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CURRICULUM VITAE DEL PROF. MAURIZIO CERUTI

(dal 1978 al 2006)

Maurizio Ceruti € nato a Torino il 9 gennaio 1955.

Nell'anno accademico 1977/78 (sessione autunnale) ha conseguito la Laurea in
Chimica presso la Facolta di Scienze dell'Universita degli Studi di Torino con la
votazione di 110/110, lode e dignita di menzione (All. n° 1 ¢ 2).

In seguito si ¢ laureato in Farmacia presso la stessa Universita con 110/110,
lode e dignita di stampa (All. n° 3 e 4).

Nella prima sessione dell'anno 1979 ha conseguito l'abilitazione all'esercizio
della professione di Chimico, presso I'Universita degli Studi di Torino (All. n°® 5).

In seguito ha conseguito I'abilitazione all'esercizio della professione di
Farmacista, presso 1'Universita degli Studi di Torino (All. n° 6).

Maurizio Ceruti ¢ stato borsista, prima del D.P.R. 382/80, vincitore di pubblico
concorso presso I'Universita degli Studi di Torino, con attivita scientifica e
didattica triennale, con un programma di ricerche sulla sintesi e l'attivita
antifungina di nuovi composti di interesse farmaceutico attivi su dermatofiti e su
funghi produttori di micotossine cancerogene inquinanti gli alimenti ed 1 mangimi.

I1 22.10.1981 ¢ stato inquadrato nel ruolo dei ricercatori confermati presso
I'Universita degli Studi di Torino, a decorrere giuridicamente dal 1.8.1980 ed
economicamente dal 22.10.1981. Maurizio Ceruti ¢ sempre stato collocato nel
regime di impegno a tempo pieno (All. n° 7).

Con D.M. del 6.8.1998, ¢ risultato vincitore del concorso a posti di professore
universitario di ruolo di II fascia, settore scientifico-disciplinare C07X, Chimica
Farmaceutica (ora denominato CHIM 08), bandito con DD. MM. del 22.12.1995
(AlL n° 8).

Con D.M. del 9.8.1999, ¢ stato nominato professore universitario di ruolo di II
fascia del settore scientifico-disciplinare CO07X, Chimica Farmaceutica (ora
denominato CHIM 08) presso la Facolta di Farmacia dell’Universita degli Studi di
Palermo, con decorrenza dal 1.11.1999. Maurizio Ceruti ¢ sempre stato collocato
nel regime di impegno a tempo pieno (All. n° 9 e 10).

Con Decreto n° 2952 del 14.11.2003 dell’Universita degli Studi di Palermo,
dopo completamento del triennio come professore universitario di ruolo di II fascia



del settore scientifico-disciplinare CHIM 08 (Chimica Farmaceutica), ha
conseguito la conferma in ruolo come professore associato, a decorrere dal
1.11.2002. (all. n® 11).

Con Decreto Rettorale n°® 182 del 18.1.2000 dell’Universita degli Studi di
Chieti, ¢ risultato idoneo in una procedura di valutazione comparativa per un posto
di professore universitario di ruolo di I fascia, settore scientifico-disciplinare CO8X,
Farmaceutico Tecnologico Applicativo (ora denominato CHIM 09), bandita

dall’Universita degli Studi di Chieti (All. n° 12).

Con Decreto Rettorale n® 53149 del 30.10.2002 dell’Universita degli Studi di
Torino, ¢ stato nominato professore straordinario del settore scientifico-disciplinare
CO08X, Farmaceutico Tecnologico Applicativo (ora denominato CHIM 09) presso
la Facolta di Farmacia dell’Universita degli Studi di Torino, con decorrenza dal

1.12.2002. Maurizio Ceruti ¢ sempre stato collocato nel regime di impegno a tempo
pieno (All. n°® 13).

Dal 1980 ¢ socio della Societa Chimica Italiana.

Dal 1987 ¢ socio dell’ADRITELF.

Dal 1992, su invito dei Prof. W.D. Nes dell'Universita del Texas e del Prof.
E.J. Parish dell'Universita dell'Alabama, € stato nominato membro della
American Oil Chemists' Society.

Dal 1999 ¢ stato nominato membro della New York Academy of Sciences.

Dal 1999 ¢ socio della Controlled Release Society.

Dal 2003 ¢ socio della Controlled Release Society Internazionale.



ATTIVITA DIDATTICA (dal 1978 al 2006)
Attivita didattica triennale svolta da borsista prima del D.P.R. 382/80

L'attivita didattica ¢ consistita in Esercitazioni di Chimica Organica,
partecipazione a commissioni d'esame, collaborazione con studenti di Chimica e
Scienze Biologiche nello svolgimento di tesi sperimentali di Laurea di Chimica
Tossicologica e di Chimica Organica, e cicli di lezioni € seminari, interni ai corsi di
insegnamento ufficiali.

Le Esercitazioni di Chimica Organica hanno riguardato la ricerca bibliografica
e l'illustrazione pratica delle principali tecniche di laboratorio.

I cicli di lezioni e 1 seminari, svolti internamente ai corsi di Chimica Organica
per Chimica ed ai laboratori annuale e biennale di Scienze Biologiche, hanno
riguardato la Chimica Tossicologica.

Attivita didattica svolta da ricercatore confermato presso la Facolta di Scienze
ML.F.N. dell'Universita degli Studi di Torino

Maurizio Ceruti ha svolto i compiti assegnatigli dai Consigli di Corso di

Laurea. In particolare, 'attivita didattica ¢ consistita in:

a) Assistenza studenti nei laboratori annuale e biennale di Scienze Biologiche
(a.a. 1981/82, 1982/83).

b) Esercitazioni di Chimica Organica rivolte alla struttura, all'isomeria e alla
nomenclatura dei composti organici, affiancate ai corsi di Chimica Organica I
per Chimica e Chimica Industriale ¢ Chimica Organica per Scienze Biologiche
(a.a. 1981/82, 1982/83).

¢) Cicli di lezioni e seminari nell'ambito dei corsi di Chimica Organica II per
Chimica ed ai laboratori annuale e biennale di Scienze Biologiche riguardanti
la Chimica Tossicologica (a.a. 1981/82, 1982/83).

d) Partecipazione continuativa alle commissioni d'esame di Chimica Organica I
per Chimica e Chimica Industriale, Chimica Organica II per Chimica e
Chimica Organica per Scienze Biologiche e saltuariamente ad altri corsi.

e) Collaborazione con studenti di Chimica e Scienze Biologiche nello
svolgimento di tesi sperimentali di Laurea.

Attivita didattica svolta da ricercatore confermato presso la Facolta di
Farmacia dell'Universita degli Studi di Torino
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h)

Maurizio Ceruti ha svolto i compiti assegnatigli dai Consigli di Corso di
Laurea. In particolare, I'attivita didattica ¢ consistita in:

Assistenza studenti nei laboratori di Esercitazioni di Chimica Farmaceutica e
Tossicologica I (a.a. 1983/84, 1984/85, 1985/86).

Assistenza studenti nei laboratori di Esercitazioni di Chimica_Farmaceutica e
Tossicologica III (a.a. 1984/85).

Assistenza studenti nei laboratori di Esercitazioni di Chimica Farmaceutica e
Tossicologica II del Corso di Laurea in Farmacia (a.a. 1985/86, 1986/87,
1987/88, 1988/89, 1989/90, 1990/91).

Assistenza studenti nei laboratori di Preparazioni Estrattive e Sintetiche dei
Farmaci del Corso di Laurea in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche (a.a.
1991/92, 1992/93, 1993/94, 1994/95, 1995/96, 1997/97, 1997/98, 1998/99).
Cicli di lezioni nell'ambito del Corso di Chimica Organica del Corso di Laurea
in Farmacia (a.a. 1983/84, 1984/85, 1985/86, 1986/87).

Cicli di lezioni nell'ambito dei Corsi di Chimica Farmaceutica Applicata e di
Chimica Biofarmaceutica (a.a. 1983/84, 1984/85, 1985/86, 1986/87, 1987/88,
1988/89, 1989/90, 1990/91, 1992/93, 1993/94).

Partecipazione alle commissioni d'esame di Chimica Farmaceutica Applicata,
Chimica Biofarmaceutica, Chimica Organica, Chimica Farmaceutica e
Tossicologica II, Esercitazioni di Chimica Farmaceutica e Tossicologica II,
Analisi dei Medicinali I, Analisi dei Medicinali II.

Collaborazione con studenti di Farmacia e Chimica e Tecnologia
Farmaceutiche, durante lo svolgimento di tesi di Laurea, sperimentali e
compilative, di Chimica Farmaceutica Applicata e di Chimica
Biofarmaceutica.

Relatore o Correlatore di tesi sperimentali di Laurea di Chimica Farmaceutica
Applicata e di Chimica Biofarmaceutica.



Affidamenti o supplenze tenuti in qualita di ricercatore confermato presso la
Facolta di Farmacia dell'Universita degli Studi di Torino e la Facolta di
Farmacia dell’Universita degli Studi del Piemonte Orientale a Novara

a) Chimica Biofarmaceutica, a.a. 1991/92 (D.R. n° 45889 e n°® 48858)
b) Chimica Analitica, a.a. 1992/93 (D.R. n° 48906 e n°® 49536)

c¢) Chimica Analitica, a.a. 1993/94 (D.R. n° 129/DA e n°® 524/DA)

d) Chimica Biofarmaceutica, a.a. 1994/95 (D.R. n° 6136/DA)

e) Chimica Biofarmaceutica, a.a. 1995/96 (D.R. n° 8548/DA)

f) Chimica Biofarmaceutica, a.a. 1996/97 (D.R. n° 1276)

g) Chimica Biofarmaceutica, a.a. 1997/98 (D.R. n°® 1735)

h) Complementi di Chimica Farmaceutica, a.a. 1998/99 (D.R. n°® 766).

Attivita didattica tenuta in qualita di professore associato presso la Facolta di
Farmacia dell'Universita degli Studi di Palermo

a) Analisi dei Farmaci II, a.a. 1999/2000 e 2000/01
b) Metodologie Speciali in Analisi Farmaceutica, a.a. 2001/02.

Attivita didattica tenuta in qualita di Professore Straordinario presso
I’Universita degli Studi di Torino

a) Farmacocinetica e Metabolismo 1 della Scuola di Specializzazione in
Farmacia Ospedaliera (a.a. 2003/04, 2004/05 e 2005/06) per 30 ore annue.
b) Tecnologia, Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica del Corso di

Laurea in Biotecnologie (a.a. 2003/04, 2004/05 e 2005/06) per un credito
formativo annuo.

c) Tecnica Farmaceutica del Corso di Laurea di Chimica Clinica, Forense e
dello Sport della Facolta di Scienze M.F.N. (a.a. 2003/04, 2004/05 e
2005/06) per tre crediti formativi annui.

Ora vengono discussi brevemente 1 programmi dei corsi tenuti in qualita di
professore straordinario del SSD Chim 09.

Nel corso di Farmacocinetica e Metabolismo 1 della Scuola di
Specializzazione in Farmacia Ospedaliera, vengono trattate la biofarmaceutica e
la farmacocinetica intese come studio dei fattori che condizionano I’assorbimento,
la distribuzione e I’eliminazione di un medicamento (principio attivo +
formulazione).

Il corso ¢ diviso in due parti. La prima parte costituisce una trattazione
descrittiva dei processi farmacocinetici, con particolare riguardo ai meccanismi
biochimici e tecnologici che ne stanno alla base. In particolare, vengono trattati i
fattori biologici che condizionano 1’assorbimento di un farmaco ed i meccanismi
relativi. Vengono sviluppati 1 concetti di biodisponibilita relativa e assoluta
relazionandoli anche ai vari tipi di formulazioni. Vengono approfondite le forme
farmaceutiche a rilascio convenzionale ed a rilascio modificato, specialmente
quelle a rilascio prolungato. Nelle forme per uso orale vengono trattati i sistemi



controllati dalla diffusione, dalla dissoluzione ed i1 polimeri bioerodibili. Nelle
forme farmaceutiche a rilascio mirato vengono approfonditi specialmente i sistemi
di targeting liposomiale e nanoparticellare e la loro distribuzione e farmacocinetica.

Particolare attenzione viene rivolta alle proprieta chimico-fisiche e
tecnologiche di un farmaco che ne influenzano I’assorbimento ed a come
aumentare la solubilita dei farmaci. Viene poi trattata la distribuzione dei farmaci
approfondendo il volume apparente di distribuzione ed il legame con le proteine
plasmatiche e con i tessuti. L’eliminazione dei farmaci ¢ divisa in due parti: la
prima riguarda i meccanismi di eliminazione renale, biliare e le vie minori, con i
relativi sistemi di trasporto; la seconda tratta le reazioni metaboliche di fase I e di
fase II. Inoltre vengono sviluppati 1 meccanismi alla base della formazione dei
metaboliti reattivi, le attivita genotossica, citotossica e di sensibilizzazione ed
infine il polimorfismo metabolico, I’induzione e 1’inibizione enzimatica.

La seconda parte del corso ¢ dedicata all’analisi quantitativa dei processi
farmacocinetici e del decorso temporale della concentrazione plasmatica del
farmaco. Essa presenta un’approfondita discussione dei principali parametri della
farmacocinetica, della determinazione e delle applicazioni cliniche. Scopo di questa
seconda parte ¢ mettere lo studente in grado di risolvere 1 pit comuni problemi che
si incontrano nella terapia farmacologica: calcolare le dosi di mantenimento e da
carico, stabilire I’intervallo di dosaggio ottimale in base al tempo di dimezzamento
del farmaco, utilizzare appropriatamente il monitoraggio della concentrazione
plasmatica dei farmaci come guida all’individualizzazione del dosaggio. Il
maggiore ostacolo all’ottenimento di questi obiettivi ¢ costituito dal formalismo
matematico (calcolo differenziale ed integrale, non a tutti famigliare) che sta alla
base della farmacocinetica quantitativa. Si ¢ cercato di limitare al minimo
indispensabile la trattazione delle complesse equazioni matematiche che illustrano 1
concetti fondamentali della farmacocinetica. Particolare attenzione viene data alla
rappresentazione grafica dei processi farmacocinetici ascrivibili a modelli mono-
bi- e tri-compartimentali, di cui vengono ricavati i parametri fondamentali della
farmacocinetica. Inoltre vengono discussi 1 vari significati della clearance, la
farmacocinetica della somministrazione continua per infusione endovenosa a
velocita costante e della somministrazione ripetuta.

Nel corso di Tecnologia, Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica per il
corso di Laurea in Biotecnologie vengono esaminate le basi della ricerca
farmaceutica e tecnologica e la classificazione delle forme farmaceutiche. Vengono
trattati 1 fattori biologici che condizionano 1’assorbimento di un farmaco e le vie ed
1 meccanismi di assorbimento dei farmaci; poi si passa alle proprieta chimico-
fisiche e tecnologiche di un farmaco, mettendole in relazione al suo assorbimento.

Un altro argomento riguarda le farmacopee ed 1 codici farmaceutici,
specialmente la Farmacopea Ufficiale Italiana e la Farmacopea Europea, le
monografie e la guida all’uso; inoltre le principali norme relative alla produzione,
alla registrazione ed al commercio dei medicinali ad uso umano.

Vengono trattate le principali forme farmaceutiche convenzionali e le relative
vie di somministrazione. Tra le forme farmaceutiche solide vengono sviluppate
specialmente le polveri, 1 granulati, le compresse e le capsule; tra le forme liquide
le soluzioni, gli sciroppi, le emulsioni, le sospensioni, 1 colliri, e le preparazioni per



uso parenterale; tra le forme farmaceutiche semisolide e topiche le pomate, gli
unguenti, le creme, 1 gel e le paste, le preparazioni rinologiche ed otologiche.

