppo amminico del compl@sso

0]

0]
0 P
)J\o DCC, NHS ?
HsN_ T _Cl /\)]\ ’ HsN_ 1 _Cl
HN’F:t‘CI " OH Pt
HzN\/\3[]/o DMF /\)]\ HaN" |
@)
30
Figura 6.36: schema di reazione del compl e

Procedura:38 mg di DCC 0,18 mmol, 4 eqv) vengono fatti reagire in 1 ml di DMF cag gl

(0.00 mmo | , 2 eqv) di aci do but an.dAllaceazionenvengoaocy n o
quindi aggiunti 21 mg (0,180 mmol, 4 eqv) di NHS e la missgd@memantenutapen n 6 al ar a o
0°C; la temperatura viene quindi fatta tornare a temperatura atel@da reazione viene condotta

in queste condizioni per altre 16h precipitato(DCU) viene rimossanediante centrifugazione ed

alla soluzionevengonoaggiunti20 mg di30 (0.045 mmol, 1 eqv). La miscetdi reazioneviene

agitataa temperatura ambienfger 24 ore Al termine della reaziond isolvente viene rimosso

medianteevaporatore rotanted il prodottovieneprecipitato e lavato con etedeetilico.

Resa:11 mg (45%)

Il complesso é stato caratterizzato mediante teemidR, ESFMS e RRHPLC.
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HPLC-MS

Il complesso e stato eluito utilizzandoa miscela compostia 70%acido formicol% e30% di

MeOH e lospettrodi massa registraio modalita ioni positivi

Il cromatogramma mostra un unico picco Combined - W3100 1: M5 Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centroid, CV=Tune
. . . 13000.04 445.3
3.8 minrelativo a complesso in esame, cor ' 1262
. 16000.0 ’

confermato  dallo spettro di  mass

14000.04 3373
corrispondente(fig. 6.37) dove € possibile s
riscontrare i piccham/z 519.3 359.2, 448.3 £ ,,,,] 40, 73450 3

. . . . 2 519.3

e 299.2 rispettivamentecorrispondati a = g, 3592
[M+H']*, [M-(b-alaninaacidg]®, [M-acido]  ews]
e [M-acetate(b-alaninaacidd] . 00004

2000 .04

0.0-
300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00 600.00

m'z

Figura 6.37 Spettro di massa del complessb

NMR

Gli spettri del compless®4 sono stati registratin ds-DMSO a 300K

0
)J\
X 0
H3N\I:!t _Cl
HNT | e H ) .
0 N
3 6
W W
o) o)
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T Spettro'H NMR

[rel]

6.52120

20

3.22140
3.19560

=-—3.20920
o

1.52080
_/— 150600
1.49130
1.47680

=
51

0.85630
0.84170

Y

o 0.82710

Figura 6.38: Spettro'H del complessa4

[ppm]

Lo spettro presenta tracce di etdretilico (1.09 e 3.3®%pm) e DMF (2.73, 2.89 e 7.95pm)

Tabella 6.10:Assegnazione dei segnali dello spettiadel complessB4

Chemi cal S| Assegnazioneg Molteplicita | J(Hz) Integrazione
0.84 9 t 7.3 3
1.50 8 q 7.3 2
1.91 2 S 3
2.02 7 t 7.6 2
2.35 4 m 2
3.22 5 m 2
6.52 NH3 m 6

Léattribuzi

one dH#ié stateecgnieamata andliezhridospettsopbidimensionale
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy).
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Figura 6.39: Spettro*H-*C HSQCdel compless84

q Spettro**C NMR

[rel]

-0.00

M 17836150
M 172.90810
—_M171.01760
—_M35.88220
—_m23.08210

—— 1857400
— M 13.84930

150 I I I ‘ 100 I ‘ I I 50 I ppm]
Figura 6.40: Spettro™°C del compless84

Lo spettro presenta tracce di etere dietilico (15.12 e G5hoP.
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Tabella 611: Assegnazione dellgsttro®*C del compless84

Chemical S | Assegnazione Chemical S | Assegnazione
13.8 9 37.6 7
18.6 8 171.0 6
23.0 2 172.9 3
35.9 4-5 178.4 1

Léattri buzi one d*%¥deé stateagnfeanaia andliezarid@petsopiglimensiomale
'H-3C HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlajion

STUN O S W

3.0 25 2.0 15 FZ [ppm]

Figura 6.41: Spettro'H-"*C HSQCdel complessa4
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T Spettro™®PtNMR

[rel]

30
|
1216.24710

1800 ‘ I I 1400 I I I 1200 I I ‘ 1000 I [ppml]
Figura 6.42: Spettro'*Pt del complessd4

Lo spettro'®PtNMR mostra un unico picco 2216 ppm, compresdn unazonadi chemical shift

caratteristicalei complessi di Pt con intorno chimico PtpCI,0s.
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6.2.4Accoppiamentalchino-azide modello