Nel corso vengono sviluppate specialmente le forme farmaceutiche non
convenzionali ed innovative. Gli enormi progressi delle biotecnologie e della
biologia molecolare avvenuti negli ultimi anni hanno portato a molte molecole con
il potenziale di rivoluzionare il trattamento e la prevenzione delle malattie. I “nuovi
bioterapeutici” includono nuovi farmaci peptidici e proteici, vaccini e le terapie
genica ed oligonucleotidica. Tuttavia, il loro potenziale ¢ severamente
compromesso da notevoli ostacoli nel rilascio e nel direzionamento. In questo corso
vengono sviluppati 1 nuovi sistemi di rilascio che bypassano 1 vari ostacoli
farmacocinetici che riducono al minimo [’assorbimento, o portano ad una
distribuzione non voluta e ad una inattivazione ¢ ad una prematura eliminazione del
farmaco. Le tecnologie sono anche rivolte a minimizzare la tossicita del farmaco e
la sua immunogenicita.

Vengono esaminati 1 fattori fisiologici, formulativi, 1 vantaggi e gli svantaggi,
le tecnologie correnti e quelle nuove ed emergenti relative alle principali vie di
veicolazione di farmaci. In particolare, vengono trattate specialmente la
veicolazione orale, trans-mucosale, transdermica, nasale ¢ polmonare. Di queste
vengono esaminati 1 fattori fisiologici e formulativi che influenzano la
biodisponibilita e le tecnologie correnti e quelle nuove ed emergenti. Infine
vengono trattati la terapia genica, 1 sistemi di veicolazione dei geni, la
biodistribuzione, la farmacocinetica e le applicazioni cliniche.

Nel corso di Tecnica Farmaceutica per il corso di Laurea in Chimica
Clinica, Forense e dello Sport viene approfondito come la formulazione
farmaceutica possa modificare 1’assorbimento, la distribuzione, il metabolismo e
I’eliminazione di un farmaco. Vengono discussi 1 parametri biofarmaceutici e
farmacocinetici relativi alle diverse formulazioni tecnologiche. La trattazione delle
forme farmaceutiche sia convenzionali che non convenzionali ed innovative ¢ stata
impostata sottolineando specialmente gli aspetti compositivi, analitici,
farmacologici e biologici rivolti alla caratterizzazione dei campioni/reperti di
interesse clinico e forense.

LEGISLAZIONE FARMACEUTICA

Vengono trattate le farmacopee ed 1 codici farmaceutici, specialmente la
Farmacopea Ufficiale Italiana e la Farmacopea Europea, le monografie e la guida
all’uso. Vengono sviluppate le principali norme relative alla produzione, alla
registrazione ed al commercio dei medicinali ad uso umano, 1 compiti del ministero
della sanita e degli altri organi preposti, delle ASL, dei servizi farmaceutici ecc.

TECNICA FARMACEUTICA

Particolare risalto viene dato alle forme farmaceutiche convenzionali, che sono
tuttora quelle dotate di maggiore diffusione e dai maggiori risvolti chimico-clinici,
forensi e dello sport.

Tra le forme farmaceutiche solide innanzitutto vengono sviluppate le polveri, 1
metodi di polverizzazione, la determinazione della superficie specifica, I'analisi
dimensionale, la distribuzione, l'analisi granulometrica. Vengono trattate le
proprieta chimico-fisiche e tecnologiche delle polveri, densita vera ed apparente,
porosita, volume specifico, caratteristiche di scorrimento, igroscopicita ed 1 metodi



di essiccamento, capacita di assorbimento, indice di Enslin. Infine vengono
esaminati 1 metodi di mescolamento delle polveri e le polveri come forma
farmaceutica. Un altro argomento riguarda i1 granulati, i metodi di granulazione e
gli eccipienti utilizzati. Inoltre vengono esaminati i1 granulati come forma
farmaceutica. Particolare approfondimento viene rivolto alle compresse ed ai tipi e
alla funzione degli eccipienti utilizzati. Vengono trattati i metodi di fabbricazione e
di rivestimento, 1 tipi di compresse rivestite e in particolar modo quelle
gastroresistenti € 1 meccanismi che ne sono alla base. Dopo aver esaminato le
capsule di gelatina dure e molli, vengono approfondite le capsule a rilascio
modificato. Si passa quindi alle microcapsule e alle microsfere ed alle principali
applicazioni. Un altro argomento riguarda le soluzioni, gli sciroppi € come
aumentare la solubilita di farmaci poco solubili; poi I'acqua per uso farmaceutico, 1
pirogeni, l'acqua per preparazioni iniettabili ed 1 solventi oleosi. Preservazione
dall'inquinamento microbico: le varie classi di sostanze ed il loro meccanismo
d'azione. Irrancidimento degli oli e dei lipidi: meccanismo e prevenzione; a questo
proposito vengono sviluppati gli antiossidanti e gli agenti chelanti. Poi vengono
trattate le dispersioni colloidali, 1 colloidi liofili e liofobi, la loro preparazione, le
proprieta e la stabilita nel tempo, il potenziale Z ed il potenziale di Stern. I geli e le
principali applicazioni. Le emulsioni semplici e multiple, gli agenti emulsionanti e
le sostanze stabilizzanti. Le sospensioni e le sostanze sospendenti. Gli impieghi
farmaceutici delle emulsioni e delle sospensioni. Infine vengono discussi 1 requisiti
delle preparazioni per uso parenterale. Vengono esaminate le principali forme
farmaceutiche semisolide e topiche, le preparazioni rinologiche, otologiche ed
oftalmiche.

Infine vengono discusse le forme farmaceutiche a rilascio controllato, gli
approcci tecnologici per la veicolazione dei farmaci (liposomi, micro- € nano-
particelle) e gli approcci chimici per migliorare le proprieta chimico-fisiche dei
farmaci (profarmaci, ciclodestrine, coniugati farmaco-polimero). Particolare risalto
viene dato alle forme a rilascio prolungato per via orale, ai sistemi controllati dalla
diffusione e dalla dissoluzione, ai polimeri bioerodibili, ai sistemi osmotici e di
scambio ionico. Infine vengono sviluppate le forme farmaceutiche a rilascio
mirato: le nanocapsule e le nanosfere, la loro preparazione, la composizione, i
meccanismi d'azione e di rimozione. Infine vengono approfonditi particolarmente 1
liposomi, il loro impiego come drug delivery systems e il targeting liposomiale.
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CONGRESSI E SIMPOSI

Nell'ambito della sua attivita scientifica, Maurizio Ceruti ha partecipato a
diversi congressi, riunioni scientifiche e simposi, sia nazionali che internazionali.

In particolare ha presentato relazioni orali o poster ai seguenti congressi e
simposi:

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Organica, XIV Convegno
Nazionale, S. Margherita Ligure (Ge), 2-6 ottobre 1983.

Societé Chimique de France, Convegno Internazionale sugli Steroli, Journees du
Gerli, Orsay, Francia, 7-8 marzo 1985.

American Oil Chemists' Society, Convegno Internazionale sugli Steroli,
Champaign, Illinois, U.S.A., aprile 1985.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, V Convegno
Nazionale, Rimini, 25 maggio 1985.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Organica, XVI Convegno
Nazionale, Urbino, 7-12 settembre 1986.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, VI Convegno
Nazionale, Alghero (Ss), 14-18 ottobre 1986.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, XVI Congresso
Nazionale "Bononiachem 88", Bologna, 9-14 ottobre 1988.

International Workshop on Medicinal Chemistry, Molecular Dynamics and Protein
Structure, S. Miniato (P1), 19-20 giugno 1989.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, Primo Congresso
Congiunto Spagnolo-Italiano, Granada, Spagna, 19-22 settembre 1989.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, X Convegno
Nazionale, S. Benedetto del Tronto (Ap), 30 settembre - 5 ottobre 1990.

American Chemical Society, 201* National Meeting: American Chemical Society
Sponsored International Symposium on Sterol Biosynthesis Inhibitors as
Agrochemicals and Pharmaceuticals, Atlanta, Georgia, U.S.A., 14-19 aprile 1991.

Societa Italiana di Biochimica, 36° Congresso Nazionale, Ferrara, 10-13 settembre
1991.
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Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, X Convegno
Nazionale, Siena, 16-20 settembre 1991.

XI Congresso Internazionale "Drugs Affecting Lipid Metabolism", Firenze, 13-16
maggio 1992.

Gordon Research Conference "Frontieres of Science", Design, synthesis and
evaluation of enzyme inhibitors and inactivators, Kingston, Rhode Island, U.S.A.,
22-26 giugno 1992.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, XVII Congresso
Nazionale "Januachem 92", Genova, 25-30 ottobre 1992.

American Chemical Society, 85" American Chemists' Society Annual Meeting and
Ninth American Oil Chemists' Society Symposium on "regulation of isopentenoid

biosynthesis and function", Atlanta, Georgia, U.S.A., 8-12 maggio 1994.

Societa Italiana di Farmacologia, XXVII Congresso Nazionale, Torino, 2529
settembre 1994.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, XI Convegno
Nazionale, Bari, 2-5 ottobre 1994.

Societa Botanica Italiana, 89° Congresso, Perugia, 3-6 ottobre 1994.

Societa Chimica Italiana, Divisione di Chimica Farmaceutica, 2° Congresso
Congiunto Italiano-Spagnolo, Ferrara, 30 agosto - 3 settembre 1995.

Societa Italiana di Biochimica, 40° Congresso Nazionale, Torino, 12-15 settembre
1995.

Societa Italiana di Biochimica, 10° Convegno Nazionale Proteine '95, Torino,
14-15 settembre 1995.

Simposio internazionale "Oxidosqualene cyclase: target enzyme for the
development of new sterol biosynthesis inhibitors", Torino, 4 dicembre 1995.

Simposio internazionale: Yeast Lipid Conference, Graz, Austria, 17-18 maggio
1996.

XIII Convegno Nazionale della Divisione di Chimica Farmaceutica della Societa
Chimica Italiana, Paestum (Sa), 23-27 settembre 1996.

88" American Chemists' Society Annual Meeting, Seattle, Washington, U.S.A.,
11-14 maggio 1997.
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Primo Congresso Congiunto Italiano-Svizzero di Chimica Farmaceutica, Torino,
23-26 settembre 1997.

XIV Convegno Nazionale della Divisione di Chimica Farmaceutica della Societa
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ATTIVITA SCIENTIFICA

L’attivita scientifica di Maurizio Ceruti si € indirizzata verso 1 temi fondamentali
della tecnologia farmaceutica, con particolare riferimento alla progettazione di
nuovi profarmaci e proinibitori enzimatici, alla farmacocinetica, al metabolismo,
alla veicolazione ed al direzionamento dei farmaci.

I risultati ottenuti sono documentati da 95 lavori in extenso, pubblicati per la
maggior parte su riviste internazionali e da 78 comunicazioni a congressi nazionali
ed internazionali, come risulta dai relativi elenchi.

Le principali linee di lavoro di Maurizio Ceruti sono suddivise

fondamentalmente in due orientamenti di ricerca:

1) nuovi profarmaci e proinibitori enzimatici: progettazione, sintesi, metabolismo
ed attivita biologica;

2) veicolazione e direzionamento di farmaci e di profarmaci: nuovi sistemi
liposomiali e nanoparticellari.

Le principali ricerche possono essere cosi riassunte:

Nuovi profarmaci e proinibitori enzimatici: progettazione, sintesi,
metabolismo ed attivita biologica
(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,
31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,43,44,47,48,49,50,52,53,55,56,57,58,59,60,61,
62,63,65,66,67,68,69,70,71,72,74,75,77,78,80,81,82,84,86,91,92,93,94,95)

Sono state sviluppate varie serie di proinibitori enzimatici, con due scopi principali:

1) per fornire delucidazioni sul meccanismo di ciclizzazione dello squalene e
dello squalene epossido da parte delle varie ciclasi;

2) per ottenere nuovi composti con specifica attivita ipocolesterolemica,
antifungina o antiprotozoaria.

La 2,3-ossidosqualene ciclasi ¢ un enzima chiave nella ciclizzazione dello
squalene a lanosterolo nei funghi e negli animali ed a cicloartenolo nei vegetali
superiori, attraverso la formazione di un intermedio, il 2,3-ossidosqualene.

La ciclizzazione enzimatica dello squalene epossido da parte della 2,3-
ossidosqualene ciclasi nei mammiferi, nei funghi e nei vegetali (schema 1) si puo
separare idealmente in tre stadi distinti:

1) Dapertura catalizzata da acidi dell'anello epossidico del 2,3-ossidosqualene 7
ad opera di un residuo acido presente nel sito attivo dell’enzima,;

2) la ciclizzazione del substrato in conformazione sedia-barca-sedia attraverso
vari intermedi carbocationici, che portano al carbocatione tetraciclico al

carbonio 20 o ione protosterile 9;
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3) il riarrangiamento finale a lanosterolo 11, mediante una migrazione sequenziale
di idruri e di metili. Questo stadio presenta un’estrazione terminale di un
protone dall’atomo di carbonio in 9 del catione lanosterile 10 da parte di un
gruppo basico o nucleofilo dell'enzima, con la formazione del lanosterolo,
mentre nel vegetali si formail cicloartenolo.

La squalene-hopene ciclasi lega lo squalene 1 in conformazione tutta a sedia e
la ciclizzazione dello squalene inizia con la protonazione di uno dei doppi legami
terminali da parte di un residuo elettrofilo dell’enzima. La ciclizzazione procede
attraverso un diverso ripiegamento del substrato, dando un catione pentaciclico, il
catione hopile 5, che perde successivamente il protone in 29 senza il
riarrangiamento finale, dando come prodotto principale 1’hopene 6.

Nei vegetali sono presenti vari metaboliti secondari a struttura triterpenoide,
molti dei quali hanno origine dalla ciclizzazione dello squalene epossido 7 da parte
della lupeolo sintasi. Questo enzima ciclizza il substrato attraverso una serie di
carbocationi conformazionalmente rigidi, formando lo ione dammarenile 13a o
13b. Questo intermedio chiave pud avere molti destini, come il riarrangiamento ai
cationi baccarenile 14, lupile 15, fino al prodotto finale, il lupeolo 16. Nella sintesi
dei triterpeni pentaciclici come il lupeolo 16, la configurazione del precursore, lo
ione dammarenile, fino a poco tempo fa era sconosciuta, in quanto non si sapeva se
la catena laterale in 17 ha la configurazione o, come in 13a o 3, come in 13b.

Una strategia generale per ottenere nuovi, potenti inibitori della ossidosqualene
ciclasi, che ¢ stata applicata per la prima volta, ¢ stata quella di mimare 1
carbocationi visti, che possono essere considerati analoghi di intermedi ad alta
energia (HEI) legati all'enzima. Sostituendo l'atomo di carbonio carico
positivamente in un substrato opportuno con un atomo di azoto, si possono ottenere
simili specie cariche.

Inizialmente ¢ stata focalizzata l'attenzione sul meccanismo d'apertura
dell'anello epossidico, che inizia mediante l'attacco elettrofilo di un protone sullo
squalene epossido 1, con la formazione di una serie di dipoli, portando al C-2
carbocatione 2. Per mimare questo carbocatione transiente, sono state sintetizzate
varie serie di molecole, il cui capostipite & il 2aza-2,3-diidrosqualene. E stata
studiata la loro azione in vitro sulle ossidosqualene ciclasi di diverse origini
(microsomi o enzimi purificati di fegato di ratto, fegato di maiale, piante superiori e
lieviti) e in vivo su topi, piante superiori, lieviti e funghi. Molti di questi composti
sono risultati dei potenti inibitori della ossidosqualene ciclasi con una ICsy da 0.15
alé uM.