Loul t i madi accopp@minemtg prevede la reazioneltrdé al ¢ hi n o coneplessdIn al e
ed un azide modello attraverso una reazioneicoaddizione(reazione 1,3lipolare di Huisgen,
chi amat @lickReactioe) A( f i g . 6. 43)

) O
/U\O Rz /U\o
HsN_ 1 _Cl N Ney  HNdO
S AL
O O

Figura 6.43: Reazione tra il comples&® ed un azide generica

Quesa tipologia di reazioneviene catalizzad in maniera ottimale dal Cull catalizzatore pud
venire aggiunto sia nella sua formssiwata(Cu') sia nella forma ridott4Cu), tuttavia la forma
ossidata necessiterebtbela presenza di un riducente (spesso ascorbetejione compatibile con

la sintesi dcomplessi di PY.

La reazione pu0d essere condottasuariati tipi di solvente polar aproti®o come THF, DMSO,
CH3CN e DMF oppure solventi apolari aprotici come il toluene.

Il meccanismo del ciclo cataliticig. 6.44)ha i ni zi o con Wddatfor maai ¢
ed il CUl (reazione esotermicgH di -11,7 kcal/mol). In questo primo stadio la reazione sembra
passare attraverso un intermedio con complésatchinor a me . Nel secondo pa
viene attivata mediante coordinazioneal rame f or mand o | 61 frameaichirod i o
Una volta brmato il complesso azidame S i forma un.Lawildalio® g a6 s
consiste nella rimozione del |i@lmfoonarame di uncicla me d
abatomi.Quest dul ti ma f ase gl i266akeal/nonpesiedenudemdrgiardmi c a ;
attivazione di 18,7 kcal/mptonsiderevolmente piu bassapettoalla reazione non catalizzatk

rame( ener gi a di attivazione 26,0 kcal/ mol ). S
reazione fornito dal @1,

Il riarrang ament o del fatomicel lao adnsedjueentebperdita del rapertano alla

formazione deprodotto finale d alripristinanodel catalizzatore.
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NQN#NHR [Cul J*
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H+
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wR N=N-N,
R
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R'— (%uan
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f' an‘_// N’}@ R
M. ML
~T R

Figura 6.44:Meccanismo di reazione della Click Reaction

In questo lavoree stato utilizzato ldl1-azido-3,6,9triossaundecaril-ammina (PEGazide) come

azidemodellper effettuare | a cicloaddizione e si mu
(fig. 6.45).

0

A

HaN_ T _Cl

O
. Pt
/”\ H N/\/O\/\O/\/OV\N’/N\\ i N _ H3N 6 Cl
O 2 N I
HsN_ I _ClI O

Pt >
w& ¢ ~ °
I 7
0

o)
31 HoN 35
Figura 6.45:Click Reactiortra3le | 6 azi de model | o

Procedura: In un pallone mantenutmm atmosferadi azoto vengono posti 4 ml di DMF in cui
vengono scidl 44.5 mg (0.098 mmol, 1 eqv) dB1e 23ul di PEGazide (0.118 mmol, 1.2 eqv) e la
soluzionevienemantenutan agitazione per 1 mirAlla miscela vegono poi addizionati 9.3 mg di

Cul (0.049 mmol, 0.5 eqv) e la reaziomne condottasotto un flusso costante di azotd i
agitazionea temperatura ambiente per 4 ore. Al termine della reazione, il solido presente
(catalizzatore) viene rimosso per centrifugazione ed il solvente rimosso mediante evaporatore
rotante fino ad ottenere un ol i oscidteinGSomldiPer
metanolo ea cuivengono aggiunti 20 ml di etere dietilico. Il solido ottenuto viene lavato con etere e

seccato sotto corrente di azoto.
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Il solido finale come mostrato dalla caratterizzazione mediante HMISC non contiene solo il

prodotto desiderato ma presenta in quantita elevata anche il compostounododuro si lega

covalentement e all édanel l o a b5 at omi medi ant e
terminale dell dalchino (fig 6.46).
HoN

o)
N | _cl
o) = Pt
/\/N/ HaNT ) el
= (@]
' 0
Figura 6.46: Sottoprodottaontenentéodio legato covalentementel | 6 anel |l o a 5

Questo prodotto possiede una solubilita paragonabile col prodotto desiderato e per questo non é

stato possibile separare i due composti.

Il solido ottenuto e stato aliezato mediante tecnica RPPLC-MS per confermare la formazione

del prodotto desiderato e del sottoprodotto c

HPLC-MS

Figura 6.47 Cromatogramma del compostd

Il cromatogrammdfig. 3.44)é stato registrato utilizzando come eluemt@ miscela composta da

50%acido formicol% e 50% di MeOH gli spettri di massa registrati in modalita ioni positivi.