In seguito sono stati modificati gli azasqualeni ed i corrispondenti Nossidi: 1)
saturando il sistema a doppi legami del carrier squalenico; 2) introducendo un
gruppo ammonico quaternario; 3) accorciando la catena alchilica satura; 4)
diminuendo la lipofilia come nelle serie dei bisazasqualeni e dei bis-azasqualani; 5)
introducendo un gruppo addizionale amminico o trialchilammonio o N-ossido. Si
puo concludere che lo scheletro squalenico ¢ il carrier piu favorevole e che l'attivita
diminuisce nell'ordine: squalene > dodecile > squalano.
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Nella ricerca di nuovi inibitori con maggiore rassomiglianza strutturale con lo
stato di transizione tipo SN, che si formerebbe durante l'apertura dello squalene
epossido, ¢ stata sintetizzata la squalene N-metilossaziridina e una serie di derivati.
Essa possiede un'affinita strutturale con la squalene aziridina ottenuta da Corey,
anch'essa un potente inibitore della ciclasi.

Si ¢ riusciti ad eliminare l'attivita sulla squalene epossidasi, senza variare
l'attivita sulla ossidosqualene ciclasi, introducendo nella struttura del 2aza-2,3-
diidrosqualene un gruppo polare come un epossido o un idrossile. Il 22,23-
epossi-2-aza-2,3-diidrosqualene ¢  risultato un  potente  antimicotico,
presumibilmente per inibizione della 2,3-ossidosqualene ciclasi fungina. I test,
condotti su 50 isolamenti di vari dermatofiti, hanno fornito una MIC media di 3 pug
ml™” simile a quella dei principali azoli che hanno MIC comprese tra 0.58 ¢ 135 g
ml”.

Sono state studiate la tossicita, la farmacocinetica, i1l metabolismo e la
biodistribuzione di vari derivati azasqualenici e dei cloridrati nel topo,
somministrandoli per via endovenosa, intraperitoneale e orale.

In seguito sono stati mimati gli intermedi carbocationici conformazionalmente
rigidi, come 1 carbocationi al C-8 e al C-20, progettando i corrispondenti derivati
azasqualeni aciclici. Gli azasqualeni aciclici, essendo conformazionalmente piu
flessibili dei corrispondenti derivati ciclici, non dovrebbero interferire con altri
enzimi della biosintesi degli steroli, come la A®-A’ sterolo isomerasi o la A'* sterolo
demetilasi che talora sono inibite dagli inibitori ciclici azasqualenoidi.

I primi azasqualeni aciclici interni sono stati I'analogo al C-8 carbocatione, il
(6F)-10-aza-10,11-diidrosqualene 2,3-epossido e il derivato (6Z). Solo il derivato
(6F) ¢ risultato attivo in tutti 1 sistemi biologici provati, confermando la sua
potenza e selettivita.

Il passo successivo ¢ stata la sintesi di azasqualeni aciclici che mimano
l'intermedio carbocationico al C-20, come il 19-aza-18,19,22,23-tetraidrosqualene
2,3-epossido e derivati. Il 19-aza-18,19,22,23-tetraidrosqualene 2,3-epossido ¢
risultato un inibitore piu selettivo del (6F)10-aza-10,11-diidrosqualene 2,3-
epossido e del 2-aza-2,3-diidrosqualene, in quanto ha inibito specialmente la ciclasi
di mammifero, piuttosto di quella di lievito o di piante superiori.

Pertanto ¢ stato confermato che gli azasqualeni interni, aventi la corretta
geometria £ e un gruppo epossidico terminale, mimano 1 corrispondenti intermedi
ad alta energia che si formano durante la ciclizzazione dello squalene epossido.
Questa ¢ un'evidenza diretta degli studi di Ruzicka, Cornforth ¢ Van Tamelen, che
postulano la ciclizzazione dello squalene epossido, correttamente ripiegato, a
triterpeni tetra- o pentaciclici, mediante la formazione di una serie di intermedi
carbocationici conformazionalmente rigidi dal C-2 al C-20.

In seguito, sono state ottenute altre serie di inibitori dei due enzimi bersaglio,
che hanno mostrato vari gradi di selettivita. Dei derivati piu significativi, sono state
studiate in modo approfondito le attivita inibitorie e le cinetiche di inibizione.

Mediante una sintesi stereospecifica, ¢ stato ottenuto 1’epossi viniletere
bioisostero dello squalene epossido. Il viniletere dovrebbe dare, dopo essere
riconosciuto dall’enzima e ciclizzato, il carbocatione al carbonio 20, il quale
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potrebbe essere stabilizzato attraverso la formazione di uno ione ossenio.
Quest’ultimo potrebbe interagire con un nucleofilo presente nel sito attivo
dell’enzima, dando un legame covalente. Invece, il viniletere ¢ risultato un debole
inibitore competitivo su microsomi di fegato di ratto, con un’affinita per I’enzima
analoga a quella del substrato. Abbiamo controllato se si formavano prodotti di
biociclizzazione, ma a causa della scarsa resa nella biociclizzazione, non siamo
riusciti ad identificarli, dato avevamo il derivato marcato.

Due anni dopo Corey, utilizzando lo stesso metodo di sintesi, ha ottenuto
I’inibitore triziato (I’unica differenza era un doppio legame in 22,23, irrilevante ai
fini della ciclizzazione) e I’ha incubato con la ciclasi. Sorprendentemente, ha
ottenuto il 17Pacetil derivato tetraciclico dello ione protosterile, in cui il trizio
occupava la posizione Q.

Questo composto gli ha permesso di dimostrare che il catione protosterile, che
si forma durante la biociclizzazione dello squalene epossido, ha la catena laterale in
173 enonin 17a come s ritenevafino ad alora. In questo modo, per la successiva
trasformazione a lanosterolo, & sufficiente una rotazione di 60° della catena
laterale, per permettere il riarrangiamento di metili e di idruri, € non di 120° come
S riteneva prima. Inoltre, in uno studio successivo con lo stesso inibitore triziato,
Corey ha identificato un derivato triciclico che si forma come prodotto secondario
della biociclizzazione, il che ha permesso di modificare ulteriormente il
meccanismo di ciclizzazione dello squalene epossido. Durante la biociclizzazione
si formerebbe il carbocatione esociclico intermedio secondo la regola di
Markovnikow, che mediante wun’espansione di anello, possibile per la
stabilizzazione da parte dell’enzima, porterebbe al carbocatione endociclico, anti-
Markovnikow.

Nella ricerca di inibitori piu specifici della ciclasi di lievito, capaci di entrare e
modificare il sito attivo dell'enzima, sono stati progettati nuovi derivati con gruppi
reattivi versi 1 tioli. Sono state sintetizzate serie di potenziali inibitori irreversibili
della ossidosqualene ciclasi aventi uno scheletro squalenico o dodecilico. Questi
consistevano in inibitori tipo Michael, come la squalene maleimide e il nitrile o,[3-
insaturo o inibitori tipo Ellman come 1 derivati 2-nitro-5-ditiobenzoile e 2-
ditiopiridile. I derivati maleimidici sono risultati gli inibitori piu attivi verso la
ciclasi di mammifero, seguiti dai derivati tipo Ellman.

Nell’esaminare l'inattivazione tempo-dipendente di questi composti, seguendo
l'incubazione con I'enzima di mammifero, soltanto la squalene maleimide ¢ risultata
un inibitore irreversibile. Questi risultati hanno confermato la presenza di diversi
gruppi tiolici essenziali per 'attivita della ossidosqualene ciclasi di mammifero.

In seguito sono state sintetizzate nuove serie di inibitori per suicidio della 2,3-
ossidosqualene ciclasi con gruppi reattivi. In particolare, 1 derivati dello squalene
epossido sostituiti in posizione 19 con una funzione acetilenica o allenica,
dovrebbero essere riconosciuti e ciclizzati dall'enzima bersaglio agendo da pro-
inibitori o, nel caso di formazione di un legame irreversibile, da inibitori per
suicidio.
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I meccanismo di inibizione sulla ciclasi di mammifero coinvolge la
ciclizzazione iniziale al catione 2I1metilideneprotosterile, catione questo che puo
dare le usuali migrazioni di idruri e di metili e la perdita di un protone ad un
analogo del lanosterolo, oppure puod essere catturato da un residuo nucleofilo
presente nel sito attivo enzimatico e dare una concomitante inattivazione
irreversibile dell'enzima.

Alla luce di queste considerazioni, sono stati sintetizzati diversi analoghi dello
squalene epossido con gruppi reattivi nella posizione 19, allo scopo di ottenere
inibitori selettivi delle varie ciclasi. In particolare, 1 derivati sostituiti in 19 con una
funzione eninica coniugata, data I'elevata somiglianza strutturale con lo squalene
epossido, dovrebbero essere riconosciuti dall'enzima bersaglio ed agire da pro-
inibitori o, nel caso di formazione di un legame irreversibile, da inibitori suicidi.

Per quanto riguarda l'attivita biologica degli acetileni, ¢ stata trovata una ICs, di
50 UM, nei derivati alchilati e di 25 UM in quelli non alchilati. Inoltre ¢ stata
valutata ['irreversibilita, ottenendo una diminuzione dell'attivita enzimatica nel
tempo, a concentrazioni da 50 pM a 100 pM.

Dato che gli acetileni sono risultati poco attivi, sono stati progettate sintesi
regiospecifiche e stereospecifiche di derivati 29-metilidenici, come il (182) e il
(18E)-29-metilidene-2,3-ossidosqualene, 1 (182) e (18E) esanor derivati, il derivato
(18E)-nor, il 18,19-diidro derivato e il derivato troncato.

Nella serie non troncata, il composto piu attivo sull’enzima animale e di lievito
¢ risultato I’isomero Z, mentre I’isomero £ ¢ risultato circa 10 volte meno attivo.
Considerando 1 due isomeri esanormetilidenici, si nota una completa inversione
dell’attivita regiospecifica. In questo caso, I’isomero piu attivo ¢ risultato il
derivato trans, con una ICsy di 1.5 UM nel lievito mentre I’isomero cis ¢ risultato
dieci volte meno attivo. Quando la funzione dienica ¢ stata eliminata mediante
idrogenazione regiospecifica del doppio legame in 18,19, Dattivita ¢ stata
praticamente annullata (la ICs, € passata da 0.4 a >100 uM).

Sulla ciclasi di fegato di maiale, ¢ stata osservata un’inattivazione tempo-
dipendente, quando I’enzima ¢ stato incubato con I|’esanormetilidene trans a
concentrazioni 5 UM, 10 pM e 50 pM. L’attivita residua dell’enzima ¢ stata
determinata prelevando, in tempi differenti, aliquote di 25 ul e diluendole poi ad un
volume finale di 1 ml, in presenza del substrato.

Le differenze tra gli isomeri cis e trans della serie esanormetilidenica, sono
state ancora piu marcate sulla ciclasi di lievito. In questo caso, la costante di
inattivazione di secondo ordine dell’isomero trans ¢ stata 100 volte piu elevata di
quella dell’isomero cis, mostrando che solo 1’isomero trans si ¢ comportato come
un inibitore irreversibile.

Per wverificare se l'inibizione tempo-dipendente fosse dovuta ad wuna
modificazione covalente della ciclasi di lievito da parte del trans-metilidene,
I'enzima, dopo preincubazione con I’inibitore per 20 min o per 1 h, ¢ stato fatto
passare in una colonna a scambio ionico di dietilamminosefarosio (DEAE). Questo
metodo ha permesso di dimostrare che il trans-esanormetilidene ¢ un vero inibitore
irreversibile della ciclasi.
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Quindi, il trans-esanormetilidene ¢ risultato i1l primo potente inibitore
irreversibile della ciclasi di lievito, circa 15 volte piu attivo sull'enzima di lievito
rispetto a quello animale, come evidenziato dalle costanti di inattivazione di
secondo ordine.

Abbiamo supposto che un residuo nucleofilo dell’enzima, capace di interagire
con il catione protosterile, o vicino ad esso reagisca con il trans-esanormetilidene.
In effetti, Corey un anno dopo questo lavoro, ha trovato che il residuo di istidina
234 dell’enzima di lievito ¢ responsabile dell’interazione irreversibile con una
miscela dei due isomeri cis e trans esanormetilideni, da lui ottenuta mediante una
sintesi non stereoselettiva.

Attraverso esperimenti di mutagenesi sito diretta in S. cerevisiae, egli ha inoltre
individuato il residuo di istidina 146 che, protonato a pH fisiologico, aumenta
I’acidita dell’aspartato 456. Inoltre, dopo la formazione del catione protosterile, il
residuo di istidina in forma non protonata potrebbe essere 1’accettore del protone
nel passaggio finale della biosintesi del lanosterolo, permettendo la rigenerazione
dell’enzima nella sua forma iniziale.

In conclusione, le sintes stereospecifiche delle due coppie di isomeri
geometrici hanno fornito derivati con attivita potente e specifica come inibitori
irreversibili delle ciclas. Inoltre, questi composti s sono rivelati dei buoni modelli
per chiarire il ruolo di alcuni amminoacidi presenti nel sito attivo dell’ enzima,
coinvolti nel processo di ciclizzazione dello squalene epossido.

Un altro enzima di cui mi sono occupato ¢ la squalene epossidasi, che ¢
responsabile dell’ossidazione stereospecifica dello squalene a squalene-2,3-
epossido. Di questo enzima, non si conosce molto, eccetto che non ¢ citocromo
P-450 dipendente, e che per ’attivita richiede ossigeno, NADPH e FAD.

Dato che molti enzimi flavinici sono inattivati da derivati acetilenici o allenici,
attraverso la formazione di intermedi altamente reattivi che possono reagire con un
nucleofilo dell’enzima, sono stati sintetizzati derivati acetilenici ed allenici dello
squalene, come inibitori della squalene epossidasi. I derivati sono 1’acetilene, il
metilacetilene, il metilallene e gli analoghi bifunzionalizzati alle due estremita della
struttura squalenica.

L’attivita inibitoria ¢ risultata specifica verso la squalene epossidasi di
microsomi di fegato di ratto, in quanto non hanno inibito 1’amminopirina N-
demetilasi, una reduttasi citocromo P-450 dipendente. Il derivato bifunzionalizzato
con una funzione allenica ¢ risultato I’inibitore piu potente della serie verso la
squalene epossidasi, con una ICso di 50 UM. Questo suggerisce che 1’epossidazione
enzimatica, possa avvenire simmetricamente alle due unita isopreniche terminali
dello squalene, come esemplificato dall’epossidazione dello squalene a 2,3;22,23-
diepossido.

Successivamente, abbiamo sintetizzato una serie di derivati Zfluorosqualenici,
come inibitori dell’epossidasi. E’ stato trovato da studiosi americani che il bis-
nordifluorosqualene, avente due atomi di fluoro al posto dei due metili terminali
dello squalene ¢ un inibitore potente dell’enzima, mentre vari monofluorometil e
difluorometil derivati con isomeria E sono inattivi. Per vedere se la scarsa attivita
era dovuta alla geometria E, ¢ stata ottenuta una serie di fluorosqualeni con
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isomeria Z. I nuovi metodi sintetici, ove era presente isomeria geometrica, hanno
fornito un rapporto dell’isomero Z rispetto a quello E di circa 93:7.

Questi sono stati testati sull’epossidasi di fegato di ratto, di maiale e dei lieviti
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. 1 derivati sono risultati praticamente
inattivi: solo I’esafluorosqualene epossido ha inibito I’epossidasi di lievito, con una
ICso di 150 pM.

Questo indica che solo atomi di fluoro legati direttamente a un doppio legame
terminale dello squalene riescono a diminuire sufficientemente la densita
elettronica sul doppio legame, in modo da inibire 1’epossidasi che sembra agire con
un meccanismo ossidativo elettrofilo.

Per questi studi sugli inibitori della biosintesi degli steroli sono stati utilizzati
dei precursori marcati, in particolare squalene epossido triziato per la ciclasi, e
squalene triziato per 1’epossidasi, ottenuti direttamente con un nuovo metodo di
sintesi € non per conversione microbiologica da acetato marcato, come lo squalene
che si trova in commercio a bassa radioattivita specifica.

Con 1 nuovi metodi sintetici e di purificazione, appositamente sviluppati per 1
derivati marcati, lo squalene e lo squalene epossido marcati sono stati ottenuti con
alta radioattivita specifica ed elevata resa radiochimica.

Lo squalene triziato ci ha inoltre permesso di approfondire il meccanismo della
squalene epossidasi. Questo ¢ 1’unico enzima flavoproteico che catalizza
I’epossidazione di un’olefina.

Per testare la possibilita di un meccanismo catalitico basato su un metallo non
emico, ¢ stata studiata la conversione dello squalene triziato in epossido,
sull’epossidasi parzialmente purificata di fegato di maiale. Le epossidazioni di
alcheni catalizzate da metalloenzimi, in genere avvengono con uno scambio del
protone vinilico. E' stato studiato se veniva scambiato 1’idrogeno in 3 e quindi
I’epossidazione era catalizzata da un metalloenzima.

Durante 1’ossidazione enzimatica dello squalene, non si € osservato nessun
scambio dell’idrogeno marcato, che si ritrova tutto nel lanosterolo. Questo esclude
che I’epossidazione sia catalizzata da un metalloenzima e quindi la specie che
trasferisce 1’ossigeno attivo sembra essere un idroperossido flavinico.

Di alcuni dei derivati piu significativi sono stati condotti studi di analisi
strutturale e conformazionale mediante tecniche di risonanza magnetica nucleare,
spettrometria di massa e calcoli di meccanica molecolare.

Questi studi mostrano che nella parte centrale dello scheletro squalenico ¢
presente una struttura relativamente rigida, mentre allontanandosi dalla parte
centrale, la mobilita aumenta. I modelli proposti spiegano la reattivita selettiva dei
terminali mobili rispetto alla parte centrale piu rigida che ¢ protetta da questi
terminali della molecola. 1 calcoli di meccanica molecolare e di dinamica
molecolare condotti in assenza e in presenza del solvente sono in accordo con 1 dati
sperimentali.

Per ottenere 1 nuovi inibitori, sono stati sviluppati nuovi metodi sintetici, che
utilizzano particolari sintoni. Ricordandone qualcuno, ¢ stato sviluppato un nuovo
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metodo per ottenere le aldeidi squalenoidi C;; e C,; epossidi e l'aldeide C,;. Questo
si basa sul taglio diretto degli epossidi dello squalene con acido periodico in etere
etilico, metodo che viene ora usato correntemente in letteratura. Altri metodi,
coadiuvati da calcoli di meccanica molecolare e di dinamica molecolare in
presenza del solvente, si basano sulla protezione selettiva delle aldeidi squaleniche
come diossolani, consentendo una regiospecificita dell'epossidazione sul doppio
legame terminale dei derivati dello squalene.

Inoltre ¢ stato sviluppato un metodo di omologazione dei composti carbonilici
via 1,4-benzoditiafulveni. Questa nuova procedura ¢ stata menzionata nel capitolo
relativo alla reazione di Wittig del trattato di chimica organica: March, Advanced
Organic Chemistry.

Nella sintesi degli inibitori, particolare attenzione ¢ stata rivolta allo sviluppo e
alla messa a punto di sintesi di Wittig e Horner-Wittig, finalizzate a sintesi
stereospecifiche. La separazione degli intermedi diastereoisomeri [3-fosfinoilalcoli,
B-trimetilsililalcoli, B-alchiltioalcoli, seguita da una reazione di eliminazione, ha
permesso di ottenere 1 due isomeri cis/trans o Z/E completamente privi dell'altro
isomero. In altri casi, come nella sintesi dei Zfluorosqualeni, una reazione tipo
Wittig ha fornito direttamente l'isomero Z. Altre metodiche hanno consentito di
ottenere con rese elevate lo squalene e lo squalene epossido triziati.

Riconoscimenti ottenuti in ambito scientifico internazionale

Il meccanismo d'azione e l'attivita dei nuovi inibitori € pro-inibitori enzimatici
hanno riscosso interesse da parte di studiosi stranieri:

- come antifungini, R.S. Burden, D.T. Cooke e G.A. Carter, Phytochemistry 28,
1791-1804 (1989);

- come ipocolesterolemici, J.L. Adams e B.W. Metcalf, Hansch,
Comprehensive Medicinal Chemistry 2, 333-364 (1990);

- come antifungini, A. Polak e P.G. Hartman, Progress in Drug Research 37,
181-269 (1991);

- come probes per dimostrare il meccanismo di ciclizzazione dello squalene
epossido, E.J. Corey e S.C. Virgil, J. Am. Chem. Soc. 113, 40254026 (1991);

- come inibitori della 2,3-ossidosqualene ciclasi, I. Abe, M. Rohmer e G.D.
Prestwich, Chemical Reviews 93, 2189-2206 (1993);

- come nuove terapie per il trattamento dell'aterosclerosi, S.D. Larsen e C.H.
Spilman, Annual Reports in Medicinal Chemistry 28, 217-226 (1993);

- come inibitori della 2,3-ossidosqualene ciclasi, 1. Abe, J.C. Tomesch,
S. Wattanasin e G.D. Prestwich, Natural Product Reports 279-302 (1994);

- Come inibitori della 2,3-ossidosqualene ciclasi, E.J. Corey, D.C. Daley e H.
Cheng, Tetrahedron Lett. 37, 3287-3290 (1996);



22

- Come probes per identificare gli amminoacidi del sito attivo degli enzimi
squalene hopene ciclasi e ossidosqualene ciclasi, studiare la loro funzione e
sviluppare nuovi mutanti degli enzimi, utilizzando le biotecnologie
farmaceutiche, K.U. Wendt, K. Poralla e G.E. Schulz, Science 277,
1811-1815 (1997).

Un temadi ricercadi cui mi sono occupato i primi anni dopo la laurea riguarda
lo studio delle micotossine prodotte da funghi inquinanti le derrate alimentari e lo
sviluppo di nuovi antifungini.

Nel 1961 si ¢ aperto un campo nuovo nella patologia, quello delle
micotossicosi, cio¢ delle malattie dovute alle micotossine, metaboliti fungini
secondari inquinanti alimenti per 1'uvomo e mangimi per gli animali, molti dei quali
passano nel latte, nelle carni e nelle uova.

I funghi produttori di micotossine si trovano specialmente nel terreno e da qui
passano nei magazzini, cucine, refettori, silos, laboratori alimentari, farmaceutici.
Quelli finora noti sono piu di 300, ma il loro numero va continuamente salendo.
Essi hanno un vasto spettro di attivita.

L'azione delle micotossine pud essere acuta o cronica. Le micotossine possono
determinare malattie molto varie come leucopenia, agranulocitosi, emorragie,
degenerazioni epatiche, renali, gastriti, sindrome di Reye. Molte possiedono anche
azione cancerogena; questa pud manifestarsi anche dopo 30 o 40 anni o nella
progenie. Le micotossine inducono alterazioni a livello macro-, micro-, sub-
microscopico, biochimico, funzionale, ¢ molte si legano al DNA e all'RNA.

Pertanto, ¢ di primaria importanza la determinazione della qualita e della
quantita delle micotossine negli alimenti. Per gli esami, si ricorre a sistemi
cromatografici, spettrofotometrici, di risonanza magnetica nucleare, di
fluorescenza.

Molti vegetali producono anche sostanze antitumorali. Queste inibiscono la
sintesi del DNA, dell'RNA, delle proteine (I), o agiscono come immunostimolanti
(IT). Al gruppo I appartengono quelle capaci di formare complessi con le basi
puriniche o pirimidiniche o di inibire I'RNA polimerasi e la sintesi proteica. Il
gruppo II ¢ rappresentato da numerosi polisaccaridi aventi la capacita di esaltare le
difese immunitarie.

In quest'ottica, ¢ stata determinata la presenza di varie micotossine in funghi
come Agaricus bisporus (prataiolo coltivato), evidenziando quattro idrazine e vari
sali di diazonio in quantita rilevanti.

Sono state studiate le micotossine di varie specie di Aspergillus, alcune delle
quali altamente cancerogene; funghi inquinanti alimenti vari: cereali, orzo, mais,
segale, grano, avena, semi di caffeé, cacao, arachidi, carni. E' stata determinata
'azione delle micotossine sulle cellule di vari organi di topo, rilevando azione
citotossica, specialmente sui nuclei a carico della cromatina ¢ molte infiltrazioni
parvicellulari. Per alcune di queste sostanze, ¢ stata anche dimostrata attivita
specifica per il DNA delle cellule neoplastiche.
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Altri lavori riguardano la sintesi di nuovi antifungini e la determinazione
dell'attivita verso funghi produttori di micotossine, come varie specie di Fusarium.
Questi funghi sono inquinanti soprattutto di granaglie, anche se tenute a bassa
temperatura con elevata umidita, e producono miscele di tricoteceni cancerogeni.

Abbiamo scritto due libri. Il primo riguarda le micotossine e le sostanze
fungine antitumorali. Queste vengono considerate secondo Il'origine, Ia
composizione chimica, 1 gruppi attivi, l'azione patologica e terapeutica, basandosi
su una bibliografia di piu di 3000 lavori. Nel secondo vengono trattate sostanze di
interesse terapeutico ed alimentare, prodotte da batteri, funghi e piante. Particolare
rilevanza viene data agli antibiotici, compresi quelli poco noti.

Fra gli aspetti peculiari della ricerca farmaceutica tecnologica, vi sono gli studi
rivolti all’ottimizzazione delle caratteristiche farmacocinetiche e farmacodinamiche
di farmaci in uso o in sperimentazione. Nella cosiddetta fase farmacocinetica, ¢
fondamentale lo studio del metabolismo dei farmaci, in quanto da indicazioni
importanti su questioni fondamentali come la biosponibilita e I’assorbimento dei
farmaci, D’effetto di primo passaggio, la biodistribuzione, la circolazione entero-
epatica, gli eventuali effetti tossici e collaterali. Lo studio della farmacocinetica
approfondisce tali aspetti, specie se riguardano problemi di rilascio che possono
avere conseguenze pratiche sulla formulazione. Infatti, i problemi connessi al
metabolismo e alla biodistribuzione del farmaco nell’organismo coinvolgono anche
lo sviluppo di nuovi sistemi di direzionamento e di targeting.

Abbiamo sviluppato ricerche riguardanti sia la farmacocinetica di carattere pre-
clinico, collegata fondamentalmente alla verifica dei nuovi sistemi di
direzionamento, sia di carattere clinico, riguardante lo studio di nuovi farmaci
sintetizzati nel nostro laboratorio, oppure gia in uso clinico come alcuni
antitumorali. Ad esempio, studiando il comportamento farmacocinetico clinico del
Docetaxel in associazione con Epirubicina, ¢ stato osservato un aumento transitorio
della concentrazione plasmatica di quest’ultima, in concomitanza con 1’infusione di
Docetaxel, attribuibile alla presenza del Tween 80 utilizzato per la formulazione
del farmaco. Conseguentemente, abbiamo sviluppato ricerche mirate allo studio di
nuove formulazioni del Docetaxel incorporandolo in liposomi.

Fra gli aspetti applicativi nello sviluppo di un farmaco, vi ¢ lo studio delle
caratteristiche farmacocinetiche cliniche. In particolare, ¢ importante da un punto di
vista pratico appurare se a certe dosi il farmaco ¢ caratterizzato da una
farmacocinetica di tipo non-lineare. In tal caso, la somministrazione deve essere
fatta solo in ambiente ospedaliero e con monitoraggio continuo del farmaco stesso
che consente di stabilire in modo corretto la dose da somministrare e 1’intervallo di
somministrazione. L’alternativa al monitoraggio, che comporta un notevole costo
aggiuntivo, rimane la riformulazione del farmaco in sistemi che consentano di
stabilire la linearita fra dose e concentrazione plasmatica.

Il Paclitaxel (Taxolo), un farmaco di origine naturale isolato dalla corteccia del
Taxus brevifolia, ha trovato larga applicazione clinica nel trattamento di carcinomi
ovarici o mammari resistenti all’azione di farmaci antiblastici. Essendo di natura
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lipofila, pochissimo solubile in acqua, per la sua formulazione viene utilizzato il
Cremophor EL in etanolo, eccipiente tossico, che causa gravi effetti collaterali
come allergie e neutropenia. Si ¢ visto che il Paclitaxel, a dosi relativamente
elevate o con brevi tempi di infusione ha una farmacocinetica non lineare. Tale
effetto & evidente nelle infusioni brevi (< 6 h) e a dosi superiori a 175 mg/m?.

Per questo motivo, abbiamo intrapreso uno studio di monitoraggio clinico del
Paclitaxel alla dose di 175 mg/m? in infusione continua per tre ore in pazienti
affetti da carcinomi ovarico o mammario, resistenti all’azione dei normali farmaci
antiblastici. Utilizzando 1 dati plasmatici sperimentali e quelli di popolazione, sono
stati calcolati i dati farmacocinetici compartimentali € non compartimentali. E’
stata osservata una certa variabilita statisticamente non significativa dei dati
plasmatici che confermano per il Paclitaxel, alle dosi e nei modi di
somministrazione previsti, una farmacocinetica di tipo lineare e non saturabile.

Successivamente € stata studiata la farmacocinetica del Docetaxel, un derivato
semi-sintetico del Paclitaxel, in associazione con Epirubicina, in pazienti affetti da
carcinoma mammario metastatico. L Epirubicina e il Docetaxel, alle dosi di 75 mg/
m?, sono stati somministrati seguendo due diverse procedure che prevedono
rispettivamente la somministrazione di Docetaxel immediatamente dopo la
somministrazione di Epirubicina (10 min), oppure con un intervallo di un’ora. Tale
tipo di somministrazione ¢ stato studiato per valutare una possibile interazione
farmacocinetica o metabolica tra 1 due farmaci che possa determinare
un’eliminazione di tipo saturabile.

Dai calcoli dei parametri farmacocinetici si ¢ vista una diminuzione
significativa della clearance dell’Epirubicina, insieme con un aumento transitorio
della sua concentrazione plasmatica, in corrispondenza con la massima
concentrazione plasmatica del Docetaxel. Questi risultati fanno ritenere che il
Tween 80 utilizzato per la formulazione del farmaco, analogamente al Cremophor
EL, sia responsabile dell’inibizione della pompa Pgp responsabile dello sviluppo
della resistenza cellulare e, di conseguenza, faccia aumentare la concentrazione
plasmatica dell’Epirubicina. Abbiamo valutato questo dato clinico allo scopo di
sviluppare una serie di ricerche finalizzate alla riformulazione del Docetaxel
utilizzando liposomi ed immunoliposomi.

Il Tacrolimus (FK506), un farmaco analogo della Ciclosporina, ¢ in fase di
sperimentazione clinica presso alcune unita di trapianti epatici e renali, come
immunosoppressore. Esso ¢ utilizzato in sostituzione della Ciclosporina o di altri
farmaci immunosoppressori, in caso di rigetto acuto corticoresistente. Il Tacrolimus
richiede normalmente il monitoraggio ematico per due motivi principali: 1) assunto
per os possiede una bassa biodisponibilita; 2) ha un’alta estrazione epatica. Per gli
stessi motivi, alcuni gruppi di ricerca stanno studiando nuove possibili
formulazioni del Tacrolimus che rendano il farmaco piu biodisponibile.