Il cromatogramma mostra faeseradi piu picchi riconducibiliadiverse specie di Pt.
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Combined - W3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centroid, CV=Tune

801.3
i . . Lo 160000.0
Il primo picco cromatografico visibile a 3,
N . . . 140000.04 800.3
minuti corrispondeal sottoprodotto (A)Jn cui
120000.0
A " ¥ i A 803.3
| 6at omo vene legatodni eol | 0 00000 6754 700.4
triazolico. &
£ 80000.0
Lo spretto di massa corrispondeifig. 6.48)  “*°
. . . 40000.0
mostra i picchi a m/z 675.4 e 801.3
. . . , + T 20000.0
rispettivamente corrispondentiA-1"+2H']" e o HM |
sty Ll Lol M, syt sl syt 0 g
[A+ H +] + 0'640.00660 00680. 00706.00726.00740.00760.00750.00800.00820.0!]540.00E(:‘l‘O.GO

mz

Figura 6.48 Spettro di massa del piccoa 3.6 n

Il secondo picco cromatografico, visibile a 5

Combined - W3100 1: MS Scan 1: 51.00-1000.00 ES+, Centroid, CV=Tune

50000.0 676.4
minuti corrisponde al compless@1, come  ssowo
confermato dallo spettro di massa ERJj. 6.49 ‘°°“°'°§
. . . . 35000.0 |
dove si possono riscontrarie segnali a m/z ! 698.4
30000.0 677.4
1 = 1
676.4 corrisponde a [M+{" e m/z 698.4 F 20000
corrispondente fM+Na']". 200000
15000.0+
10000.02
5000,05
Il terzo picco cromatografico corrispondente 7
. . . . 6'20.0-01640'.00 E-(SC;.O'D.G‘BD'DO-TVOO'.O.O‘7'20‘0-0.7;16.0-01766.00'786.60.8.00‘00
6.2 minuti, corrisponde ad un residuo mz
idrossocomp|esso non reagito_ Figura 6.49 Spettro di massa del piccoa 5.6 n
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6.3 Conclusioni

Il legame covalente tra i leganti assiali dei complessi i Sudiati edi gruppi funzionali
disponibili sui vettoriper DTD risulta applicabile alla maggior parte dei gruppi funzionali
consideraticarbossilati, ammine, tioli o doppi legi coniugati) con ottime rese e purez2elo la
click reactionha portato alldormazione di sottoprodottion separabili e non si & quindi dimostrata

facilmente applicabile al complesso studiato

199



6.4 Bibliografia

. T. Oishi, K. Kagawa, M. Fujimoto; Synthesiand Polymerization of 4 [ F(N 6
Methylbenzyl)amino]carbonyllmethyllmaleimide; Macromolecules, (1993), 2824

. L. Rul 2 B &le b &kHavlas R. Hrabal P. L a p,eAk S v a,t Am ¢Experimental and
Theoretical Study of Stereoselectivibyf Furani Mal eic Anhydride
Di el sT Al delk OrfR €lem.2005 10 $16), pp 6296302

. A. Xawkat, K. Ablajan, S. HirakuFuransMaleimides DielsAlder Reactionsin Protic lonic
Liquid, Chem. Res. Chinese Universities, 2009, 25(8)9 168

. M. Meldal, C. Wenzel TorngeCu-Catalyzed AzideAlkyne CycloadditionChem. Rey.2008,

108, 29523015

200


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Rul%C3%AD%C5%A1ek%2C+L
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=%C5%A0ebek%2C+P
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Havlas%2C+Z
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Hrabal%2C+R
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=%C4%8Capek%2C+P
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Svato%C5%A1%2C+A

7. Vettori per DTD: Destrano

Quando un farmaco presergariche positive o negtive nella struttura, oltre al slegame diretto
suunvettore, pos si bi lirkerazidne alettrost@ticaen unuvettbore contenente gruppi con
carica di segno oppostaoe farmaci con cariche positive posso interagire con vettaichua

negativamente o viceversa

Per sfruttare quest t iinjecazichéde qui d i necessar i ossidopatno tarichiz o d
(positivamente o negativamehtduttavia tadizionalmente, le regole di relazione struttattvita

definite da Cleare e Hoeschefehanno indicato come composti attivi i complessi riedit Pt'
contenentidue ammine (meglio spoco ingombrafe come carrier groups e due cloruri o
carbossilati coméeavinggroups | complessi carich{spesso complessi triammini@pnosempre

stati considerati poco attiviger questo poco studiati e sintetizzati.

Tuttavia alcuni studi recenti hanno dimostrato conmei complessi di formula generale
[Pt(AM)CI(NH3),]", con An=amminal 6 ut i | i z z o di elévatolingainarmstericaumenti

il potere antitumorale @ complesi cationici di Pt. In particolare,in base ai risultati ottenuti su
diverse linee tumorall,ippard® ha mostrato comsuvari complessi con leganti amminici aromatici
diversi(fig. 7.1), il complesso piu attivo e di maggioirgeresseisultaessere ifenantriplatino (cis
[PtCI(NHz3)2(phed]NO3, phe = fenantridina).

Figura 7.1: Complessi cationici di Btconeterociclistudiati da Lippard
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