Abbiamo studiato la possibile incorporazione del Tacrolimus in liposomi, per
avere un rilascio costante del farmaco e una riduzione della sua trasformazione
metabolica. Come ricerca clinica si ¢ cercato di valutare 1 livelli plasmatici del
Tacrolimus in pazienti trapiantati di rene in imminente pericolo di rigetto,
utilizzando un nuovo metodo immunoenzimatico (ELISA) PRO-TRAC 1I, e
confrontandolo con il precedente I-IMx. Sono state messe in evidenza variazioni
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significative del tempo di picco in due diverse categorie di popolazioni
evidenziando la notevole variabilita di assorbimento orale del farmaco legato
all’interindividualita e a fattori patologici che condizionano la velocita di
assorbimento e la conseguente estrazione epatica del farmaco.

Il micofenolato di mofetile ¢ I’estere 2-morfinoetilico dell’acido micofenolico.
Esso ¢ indicato, in associazione con la Ciclosporina ed i corticosteroidi, per la
profilassi del rigetto acuto in pazienti con trapianto renale in corso. Il micofenolato
di mofetile ¢ considerato una prodrug, in quanto dopo somministrazione orale viene
in gran parte assorbito e trasformato attraverso un metabolismo pre-sistemico nella
sua forma attiva, I’acido micofenolico. Questo ¢ trasformato in glucuronide e come
tale subisce una circolazione entero-epatica.

Tale comportamento induce ancora una grande variabilita nella biodisponibilita
del farmaco e diverse ricerche di tipo farmaceutico tecnologico applicativo sono in
corso per migliorare 1’assorbimento del farmaco e ridurne il metabolismo. Un
monitoraggio clinico del farmaco in pazienti che hanno subito un trapianto renale
puo essere molto utile per stabilire un corretto dosaggio del farmaco a tempi molto
lunghi, e stabilire se sia necessario sviluppare una nuova formulazione.

Basandoci su queste premesse, abbiamo stabilito I’esistenza di una relazione
stretta e diretta fra dose, livelli plasmatici e peso del paziente e che € necessario
mantenere una concentrazione plasmatica del farmaco superiore a 2 g/ml, per non
avere 1l rischio di rigetto. Inoltre, a differenza di quanto riportato in letteratura, si
osserva nel tempo (fino a 40 giorni) un aumento della concentrazione plasmatica di
farmaco, anche mantenendo invariata la dose giornaliera. Potrebbe quindi essere
utile i1l monitoraggio del farmaco o in alternativa lo studio di una nuova
formulazione che consenta un assorbimento costante del farmaco nel plasma.

Altre ricerche riguardanti la farmacocinetica e il metabolismo dei farmaci sono
state sviluppate specialmente nell’ottica dello studio di metaboliti tossici e reattivi.
I metaboliti reattivi, mediante la formazione di legami covalenti con le
macromolecole biologiche possono provocare la morte o lesioni alle cellule.
Processi mutagenetici, teratogenetici € cancerogenetici sono la conseguenza di
questi eventi. La formazione di un legame stabile tra il farmaco e le proteine
cellulari ¢ anche causa della comparsa di strutture con caratteristiche antigeniche
capaci di provocare una risposta immunitaria diretta contro gli stessi tessuti
(sindromi autoimmuni da farmaci). Queste considerazioni indicano la necessita di
includere studi del metabolismo nei processi generali di progettazione del farmaco
come proposto da Ariens ¢ da Bodor (concetto di soft-drug) che permettano un
miglioramento del loro indice terapeutico.

Numerosi derivati della Teofillina vengono utilizzati nella terapia delle
patologie dell'apparato respiratorio, in particolare nel trattamento dell'asma
bronchiale. Uno dei principali limiti dell'impiego della Teofillina risiede nello
stretto intervallo terapeutico che la caratterizza. Tali effetti sono dovuti
all'interazione con 1 recettori adenosinici per i quali la Teofillina mostra buona
affinita. Sulla scorta di questi dati, sono stati sintetizzati dei derivati analoghi ed
isosteri della Doxofillina. Lo scopo ¢ quello di associare due attivita
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farmacodinamiche nell'ambito della stessa molecola, quella antibroncospastica e
quella mucolitica. Infatti ¢ noto in letteratura che molti derivati solforati possiedono
quest'ultima attivita e vengono impiegati in terapia. Dei composti cosi sintetizzati,
il derivato 1,3-ditiolanico ha mostrato non solo buona attivita antibroncospastica,
ma anche spiccata azione mucolitica. I derivati acetalici e tioacetalici sintetizzati
sono stati utilizzati per uno studio di correlazione struttura-metabolismo in cui si €
valutato il differente comportamento nei confronti dei sistemi enzimatici
microsomiali degli eterocicli 1,3-ditiolano, 1,3-ditiano, 1,3-ossatiolano, 1,3-
diossano. Nel caso del derivato 1,3ditiolanico (ABC 99), ¢ stata osservata la
solfossidazione diastereoselettiva dell'anello tioacetalico con la formazione di una
coppia di solfossidi. Analogo comportamento ¢ stato dimostrato per 1 derivati 1,3-
ditianico e 1,3ossatiolanico; la presenza dell'atomo di zolfo determina una notevole
regioselettivita nel metabolismo di questi derivati e non si ¢ osservata la scissione
dell'anello tioacetalico ciclico. Il derivato diossanico, invece subisce la scissione
dell'anello attraverso una ossidazione enzimatica del carbonio acetalico e un
successivo riarrangiamento che porta alla formazione di una funzione estere
aciclica. Il derivato 1,3-tiazolidinico della teofillina viene ossidato a solfossido che,
a differenza degli altri derivati solforati, risulta instabile formando per idrolisi la 7-
teofillinacetaldeide.

E' stato studiato il metabolismo in vitro dell'antiinfiammatorio a struttura
benzimidazolica KB-1043. Sono stati identificati e sintetizzati 1 metaboliti
provenienti dall'ossidazione in posizione benzilica e dalla successiva conversione
del gruppo alcolico a chetone. E stata osservata anche la formazione di un
coniugato con l'acido glucuronico. Il metabolita con la funzione alcolica presenta
un'attivita antinfiammatoria comparabile a quella del farmaco parente, ma con una
minore attivita ulcerogenica.

Nel caso dello studio del metabolismo del farmaco antiparkinson Budipina,
sono stati isolati ed identificati vari metaboliti come la Budipina Nossido e il
derivato fenolico proveniente dall'ossidazione in posizione para di uno degli anelli
fenilici. Sono stati evidenziati anche 1 prodotti di coniugazione con I'acido
glucuronico e solforico.

Del farmaco antineoplastico Analog II ¢ stato invece chiarito il metabolismo
dell'anello diclorociclopropanico e determinate le strutture di parecchi metaboliti
generati da intermedi reattivi ed instabili.

Nell'intento di caratterizzare meglio le proprieta biologiche dei derivati
azasqualenici, ¢ stata studiata l'azione inibitrice nei confronti dell'attivita
amminopirina N-demetilasica citocromo P450 dipendente. La ICsy per 1 derivati
azasqualenici ed 1 relativi N-ossidi ¢ di circa 1 mM. Del composto 2-aza-2,3-
diidrosqualene sono state determinate la struttura del metabolita N-ossido e la
cinetica di inibizione.

Ora vengono esaminati, in maniera piu approfondita i lavori condotti su questa
linea di ricerca dal 2003 in poi.
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Proseguendo le precedenti ricerche sulla ossidosqualene ciclasi (Schemal), nel
lavoro (92), coordinato da Maurizio Ceruti e dal Professore Seiichi Matsuda
dell’Universita di Houston, Texas, mediante lo sviluppo di un proinibitore
enzimatico, abbiamo dimostrato che lo ione dammarenile ha la configurazione
della catena laterale in 17 e pertanto la sua struttura ¢ la 13b.

Mediante una sintesi stereospecifica, abbiamo ottenuto il 22,23-diidro-20-
ossa-2,3-ossidosqualene 17, un analogo dello squalene epossido, avente un atomo

di ossigeno al posto dell’atomo di carbonio in posizione 20 del substrato (schema
2).
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Schema 2

Abbiamo inserito il gene ricombinante della lupeolo sintasi di Arabidopsis
thaliana (LUP1) in un mutante di lievito privo di qualsiasi ciclasi. L’espressione di
LUP1 nel lievito ha fornito un’elevata attivita enzimatica, priva di qualsiasi altra
ciclasi. L’incubazione in vitro di lisato di lievito contenente la LUP1 ricombinante,
con D’enoletere 17 precedentemente sintetizzato, ha fornito il prodotto di
biociclizzazione, il 3B-idrossi-22,23,24,25,26,27-esanordammaran-20-one  20.
Complessi studi analitico-strumentali (vedere lavoro 7 e supplementary material)
hanno assegnato in modo univoco la configurazione B alla catena laterale in 17. Il
derivato 20 puo essere razionalizzato come il prodotto idrolitico dell’emichetale 19,
che deriva dal catione tetraciclico 18 per reazione con acqua, presente nel sito
attivo dell’enzima. La configurazione 17f del catione dammarenile ¢ congelata nel
derivato dammaranico 20 ottenuto per biociclizzazione del proinibitore 17.

Inoltre abbiamo condotto studi di meccanica molecolare (vedere lavoro 7 e
supplementary material). I calcoli di meccanica molecolare mostrano che la 20-
ossa sostituzione ha un effetto trascurabile sul legame del substrato e sulle energie
di attivazione della reazione, che portano agli epimeri dello ione dammarenile 13a
e 13b. Gli studi di “molecular modeling” indicano che, a causa della limitata liberta
rotazionale nella cavita del sito attivo della ciclasi, la configurazione dello ione
dammarenile puo essere dedotta dalla configurazione del metile angolare del
derivato pentaciclico o del derivato tetraciclico 6-6-6-6.

Nel lavoro (86) sono stati ottenuti nuovi vinilsulfuri analoghi dello squalene
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epossido troncato 21-27 (figura 1), in cui la funzione reattiva ¢ stata posta
adiacente agli atomi di carbonio dello squalene epossido, coinvolti nella
formazione del terzo o del quarto ciclo. Questi sono stati studiati come inibitori
della ossidosqualene ciclasi di fegato di maiale e di Saccharomyces cerevisiae e
della squalene-hopene ciclasi di Alicyclobacillus acidocaldarius.

Negli isomeri 21, 22, 23, 24 e 25, il solfuro coniugato aumenta notevolmente la
stabilita del carbocatione formato dall’enzima. Dopo biociclizzazione dei
proinibitori 21-27, la carica positiva del carbocatione intermedio formato
dall’enzima risulta delocalizzata tra il sistema coniugato e lo zolfo adiacente, e lo
ione tiocarbenio puo reagire con i residui nucleofili del sito attivo dell’enzima.

I metiltio derivati 21, 22, 23 e 24 sono stati ottenuti mediante un nuovo metodo
di sintesi stereospecifica e I’isomeria ¢ stata assegnata da studi di analisi NMR,
mentre 1 feniltio derivati 25, 26 ¢ 27 sono stati ottenuti in miscele £ + Z.

I composti hanno mostrato un’elevata attivita di inibizione della ossidosqualene
ciclasi animale e di lievito e della squalene hopene-ciclasi di Alicyclobacillus
acidocaldarius, con selettivita verso le varie ciclasi. I metiltio derivati coniugati 21
e 22 sono risultati dei proinibitori potenti e specifici verso la ossidosqualene ciclasi
di lievito, con una ICs, rispettivamente di 0,4 ¢ 0,9 uM. I feniltio derivati 25, 26 ¢
27 sono risultati meno attivi verso la ciclasi animale e di lievito, probabilmente a
causa dell’ingombro sterico del fenile. Al contrario, 1 feniltio derivati hanno
mostrato una buona attivitd verso la squalene-hopene ciclasi, che permette
I’inserimento nel suo sito attivo di gruppi dotati di maggiore ingombro sterico.
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Nel lavoro (94) sono stati studiati vari analoghi dello squalene e dello squalene
epossido, appositamente sintetizzati, nell’attivita di inibizione della ossidosqualene
ciclasi di Trypanosoma cruzi espressa in Saccharomyces cerevisiae, comparandola
con I’attivita inibitoria verso le ciclasi animale ed il lievito.

Il Trypanosoma cruzi € un protozoo patogeno responsabile della malattia di
Chagas. Esso, come altri protozoi patogeni, non puo sostituire gli steroli da esso
biosintetizzati con il colesterolo biosintetizzato dalle cellule del mammifero ospite,
per cui inibitori specifici della biosintesi degli steroli del protozoo possono essere
utili come farmaci antiprotozoari.

Abbiamo sintetizzato e testato attivita di 19 composti, 1 derivati squalenici
21-39 (figura 2).

I derivati azasqualenici sono stati progettati come analoghi dei carbocationi ad
alta energia generati al C-2 dopo ’apertura dell’anello epossidico, come 1 composti
28 ¢ 29, o analoghi del carbocatione generato dopo la chiusura del 4° anello, come
il composto 30. Questi non hanno mostrato specificita verso la ciclasi di
Trypanosoma cruzi rispetto alle ciclasi animale e di lievito. Analogamente i
derivati 29-metilidenici 31, 32, 33 ¢ 34, che sono risultati inibitori irreversibili
verso le varie ciclasi, pur essendo molto attivi, mancano di specificita verso la
ciclasi di Trypanosoma cruzi.

Nella serie dei viniltio derivati, abbiamo trovato una potente attivita inibitoria
verso la ossidosqualene ciclasi di Trypanosoma cruzi. Questi composti sono stati
progettati come profarmaci, dato che necessitano per ’attivazione di una parziale
ciclizzazione nel sito attivo enzimatico. A causa delle eccellenti proprieta dello
zolfo, m e o- donatrici, nello stabilizzare il carbonio in a elettron-deficiente, essi
possono generare intermedi carbocationici relativamente stabili che interagiscono
fortemente con 1 residui nucleofili amminoacidici dell’enzima.

I metilsolfuri non coniugati come il derivato 36, o coniugati come gli isomeri
21 e 22, sono risultati inibitori potenti e selettivi verso la ciclasi di Saccharomyces
cerevisiae; al contrario 1 fenilsolfuri come 26, 27 ¢ 39 sono risultati dei deboli
inibitori delle ciclasi animale e di lievito, e inibitori potenti e specifici verso
I’enzima di Trypanosoma cruzi, con un’attivita fino a 100 volte superiore rispetto a
quella sull’enzima di mammifero.

Data la carenza di farmaci specifici verso il Trypanosoma cruzi e analoghi
patogeni, ¢ in progetto lo studio dell’attivita in vitro dei profarmaci viniltio derivati
26, 27 ¢ 39 su colture di Trypanosoma cruzi e di protozoi analoghi ad elevata
patogenicita.
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Nel lavoro (93) sono state sviluppate due nuove molecole reattive verso 1 tioli
ed ¢ stata studiata la loro attivita biologica su due mutanti della squalene-hopene
ciclasi di Alicyclobacillus acidocaldarius, costruiti apposta per questo scopo. Le
due nuove molecole sono la N-dodeciliodoacetammide 40 e la N-
squaleniliodoacetammide 41 (figura 3).
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Figura 3

La N-dodeciliodoacetammide 40 ¢ stata ottenuta in due passaggi a partire dalla
dodecilammina, mentre per la sintesi della N-squaleniliodoacetammide 41 sono
stati necessari otto passaggi a partire dallo squalene.

Abbiamo costruito due mutanti della squalene-hopene ciclasi di
Alicyclobacillus acidocaldarius. Nel quintuplo mutante, tutti 1 cinque residui
cisteinici sono stati sostituiti con una serina, mentre nel sestuplo mutante, in
aggiunta alla sostituzione dei cinque residui cisteinici, anche 1’aspartato D376, che
si trova alla sommita del sito attivo, € stato sostituito con una cisteina.

Abbiamo studiato I’effetto delle due nuove molecole reattive verso 1 tioli 40 e
41 verso 1 due mutanti della ciclasi di Alicyclobacillus acidocaldarius, per
identificare il primo inibitore irreversibile in grado di legarsi covalentemente al sito
attivo e che mima la struttura ed il ripiegamento del substrato naturale. La struttura
squalenica o dodecilica di questi inibitori dovrebbe permettere loro di entrare nella
cavita lipofila del sito attivo enzimatico, mentre la funzione iodoacetammidica
dovrebbe reagire in modo specifico verso 1 residui di cisteina localizzati in
posizioni critiche.

Dato che il quintuplo mutante ¢ privo di tutti 1 residui di cisteina presenti
nell’enzima non mutato, gli inibitori reattivi verso i tioli dovrebbero risultare
inattivi e naturalmente reversibili verso questo mutante, mentre dovrebbero
inattivare irreversibilmente il sestuplo mutante che contiene una cisteina nel sito
attivo. Abbiamo osservato che il sestuplo mutante ha perso la capacita di ciclizzare
lo squalene, per cui I’attivita dei due derivati iodoacetammidici 40 e 41, ¢ stata
testata verso [Dattivita ciclizzante lo squalene epossido. La N-
dodeciliodoacetammide 40 ha mostrato una scarsa attivita verso entrambi 1 mutanti,
mentre la N-squaleniliodoacetammide 41 ha mostrato una maggiore attivita
inibitoria verso il sestuplo mutante, rispetto al quintuplo mutante. E’ stata poi
testata I’irreversibilita dell’inattivazione della N-squaleniliodoacetammide 41 sul
sestuplo mutante, che ¢ risultato un buon inibitore irreversibile.
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Recentemente ¢ stata cristallizzata la ossidosqualene ciclasi umana ed ¢ stata
determinata la struttura dell’enzima 3-D. Abbiamo in progetto di legare
irreversibilmente una molecola analoga di substrato con un gruppo reattivo verso i
tioli, come la N-squaleniliodoacetammide 41, alla ossidosqualene ciclasi umana
che possiede tre residui cisteinici situati in posizioni critiche, per ottenere un
complesso stabile tra 1’enzima e la molecola squalenica. La cristallizzazione del
complesso enzima-inibitore e la determinazione della struttura 3-D risulterebbero di
grande importanza per chiarire il meccanismo con cui una molecola squalenica si
ripiega nel sito attivo della ossidosqualene ciclasi umana.

Il lavoro (95) riguarda I’attivita antifungina e citotossica di due inibitori della
ossidosqualene ciclasi, la squalene bis-dietilammina 42 e lo squalene bis-
dietilmetilammonio ioduro 43 (figura 4). I derivati azasqualenici mimano
I’intermedio carbocationico al carbonio 2 generato dall’apertura dell’anello
epossidico dello squalene epossido 7 da parte della ciclasi. Nei composti 42 ¢ 43,
I’atomo di carbonio in posizione 2, carico positivamente, ¢ stato sostituito con un
atomo di azoto, che ¢ protonato a pH fisiologico.

N

Figura 4

Molti farmaci antifungini agiscono inibendo vari enzimi della biosintesi degli
steroli: le allilammine, come la terbinafina, inibiscono specificatamente la squalene
epossidasi fungina, mentre gli azoli, come il miconazolo ed il chetoconazolo
inibiscono la lanosterolo Cis-demetilasi. Nell’ultimo decennio si ¢ verificato un
notevole sviluppo della resistenza verso gli antifungini di uso corrente; per questo,
¢ stata focalizzata ’attenzione nel comprendere i meccanismi di sviluppo della
resistenza, insieme alla progettazione di nuovi antifungini per il trattamento delle
infezioni causate dai ceppi resistenti.

In quest’ottica, abbiamo studiato 1’attivita fungistatica e fungicida dei due
inibitori a struttura azasqualenica, 42 e 43, verso i dermatofiti ed altri funghi
responsabili di micosi cutanee e sistemiche, su 12 isolati da 7 specie fungine. Per
ogni isolato, sono state determinate la minima concentrazione inibente (MIC) e la
minima concentrazione fungicida (MFC), usando una tecnica da noi messa a punto
in studi precedenti. Mentre in passato, la determinazione della MIC di un
antifungino era considerata il parametro fondamentale per dimostrare la sua
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efficacia, oggi molti ritengono 1 dati della MFC meglio correlabili nella pratica
clinica, perché questi misurano I’effettiva capacita di un antifungino ad uccidere il
microrganismo. Per questi motivi, abbiamo determinato per ogni fungo entrambi 1
parametri.

I derivati azasqualenici 42 e 43 sono risultati molto attivi verso la maggior
parte dei funghi esaminati, ed il derivato ammonico quaternario 43 ¢ risultato
mediamente piu potente, con valori di MIC compresi tra 1,5 e 12,5 pg/ml verso la
maggior parte dei funghi studiati, e valori di MFC compresi tra 3 € 25 ug/ml verso
molti dei ceppi analizzati. I derivati 42 e 43 hanno mostrato un’attivita fungistatica
e fungicida mediamente superiore a quella degli antimicotici piu utilizzati in
terapia, come gli azoli, le allilammine e I’anfotericina B. Infine, in prospettiva di
un possibile utilizzo di questi composti come antimicotici, abbiamo studiato la loro
tossicita su colture cellulari delle linee MDCK di rene di cane, verso le quali sono
risultati tossici a concentrazioni molto piu elevate rispetto a quelle necessarie per
esplicare I’attivita antifungina.

Nel lavoro (91) abbiamo sintetizzato e studiato I’attivita citotossica ed
antiproliferativa verso colture di cellule tumorali di 20 nuovi derivati tetraciclici a
struttura  bis-triazolobenzodiazepinica. Questo studio ¢ stato condotto in
collaborazione con 1 gruppi di ricerca dei Professori Mario Di Braccio e Giorgio
Roma dell’Universita degli Studi di Genova. I metodi sintetici sono stati sviluppati
per ottenere i prodotti grezzi il piu possibile privi di altri sottoprodotti, cosi da
semplificare 1 successivi stadi di purificazione.

Abbiamo sviluppato la sintesi dei derivati 9-non sostituiti 44-46 ¢ 48-50 e di
quelli 9-metil-sostituiti 47 e 51-57 (tabella 1).

Data I’importanza della sostituzione in 9 nel determinare 1’attivita biologica,
abbiamo ottenuto anche 1 derivati 9-[(dimetilammino)metilene] 58, il 9-cloro 59, il
9,9-dicloro 60 e i1 9-(dialchilammino) 61 e 62. Inoltre abbiamo modificato il
sistema triazolico, sintetizzando il derivato bis-triazolone 63.

La sintesi dei nuovi derivati ¢ stata sviluppata in otto passaggi, a partire dal
monoetil malonato, a cui si rimanda per 1 dettagli sintetici alla pubblicazione. Le
analisi '"H-NMR hanno evidenziato che I’anello eptatomico benzodiazepinico ¢&
bloccato in una sola conformazione a barca, € non avviene Inversione
conformazionale a causa dei sostituenti R’’’ degli anelli triazolici. Infatti, nei
derivati 9 non sostituiti, 1 due protoni al C-9 sono diastereotopici € mostrano due
segnali distinti. Quando il C-9 ¢ sostituito con un gruppo alchilico, la barriera di
interconversione tra i due conformeri risulta ancora piu elevata ed il sostituente R si
trova nella posizione quasi-equatoriale, termodinamicamente piu stabile.

Tabella 1
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Abbiamo testato 1 composti in vitro per ’attivita citotossica verso le cellule
MT-4 ed anti HIV-1. A differenza della Nevirapina (tabella 1), che possiede una
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spiccata attivita anti HIV-1, ma ¢ priva di attivita citotossica, nessuno dei 20
composti ha mostrato attivita anti HIV-1, ma 6 composti hanno mostrato una
notevole attivita citotossica (CCsy < 50 uM). I sostituenti fenilici in R’’’ hanno
portato ad una elevata citotossicitd, come nei derivati 46 e¢ 47. Anche alcuni
derivati del composto 46, variamente sostituiti in posizione 9, hanno dato ottimi
risultati, come ad esempio il 9-cloro derivato 59 che ¢ risultato il piu attivo della
serie.

I derivati dotati di maggiore tossicitd sono stati poi studiati nell’attivita
antiproliferativa in vitro verso varie linee cellulari derivate da tumori umani
ematologici o solidi. Tutti 1 composti hanno mostrato un’elevata attivita
antiproliferativa verso le cellule derivate da tumori ematologici, mentre solo 1
derivati 54 e 59 sono risultati molto attivi e specifici anche verso alcuni tumori
solidi, in quanto alle stesse concentrazioni non hanno mostrato attivita
antiproliferativa verso colture cellulari derivate da cellule normali.

Veicolazione e direzionamento di farmaci e di profarmaci: nuovi sistemi
liposomiali e nanoparticellari
(42,45,46,51,54,64,73,76,79,83,85,87,88,89,90,72*,75*,76*,77*)

Questa linea di ricerca si ¢ basata sulla ricerca e lo sviluppo di un approccio
razionale ed innovativo nel trattamento di neoplasie. In particolare sono stati
ricercati e sintetizzati nuovi agenti farmacologicamente attivi in grado di
raggiungere e penetrare attraverso la massa cellulare.

Il bersaglio tumorale verso il quale sono state sviluppate alcune delle nostre
ricerche ¢ rappresentato dai carcinomi del colon, in quanto questi sono tra le piu
frequenti forme neoplastiche maligne umane, producono sintomi in fase
relativamente precoce e sono potenzialmente guaribili con la resezione chirurgica.
Nonostante cio, il carcinoma del colon rappresenta ancora una delle cause piu
frequenti di morte per tumore. Fino ad oggi, il trattamento chemioterapico delle
suddette forme carcinomatose ha fornito risultati poco significativi anche
utilizzando farmaci ad elevata tossicita. Infatti 1 principali requisiti richiesti ai
farmaci antitumorali sono un'elevata capacita di intossicazione delle cellule
bersaglio legata ad una altrettanto elevata specificita.

Sono state valutate diverse classi di agenti tossici ed ¢ stata focalizzata
l'attenzione su un gruppo di proteine vegetali, denominate anche RIP (Ribosome
Inactivating Protein), in grado di esplicare un'elevata tossicita data dalla loro
intrinseca capacita catalitica nei confronti dei ribosomi cellulari; infatti gia a
concentrazioni 107> M sono in grado di causare la morte delle cellule.

Successivamente alla scelta della RIP si procede alla riduzione della sua attivita
tossica sistemica incrementandone contemporaneamente la specificita mediante la
coniugazione con polimeri biodegradabili o con anticorpi monoclonali (MAD).
L'utilizzo delle RIP I (cio¢ a singola catena polipeptidica) richiede uno studio
approfondito sulla natura del legame MAD-RIP anche allo scopo di poterne
modificare le caratteristiche al fine di avere il rilascio del tossoforo nelle condizioni
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piu opportune. La lunghezza di legame ed il mantenimento della carica superficiale
proteica sono determinanti sull'attivita dell'immunoconiugato. Dalla letteratura
risulta infatti che l'attivita catalitica di molte RIP I si riduce in seguito
all'inevitabile derivatizzazione chimica richiesta nella preparazione di IT. In
particolare, 1 leganti commerciali normalmente utilizzati comportano una riduzione
del 50-60% dell'attivita tossica.

E stata quindi progettata la sintesi di nuovi leganti eterobifunzionali
caratterizzati da un gruppo tioamidinico in grado di legarsi ai gruppi amminici €-
terminali delle lisine, mantenendone completamente la carica positiva. Il secondo
gruppo reattivo ¢ stato modulato al fine di ottenere leganti solubili, stabili ed in
grado di produrre coniugati in buone rese. In base ad una valutazione complessiva
del lavoro preliminare sono stati scelti 1 sistemi leganti: AMPT
(acetilmercaptopropioniltioimidato di etile) e CDPT [3-(4-
carbossiammidofenilditio)propioniltioimidato di etile]. Questi reattivi presentano
buone caratteristiche chimico-fisiche, nonché un'elevata capacita derivatizzante la
RIP senza ridurne l'intrinseca capacita tossica. L'utilizzo combinato dei due reattivi
tioimidati eterobifunzionali porta alla formazione di una popolazione omogenea di
immunoconiugato in resa elevata. Questo coniugato si ¢ dimostrato specifico ed
altamente attivo in vitro sulle linee cellulari bersaglio.

Parallelamente sono state sviluppate tecniche di legame innovative che
prevedono 1'uso di coloranti di tipo triazinantrachinonsolfonici (Procion Blue e
Cibacron Blue) capaci di interagire in maniera non covalente con alcuni siti
specifici delle tossine vegetali. Questo ¢ possibile sfruttando l'interazione
principalmente a carattere ionico, fra le RIP di tipo I (dotate di elevata basicita) ed i
gruppi solfonici presenti sul colorante. La costante di affinita fra questi coloranti e
le RIP ¢ dell'ordine di 10" M, quindi sufficientemente elevata per generare
coniugati stabili anche in vivo. Infatti, 1 coniugati sintetizzati con questa tecnica
mostrano, in base ad un approfondito studio farmacocinetico, un’emivita
paragonabile a quella dei coniugati realizzati con un ponte disolfuro protetto.
L’applicazione di questa tecnica per preparare IT presenta inoltre un'elevata resa di
coniugazione ¢ la possibilita di non danneggiare con leganti eterobifunzionali la
tossina.

L'attivita tossica e la specificita anticorpale risultano sostanzialmente inalterate
da questa procedura di coniugazione. Sono stati prodotti diversi coniugati
utilizzando le RIP vegetali: gelonina, momordina, colocina, briodina,
momorcochina. La realizzazione della sintesi di una serie di coniugati, differenti
nell’unita tossica ma identici nella parte anticorpale, permette di ridurre
l'immunogenicita del trattamento terapeutico. E quindi, possibile realizzare un
'panel' di immunotossine utilizzando una sola procedura di coniugazione, veloce ed
efficiente, ottenendo una tossicita specifica elevata.

Sempre sfruttando l'interazione delle RIP I con questi coloranti ¢ stata messa a
punto un’ulteriore procedura di sintesi di coniugati, definita “in fase solida”. Lo
scopo di questo studio si prefiggeva la riduzione degli stadi di purificazione,
ipotizzando un processo di coniugazione automatizzato. In particolare, la proteina
tossica viene ancorata su una fase cromatografica di affinitd e successivamente
viene derivatizzata in situ con opportuni leganti; in ultimo avviene la coniugazione
con un MADb precedentemente derivatizzato. Con questa procedura di sintesi,
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rimuovendo in un secondo tempo completamente 1'anticorpo non coniugato, I'lIT
viene recuperata in rese elevate.

Nel corso degli studi sulle IT ¢ emersa la necessita di studiare in maniera
approfondita la capacita di veicolamento degli anticorpi. E necessario infatti uno
studio sul legame MAb-superficie cellulare e sulla successiva internalizzazione
proteica per poter predire l'azione delle IT sintetizzate. In quest'ottica, al fine di
evidenziare meglio il legame antigene-anticorpo, si ¢ sintetizzato un linker
radioattivo [acido 2,3,4,5-tetraidrossi-5-(4-idrossifenil)valerico] labile all'azione
dell'acido periodico. Inizialmente sono stati sintetizzati derivati anticorpali, la
stabilita e 1'efficacia dei quali sono state successivamente valutate su linee cellulari
tumorali target.

Nonostante 1 coniugati con le RIP I mostrino una scarsa tossicita sistemica,
grazie al veicolamento del MADb, si rende a volte indispensabile 1'uso di sostanze
potenzianti la citotossicita specifica. Tra questi prodotti vi sono: ammine
lisosomotrope, ionofori, inibitori di enzimi lisosomiali. Una delle sostanze che
permette di ottenere un elevato rapporto fra potenziamento e attivita intrinseca ¢ lo
ionoforo monensina. Infatti, l'attivita di IT composte dalla catena A della ricina e
MADb si incrementa anche di 2500 volte. E stato progettato e portato a termine uno
studio di correlazione di struttura-attivita di analoghi della monensina allo scopo di
aumentare l'attivita potenziante limitando la tossicita cellulare. I derivati sintetici
della monensina sono stati caratterizzati anche per quanto riguarda l'idrofilicita e la
capacita di agire come ionofori. Sono stati ottenuti composti piu polari, con una
tossicita circa 200 volte minore della monensina, ed altri con minore polarita dotati
sia di maggiore capacita ionoforetica che potenziante.

Un’altra classe di leganti, ottenuta da noi, ¢ rappresentata da nuovi derivati del
metossipolietilenglicole (mPEG), contenenti un gruppo reattivo tioimidoestere.
Questi leganti reagiscono con gli €-ammino gruppi delle lisine dell’opportuna
proteina, formando un legame amidinico, come discusso precedentemente. Sono
stati ottenuti mPEG di pesi molecolari di 2000 e 5000 Da e sono stati preparati due
tipi di legami introducendo spaziatori di diverse lunghezze tra il gruppo ossidrilico
del polimero e il tioimidato.

E’ stata testata la reattivita verso gli €-ammino gruppi delle lisine utilizzando
come modello I’albumina umana, ed ¢ stato valutato il grado di derivatizzazione.
L’incremento del peso molecolare dei coniugati ¢ stato analizzato mediante gel-
filtrazione e elettroforesi. Abbiamo osservato che il grado di derivatizzazione
aumenta incrementando gli eccessi di mPEG e la lunghezza dello spacer. Abbiamo
studiato la farmacocinetica delle proteina nativa e di quella modificata con PEG,
osservando un incremento dell’emivita plasmatica dopo la modificazione.

Abbiamo sviluppato coniugati mPEG-albumina umana-Paclitaxel. Il Paclitaxel
(Taxolo) ¢ un diterpene isolato dal Taxus brevifolia, approvato dal FDA per il
trattamento del carcinoma ovarico € mammario platino-resistente.

Per incrementare I’attivita chemioterapica, abbiamo proposto la sua coniugazione
con uno stabile carrier del farmaco a struttura macromolecolare: 1’albumina umana.
Infatti, ¢ stato osservato che le macromolecole come 1’albumina, le globuline e 1
polimeri sintetici si accumulano preferenzialmente nei tessuti tumorali, a causa
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dell’incremento dalla permeabilita vascolare e dei prolungati tempi di ritenzione
negli interstizi tumorali, a causa dell’ostruzione del drenaggio linfatico.

Il polimero ¢ stato attivato con un gruppo tioimidoestere che reagisce con gli €-
ammino gruppi delle lisine della proteina. Sono stati impiegati mPEG con peso
molecolare di 2000 e 5000 Da, e sono stati ottenuti diversi coniugati impiegando
diversi eccessi molari del polimero. Il peso molecolare ¢ stato valutato mediante
gel-filtrazione e SDS-PAGE. Il grado di derivatizzazione ¢ stato stimato dopo ogni
reazione di derivatizzazione mediante il metodo TNBS.

E’ stata valutata I’attivitd su diverse linee cellulari tumorali umane. Il
comportamento farmacocinetico € stato studiato in topi Balb/c dopo iniezione iv e
ip. Sono stati preparati due tipi di coniugati per seguire separatamente il
comportamento della proteina e il rilascio di Paclitaxel. Questi coniugati hanno
mostrato un incremento nella stabilita plasmatica del Paclitaxel aumentandone di
conseguenza I’attivita antitumorale.

Infine, abbiamo sviluppato nuove formulazioni del Paclitaxel e di alcune sue
prodrugs. A causa della scarsa solubilita in acqua, il Paclitaxel ¢ somministrato
sciolto in Cremophor EL (olio di ricino poliossietilato) ed etanolo. Tale
formulazione causa seri effetti collaterali (ipersensibilita allergica, effetti
neurotossici) e obbliga 1 pazienti ad una pre-medicazione con antistaminici.

Per ridurre questi problemi, abbiamo studiato formulazioni alternative meno
tossiche, come I’incorporazione del farmaco in liposomi. In particolare abbiamo
confrontato due tipi di liposomi: 1) liposomi convenzionali PC/PG 9:1; 2) liposomi
modificati con PEG, potenzialmente a lunga emivita (stealth). Questi ultimi si sono
dimostrati meno stabili durante la conservazione e piu stabili nel plasma a 37°.
Inoltre, 1 liposomi stealth contenenti Paclitaxel, rispetto ai liposomi convenzionali,
hanno mostrato una lunga circolazione plasmatica e un trascurabile uptake da parte
degli organi RES (fegato e milza). Tutti questi elementi concorrono a ritenere che il
Paclitaxel veicolato in tali preparazioni presenti caratteristiche di stabilita e di
farmacocinetica nettamente migliori rispetto alla formulazione commerciale.

E’ possibile aumentare la solubilita in acqua del Paclitaxel, sintetizzando
prodrugs solubili in acqua e sufficientemente stabili sia alla conservazione sia nel
plasma. Un ulteriore sviluppo potrebbe riguardare 1’incapsulazione di prodrugs del
Paclitaxel solubili in liposomi. In tal modo si avrebbe una maggiore stabilita del
farmaco, un miglioramento delle sue caratteristiche farmacocinetiche ed una
maggiore quantitd di farmaco incorporato nelle vescicole lipidiche. Infatti, uno
degli aspetti limitanti 1’uso terapeutico del Paclitaxel incorporato in liposomi
convenzionali, ¢ la modesta concentrazione del farmaco presente all’interno delle
vescicole lipidiche, tale da raggiungere appena una concentrazione di 1 mg/ml,
insufficiente a raggiungere la minima concentrazione terapeutica.

Abbiamo incapsulato in liposomi tre diverse prodrugs solubili del Paclitaxel: 1)
il 2’-succinil estere; 2) il derivato 2’-metilpiridinio acetato; 3) il 2’-estere con il
PEG. Quest’ultimo risulta avere le caratteristiche migliori come solubilizzante in
acqua, relativa stabilita alla conservazione a pH leggermente acido, un tempo di
idrolisi nel plasma abbastanza rapido (t;» = 30 min). Con una formulazione
liposomiale PC/PG/col 9:1:5, 1 liposomi contenenti Paclitaxel-2’-PEG-estere hanno
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incorporato fino a 6.5 mg/ml di farmaco, sono risultati stabili per almeno due mesi
e non hanno presentato sintomi di aggregazione o fusione delle particelle lipidiche.

La citotossicita in vitro su cellule di adenocarcinoma umano ¢ risultata simile a
quella del farmaco parente: cido dimostra un pronta idrolisi delle prodrugs ed il
conseguente rilascio del farmaco libero. I parametri farmacocinetici ottenuti dopo
somministrazione dei liposomi per via ev hanno mostrato che i liposomi contenenti
il PEG-estere del Paclitaxel sono caratterizzati da un’emivita plasmatica piu lunga,
una clearance minore ¢ una AUC superiore rispetto ai corrispondenti valori
riscontrati con il Paclitaxel veicolato in liposomi convenzionali.

Ora vengono esaminati, in maniera piu approfondita i lavori condotti su questa
linea di ricerca dal 2003 in poi.

Il lavoro (89) tratta la sintesi di nuovi profarmaci della Gemcitabina, la loro
incorporazione in varie formulazioni liposomiali, la caratterizzazione, gli studi di
stabilita dei profarmaci e dei sistemi liposomiali, la citotossicita e Ila
farmacocinetica.

La Gemcitabina o 2’,2’-difluorodesossicitidina 64 (schema 3) ¢ un
antimetabolita pirimidinico strutturalmente e farmacologicamente simile alla
Citarabina.

La Gemcitabina ¢ indicata nella cura del tumore del pancreas e del tumore
polmonare non a piccole cellule, ma ¢ anche attiva verso molti altri tumori solidi.
La sua attivazione necessita della fosforilazione intracellulare al derivato 5°-
trifosfato che viene incorporato al terminale di una catena di DNA in formazione.
Un problema che si riscontra nel suo utilizzo ¢ la rapida deamminazione da parte
della citidina deaminasi nel sangue, fegato, rene ed altri tessuti, al metabolita
inattivo, la 2’,2’-difluorodesossiuridina. Per questo motivo, essa possiede
un’emivita plasmatica molto breve, di 8-17 min.

0
NH2 NH*C*(CHz)n*CHg
= =
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4 n=16 4-(N)-stearoyl-gemcitabine

Schema 3
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Per migliorare la stabilitd metabolica della Gemcitabina e quindi [l'attivita
citotossica, si ¢ provato a somministrarla incorporata in liposomi; perod a causa del
basso peso molecolare e della elevata idrosolubilita, essa diffonde rapidamente
attraverso 1 liposomi, limitando 1’efficacia dell’incorporazione e I’utilita clinica di
queste formulazioni. Per rallentarne la degradazione metabolica, abbiamo
sintetizzato una serie di suoi profarmaci a lipofilia crescente e 1li abbiamo
incorporati nei liposomi.

Abbiamo sintetizzato i derivati 4-(N)-valeroile 65, 4-(N)-eptanoile 66, 4-(N)-
lauroile 67 e 4-(N)-stearoile 68 (schema 3), secondo due diversi metodi. Il primo
prevede la reazione dell’etil clorocarbonato e dell’acido grasso corrispondente, in
presenza di trietilammina, per dare I’anidride mista intermedia. Alla miscela di
reazione contenente 1’anidride, viene direttamente aggiunta la Gemcitabina,
fornendo il profarmaco ammidico con rese elevate. Mediante il secondo metodo,
I’anidride lipofila viene fatta reagire direttamente con la Gemcitabina; questa
sintesi ¢ risultata meno specifica della precedente ed ha fornito rese piu basse.

Abbiamo ottenuto liposomi di varia composizione e studiato 1’efficienza
dell’incorporazione in funzione della polarita del farmaco. In generale,
I’incorporazione della Gemcitabina ¢ risultata molto bassa. Le varie formulazioni
liposomiali hanno mostrato una bassa efficienza d’incorporazione dei profarmaci
meno lipofili: per la 4-(N)-valeroilgemcitabina 65, si ¢ arrivati al massimo a 0,3 di
frazione molare rispetto alle moli di lipide; per la 4-(N)-eptanoilgemcitabina 66, il
valore ¢ risultato dell’1,7%. I risultati migliori sono stati ottenuti con la 4-(N)-
lauroilgemcitabina 67 e con la 4-(N)-stearoilgemcitabina 68. Per esempio, i
liposomi composti da distearoilfosfatidilcolina / distearoilfosfatidilglicerolo, 9/1,
con il 20% di colesterolo, hanno fornito un’elevata incorporazione di profarmaco:
sia per il lauroil- 67 che per lo stearoil-derivato 68 si ¢ arrivati al 25% di frazione
molare.

Abbiamo poi testato la stabilita a diversi pH dei due profarmaci piu interessanti
la lauroil- 67 e la stearoilgemcitabina 68. In vari tamponi a pH compresitra4 ¢ 9, a
37 °C, essi sono rimasti inalterati per piu di 24 h a 37 °C, confermando I’elevata
stabilita del legame ammidico. Anche nel plasma, i1 profarmaci 67 ¢ 68 hanno
mostrato un’elevata stabilita ed una notevole resistenza alla deamminazione. A
differenza della Gemcitabina che viene rapidamente degradata nel plasma, la
cinetica di degradazione a 37 °C ha mostrato che dopo 8 h ¢ ancora presente il 90%
di profarmaco inalterato, mentre dopo 24 h ne ¢ ancora presente piu del 60%.

Per valutare I’idrolisi selettiva del legame ammidico dei lauroil e stearoil
derivati della Gemcitabina all’interno della cellula da parte degli enzimi
lisosomiali, li abbiamo incubati con le catepsine B e D. Dopo 24 h, il 60% del
profarmaco aveva subito idrolisi del legame ammidico, senza verificarsi
degradazione della Gemcitabina libera.

Abbiamo studiato la stabilita delle varie formulazioni liposomiali contenenti la
lauroil- 67 e la stearoilgemcitabina 68 in tampone a pH 7,4, a 4 °C. La piu stabile ¢
stata quella composta da distearoilfosfatidilcolina / distearoilfosfatidilglicerolo, 9:1,
con o senza colesterolo, che ha mantenuto inalterato 1l contenuto di farmaco anche
dopo 21 giorni.

Abbiamo studiato la citotossicita della lauroilgemcitabina 67 e della
stearoilgemcitabina 68, sia da sole, che nella formulazione liposomiale
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precedentemente descritta, su culture cellulari di adenocarcinoma HT-29 del colon
e di carcinoma KB nasofaringeo. Esse hanno mostrato una attivita citotossica da 2
a 5 volte superiore a quella della Gemcitabina 64 e la citotossicitd ¢ rimasta
invariata dopo I’incorporazione nei liposomi.

Infine abbiamo studiato la farmacocinetica su topo della 4-(N)-
stearoilgemcitabina 68, sia da sola che in formulazione liposomiale, somministrata
per bolo endovenoso, comparandola con quella della Gemcitabina 64. Abbiamo
determinato tutti 1 parametri farmacocinetici, dai quali si pud osservare che
I’incorporazione della 4-(N)-stearoilgemcitabina 68 nei liposomi riduce
notevolmente i parametri relativi al volume di distribuzione, rimanendo confinata
nella circolazione sistemica, a differenza della Gemcitabina 64 ¢ del profarmaco
68, che posseggono un elevato volume di distribuzione e sono quindi distribuiti
ampiamente nei tessuti. Inoltre la formulazione liposomiale del profarmaco 68 ¢
caratterizzata da un’elevata emivita plasmatica.

Quindi il legame chimico della Gemcitabina 64 con un acido grasso a lunga
catena, come nello stearoil derivato 68 e la successiva incorporazione del
profarmaco lipofilo nei liposomi, proteggono la Gemcitabina dalla degradazione
plasmatica. Infine gli studi di citotossicita, di farmacocinetica e di stabilita nel
plasma indicano che le nuove formulazioni liposomiali della 4-(N)-
stearoilgemcitabina 68 offrono condizioni ottimali per il targeting passivo della
Gemcitabina nelle cellule tumorali.
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Nel lavoro (72*) abbiamo ottenuto nanosfere e nanocapsule di cianoacrilato,
incorporando in esse la Gemcitabina 64, ed 1 profarmaci 4-(N)-valeroilgemcitabina
65, 4-(N)-lauroilgemcitabina 67, 4-(N)-stearoilgemcitabina 68 e 4-(N)-

squalenoilgemcitabina 69 (figura 5).
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Figura 5

La 4-(N)-squalenoilgemcitabina 69 ¢ stata sintetizzata partendo dall’acido
squalenico (a sua volta preparato a partire dallo squalene), per reazione con la
Gemcitabina in presenza di trietilammina ed etil cloroformiato. Le nanosfere e le
nanocapsule contenenti 1 derivati della Gemcitabina sono state preparate per
nanoprecipitazione del poli(H,.NPEGCA-co-HDCA) copolimero, usando acetone
come solvente organico. Per le nanocapsule, il Miglyol 812N ¢ stato aggiunto per
formare la cavita oleosa interna.

I risultati ottenuti indicano che 1’efficienza d’incorporazione dei derivati della
Gemcitabina dipende fortemente dalla polarita dei farmaci: la lipofilia della matrice
delle nanosfere e la cavita interna oleosa delle nanocapsule non hanno consentito
I’incorporazione della Gemcitabina 64 e del suo valeroil derivato 65. Maggiore ¢
risultata la lipofilia del profarmaco, maggiore ¢ stata [’efficienza
dell’incorporazione. In particolare, sono stati trovati 1 piu elevati valori
d’incorporazione con le nanosfere che incorporano la 4-(N)-squalenoilgemcitabina
69.

Tutte le nanoparticelle con diametro medio compreso tra 100 e 200 nm sono
risultate stabili per almeno un mese a 4 °C. Abbiamo anche investigato 1 descrittori
della lipofilia della Gemcitabina e dei derivati: solo i1 profarmaci con Log P > 4
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sono stati incapsulati con successo in queste nanoparticelle.

Concludendo, i risultati ottenuti incorporando 1 profarmaci della Gemcitabina
nelle nanoparticelle sono simili a quelli precedentemente discussi per
I’incorporazione degli stessi nei liposomi: piu alta ¢ la lipofilia del profarmaco, piu
alta risulta I’efficienza d’incorporazione.

Nel lavoro (87) vengono discussi gli studi farmacocinetici, di distribuzione e
clinici della Doxorubicina liposomiale pegilata (PLD) 70 (figura 6).
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Figura 6

Nella PLD, la Doxorubicina ¢ incorporata in liposomi ricoperti di un polimero
idrofilo, il polietilen glicole (PEG). Questi liposomi hanno un tempo di
circolazione plasmatica di molti giorni e sono denominati “stealth” per la loro
capacita di evadere I’intercettazione da parte del sistema immunitario.

La PLD 70 ¢ attualmente I’unico liposoma stealth approvato negli Stati Uniti
ed in Europa per il trattamento del sarcoma di Kaposi e dei tumori ovarico e
mammario. La PLD ha mostrato un’emivita plasmatica di 2-3 giorni, ma ¢ ancora
rilevabile dopo una o due settimane dalla somministrazione. La sua concentrazione
plasmatica ¢ molto elevata, fino a mille volte superiore rispetto alla curva
concentrazione/tempo della Doxorubicina libera. Dopo somministrazione
endovenosa della PLD, la maggior parte della Doxorubicina plasmatica rimane
incapsulata nei liposomi. La maggior parte della Doxorubicina si distribuisce nei
tessuti sani, come il tratto gastrointestinale ed il miocardio. La PLD ha una
clearance e un volume di distribuzione di 5-7 litri, molto minore del volume
apparente di distribuzione della Doxorubicina libera, che va da 1400 a 3000 litri.
Questo indica che la farmacocinetica della PLD dipende dalla struttura particolare
del carrier liposomiale pegilato, dato che la maggior parte del farmaco viene
rilasciato ai tessuti in forma associata ai liposomi.

Sono stati condotti studi clinici con PLD in pazienti con tumore ovarico
epiteliale o tumori di origine peritoneale resistenti al platino o al Paclitaxel. La
somministrazione di PLD a pazienti con tumore ovarico ricorrente ha dato una
sopravvivenza media di 15 mesi, mentre quelli trattati con Doxorubicina libera
hanno mostrato una sopravvivenza media di 6-7 mesi.
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Nel lavoro (90) vengono studiati soprattutto 1’accumulo e la tossicita della
Doxorubicina liposomiale pegilata (PLD) 70 (figura 7).
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Normalmente, per iniezione endovenosa della Doxorubicina, meno dell’1% del
farmaco raggiunge le cellule tumorali, mentre con i liposomi pegilati, 1 livelli di
Doxorubicina nei tumori sono risultati fino a 10 volte superiori. Studi effettuati su
animali e pazienti portatori di tumori hanno mostrato che il picco di cattura dei
liposomi pegilati da parte dei tessuti tumorali viene raggiunto da 48 a 72 ore dopo
I’iniezione. La Doxorubicina incapsulata viene rilasciata dai liposomi stealth
nell’interstizio dei tumori, per giorni o anche per settimane dopo la
somministrazione, a differenza della Doxorubicina libera che assicura 1’esposizione
delle cellule tumorali al farmaco solo per poche ore dopo una singola
somministrazione. Pertanto, a causa della lunga esposizione delle cellule tumorali
alla Doxorubicina pegilata, quando il farmaco viene liberato dai liposomi
nell’interstizio delle cellule, esso pud penetrare nel tumore attraverso molti strati
cellulari, molto oltre il punto raggiunto dal liposoma stesso.

La principale tossicita dose-dipendente della PLD si manifesta in una reazione
acuta nella sede dell’infusione, in mucosite ed in tossicita cutanea. La mucosite ¢
un fenomeno tossico comune e spesso dose-limitante dopo una singola iniezione
contenente un’elevata dose di PLD. La eritrodisestesia palmare plantare ¢ stata
associata anche alla terapia liposomiale di Antraciclina. I problemi si verificano
specialmente dopo dosaggi ripetuti a dosi elevate o a brevi intervalli di dosaggio. I
liposomi stealth probabilmente si accumulano nella pelle e particolarmente nelle
aree a contatto, a causa dell’aumento locale e temporaneo della permeabilita
vascolare. La PLD ¢ meno mielotossica della Doxorubicina, in quanto la
trombocitopenia e I’anemia risultano molto rare. Inoltre, con la PLD ¢ stata
osservata una cardiotossicita minima, anche in pazienti che hanno ricevuto elevate
dosi cumulative. Le proprieta farmacologiche della PLD, cosi come gli elevati
livelli plasmatici che rimangono per un tempo prolungato, ¢ la diminuita
distribuzione al muscolo cardiaco, sono 1 principali fattori responsabili della minore
cardiotossicita della PLD rispetto a quella della Doxorubicina libera.
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Nei lavori (76* e 77*%) sono state ottenute nuove formulazioni liposomiali
stealth direzionanti il recettore del folato, il cui recettore ¢ iperespresso in alcuni
tumori. L uso dell’acido folico per il direzionamento attivo di farmaci ¢ importante
nella terapia antitumorale, specialmente nel tumore ovarico che iperesprime il
recettore del folato nel 90% dei casi, ma anche in molti altri tipi di tumore. L’acido
folico ¢ un agente direzionante a basso peso molecolare, con molti vantaggi rispetto
agli anticorpi monoclonali, come un limitato aumento di peso ed una mancanza di
antigenicita. Pertanto 1 coniugati con 1’acido folico entrano facilmente nelle cellule
tumorali che iperesprimono il recettore, via endocitosi recettore-mediata,
raggiungendo il citoplasma delle cellule bersaglio.

Abbiamo ottenuto nuovi coniugati PEG-folato, usando due diversi leganti:
AMPT 72 (schema 4) e SATA 76 (schema 5), che differiscono per la carica, in
quanto I’AMPT 72 possiede una carica positiva, mentre il SATA 76 ¢ neutro.
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Per la sintesi, il bis-(ammino)-PEGsss, € stato fatto reagire con 1’acido folico ed
il derivato PEG-folato 71 ¢ stato purificato. Per reazione del PEG-folato 71 con
I’AMPT 72 o con il SATA 76, sono stati ottenuti gli intermedi 73 e 77. Questi
derivati sono stati coniugati con la DSPE-MC (distearoilfosfatidiletanolammina-
acido e-maleimmidocapronico) 74 da noi preparata, dando 1 coniugati del folato 75
e 78.

I liposomi stealth sono stati ottenuti aggiungendo la miscela fosfolipidica
composta di DSPC/CHOL/DSPE-PEGa a1 coniugati dell’AMPT 75 o del SATA
78, in rapporto 10:5:0,4:0,1. Abbiamo determinato il potenziale zeta delle diverse
preparazioni liposomiali, da cui si evince che il coniugato DSPE-SATA-PEG-
folato 78 non modifica la carica superficiale delle vescicole. I liposomi formulati
con il coniugato DSPE-AMPT-PEG-folato 75 hanno mostrato valori di potenziali
zeta piu positivi.

Gli studi di citometria a flusso sono stati condotti su cellule KB-3.1 di



49

carcinoma nasofaringeo ¢ HT-29 di adenocarcinoma del colon, per valutare la
maggiore internalizzazione dei liposomi folatati stealth nelle cellule tumorali,
rispetto a quelle normali. I risultati mostrano una maggiore internalizzazione dei
liposomi folatati da parte delle cellule tumorali, rispetto a quelle normali.

Nel lavoro (75%) abbiamo sviluppato un nuovo sistema di veicolazione e
direzionamento di farmaci mediante albumina umana (HSA). Abbiamo affrontato
due progetti di preparazione di farmaci macromolecolari: il primo riguarda il
trasporto e 1l direzionamento del farmaco antitumorale Paclitaxel, mentre il
secondo riguarda il direzionamento intracellulare di Desossispergualina, in studi
sulla fibrosi cistica.

Nel direzionamento del Paclitaxel (PTX), Il PEGsss-folato 71 [ottenuto per
reazione del folato-NHS 79 con il his(ammino)PEGs;s, 80] ¢ stato derivatizzato con
NHS-capronilmaleidiimmide 81 (schema 6).
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Parallelamente, 1’albumina umana (HSA) 83 ¢ stata coniugata con il PTX-NHS
84 al derivato HSA-PTX 85, del quale sono stati poi liberati i cinque gruppi tiolici
mediante [D’attivita riducente del ditiotreitolo, formando il derivato 86. La
coniugazione finale avviene per reazione diretta dei gruppi tiolici dell’HSA-PTX
ridotto 86 e il gruppo maleimmidico di 82, per formare, mediante un legame
tioetereo stabile in vivo, il coniugato 87.

In un altro studio abbiamo sintetizzato il prodotto acido folico-PEG-Procion
BluMX 89, mediante reazione tra I’ammino-PEGs;so-folato 71 ed il Procion BluMX



50

88, un colorante antrachinonsolfonico (schema 7).
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Sfruttando I’elevata costante di affinita tra ’HSA 83 ed il colorante 88,
abbiamo ottenuto un coniugato caratterizzato da un legame non-covalente, il
composto 90. Questo ¢ stato ottenuto dalla coniugazione tra ’'HSA-PTX 85,
ottenuto come descritto in precedenza, ed il colorante direzionato con il folato 89.

Il principale vantaggio nella preparazione del coniugato 90, caratterizzato da
legami stabili non covalenti, risiede nella non modificazione dell’HSA,
preservando quindi il legame con il PTX. Attualmente 1 due coniugati 87 € 90 sono
in test su varie linee cellulari esprimenti o meno il recettore del folato.

Un altro progetto ha riguardato 1’approccio della veicolazione nello studio del
meccanismo d’azione della principale proteina (AF508-CFTR) implicata nella
fibrosi cistica. Il farmaco ¢ la Desossispergualina 91 (schema 8), una molecola in
grado di intervenire nel processo di maturazione e di degradazione di proteine.

L’obiettivo ¢ la realizzazione di vettori in grado di stabilizzare il farmaco e di
trasportarlo sul reticolo endoplasmatico, sito in cui avvengono sia il refolding che
la degradazione delle proteine. In tal modo si incrementa il corretto refolding della
CFTR, aumentandone ’espressione sulla superficie cellulare.
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Abbiamo derivatizzato la Desossispergualina 91 sul terminale amminico
mediante leganti eterobifunzionali, la NHS-capronilmaleidiimmide 81 e I’'SPDP 92,
generando 1 derivati reattivi 93 e 94 in grado di legarsi stabilmente, con legami
riducibili o meno, ai vettori. Come vettore proteico abbiamo studiato la HSA 83.
Questo sistema che opera da modello ¢ stato confrontato con il sistema che usa
come modello la Ricina “disarmata” 95. Questa ¢ una variante inattiva
ricombinante di tossina che viene trasportata nel reticolo endoplasmatico per via
retrograda e permette il trasporto della Desossispergualina sul reticolo
endoplasmatico. I derivati della Desossispergualina sono in fase di test su colture
cellulari esprimenti sia CFTR wt che DF508-CFTR.

Nel lavoro (88) abbiamo sintetizzato e studiato ’attivita di transfezione nella
terapia genica di nuovi lipidi cationici, saturi e insaturi. Abbiamo ottenuto derivati
con catene eteree, dodeciliche, 2,3-diidrofarnesiliche, tris-nor-squaleniliche e tris-
nor-squalaniliche, con sostituenti metilici e 2-idrossietilici legati all’atomo di azoto
108-115 (schema 9).

Inizialmente abbiamo sintetizzato 1 derivati metansulfonilici del dodecanolo 97,
dell’1,1°,2-tris-nor-squalene alcol 101 e dell’1,1’,2-¢ris-nor-squalano alcol 103 e di
un derivato del farnesolo 99, che abbiamo ottenuto mediante riduzione selettiva del
doppio legame vicinale al gruppo alcolico. Per reazione tra il 3-
(dimetilammino)-1,2-propandiolo ed i1 metansulfonati 97, 99, 101 e 103, in
presenza di ferz-butossido di potassio, sono stati ottenuti 1 dieteri 104-107. La
trasformazione nei sali ammonici quaternari corrispondenti con ioduro di metile ha
fornito 1 derivati 108-111, mentre per reazione con 2-bromoetanolo sono stati
ottenuti 1 derivati 112-115.



52

ROH
triethylamine | CH3SO,CI

Y
ROSO,CHj
HOCHCH,N(CH3),

y HOCH,
ROCHCH,N(CHs),

potassium tert-butoxide

ROCH,
CHsl /K€ / BrCHZCHZOH/K2C03

ROCHCH2NCH3| ROCHCHZNCH2CH20H Br
|

ROCH, CHs ROCH, CHs

CH2-

R=
\|/\/\|/\/\|/\CH2_

Py
1

Schema 9

Per la preparazione dei liposomi, 1 lipidi cationici sono stati mescolati in
rapporto 1:1 con il colipide fusogenico dioleoilfosfatidiletanolammina (DOPE).
Sono state ottenute varie formulazioni liposomiali con diverse proporzioni di lipidi
cationici, in rapporto 1:1 con il DOPE, e queste sono state complessate con il DNA
plasmidico. Le dimensioni delle vescicole sono aumentate incrementando il
rapporto lipide/DNA fino ad un massimo di rapporto lipide/DNA di 5:1. 1
complessi hanno mostrato potenziali zeta negativi fino ad un rapporto lipide/DNA
di 5:1, mentre per un eccesso di lipide su DNA di 8:1, abbiamo ottenuto valori di
potenziale zeta positivi.

Infine abbiamo studiato Dattivita transfettante dei vari lipidi cationici, in
miscela con il DOPE, su due linee cellulari normali e tre maligne con diverse
capacita transfettanti: HEK 293 (rene umano fetale), CHO (ovaio di criceto cinese),
A431 (carcinoma epidermoide umano), KB (carcinoma nasofaringeo umano) e
IGROVT1 (carcinoma ovarico umano). Abbiamo comparato ’attivita transfettante
dei nostri lipidi cationici con quella dei lipidi cationici commerciali, Lipofectin™
ed Escort™.

Le due linee cellulari normali hanno mostrato un’elevata efficienza nella
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transfezione, sia con 1 nostri lipidi cationici, che con 1 composti commerciali, ma i
derivati dodecilici e farnesilici 108, 109 e¢ 112 hanno mostrato un’attivita
leggermente superiore. Sulle tre linee cellulari tumorali, la capacita transfettante dei
derivati dodecilici e farnesilici 108, 109 e 112 ¢ risultata da dieci a cento volte
superiore di quella dei derivati commerciali. L’incremento ¢ risultato
particolarmente evidente per le cellule IGROV1, che hanno mostrato un aumento di
efficienza transfettante da parte del composto 112 di circa mille volte, rispetto alla
lipofectina commerciale.
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