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CAPITOL4

Agents terapeutics i de diagnosi en la MA:
Isseny, seleccio i caracteritzacid d’agents quelants
amb propietats d’intercalacio en fibres amiloides







La incorporacié d’eines quimioinformatiques com a pas previ al treball experimental ha estat
globalment satisfactoria. Aquesta metodologia aplicada dins el camp de la quimica de
coordinacid, ens ha permés cercar molecules amb un determinat esquelet i predir les seves
propietats en base a la seva estructura, seleccionant Unicament aquells lligands amb millors

caracteristiques per a la seva posterior aplicacié in vivo.

En aquest capitol ens hem proposat generar un agent quelant multifuncional apte per a la MA,
la qual cosa requereix un disseny més acurat de I'’esquelet del lligand. El nou lligand cal que
compleixi els mateixos requeriments que s’havien establert en el capitol anterior (moléecula
comercial que pugui actuar com a agent quelant per als metalls Cu(ll) i Zn(ll), facilment iodable
i amb una polaritat adequada per travessar la BBB), i alhora, presenti alta afinitat per les fibres
amiloides, pugui actuar com a agent antioxidant i compleixi el conjunt de criteris minims per
esdevenir un possible farmac. Aquestes premisses constitueixen el punt de partida per
desenvolupar el disseny de I'esquelet molecular i definir els criteris de seleccid en I'etapa de

cribatge virtual.

D’altra banda, gracies als constants avencos informatics i la seva implementacié en eines
quimioinformatiques ha estat possible optimitzar el procés de cerca i seleccioé de lligands en
les bases de dades comercials. Aquests nous procediments utilitzats per a la generacié de
quimioteques virtuals presenten moltes avantatges respecte els métodes emprats en el capitol
anterior: la inversié de temps que requereixen €s minim i la possibilitat d’incorporar diversos
filtres estructurals i farmacocinétics permeten cribar els resultats obtinguts en base a futures

aplicacions en medis fisiologics.
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4.1. Disseny d’un agent quelant multifuncional

Les multiples causes que hi concorren en el desenvolupament de la MA requereixen dissenyar
compostos multifuncionals per al seu Us com a agents de diagnosi o terapia de la malaltia.
El punt de partida per realitzar el disseny del lligand és establir uns criteris estructurals i definir
quines propietats farmacocinétiques cal considerar amb la finalitat d’assegurar I'éxit en les
seves futures aplicacions. Els principals requeriments que cal que compleixi I'agent
multifuncional sén els seglents: 1) molécula comercial que contingui un sol fragment
coordinant per enllagar a Cu(ll) i Zn(ll); 2) capacitat d’interaccionar amb les plaques senils on
es troben els metalls; 3) facilitat de iodacio; 4) ser potencialment antioxidant; 5) hidrofobicitat
adequada per travessar la BBB; i 6) compliment de determinades propietats farmacocinétiques

que estableixen el seu possible Us com a farmac.

La confluencia de tots els requeriments anteriors, exigeix dissenyar un esquelet estructural
basic que permeti incorporar fragments moleculars responsables de les seves posteriors
propietats. Aixi, com s’ha vist a la introduccié d’aquesta tesi, actualment la recerca de lligands
quelants multifuncionals per a la MA utilitza I'estratégia d’incorporar a un agent quelant
conegut, fragments que faciliten el seu pas a través de la BBB, milloren les propietats
antioxidants o ajuden a interaccionar amb les fibres amiloides.'?*'® En canvi, la novetat en el
disseny dels nostres lligands rau en utilitzar un esquelet molecular basic focalitzant I'atencié en
les propietats intercalants de la molécula i posteriorment, incorporar fragments que permetin la
coordinacié als ions metal-lics, facilitin la seva iodacié i potenciin les seves propietats

antioxidants.

A fi de construir 'esquelet estructural basic s’ha pres com a referéncia una de les molécules
més ampliament utilitzada com a agent de tincié de les plaques senils i que, per tant, presenta
una alta afinitat per les fibres amiloides: la ThT. Utilitzant la seva estructura com a punt de
partida i modificant-la com s’indica a continuacio, s’ha generat M1, un esquelet molecular
amb propietats intercaladores i coordinants (Figura 4.1). Les principals modificacions
estructurals del compost ThT han estat dues: (1) I’eliminacié del grup metil enllagcat al N
quaternari heterociclic perque la molécula esdevingui neutra. Aquesta transformacié millora
I’afinitat per les fibres AB i incrementa la seva hidrofobicitat facilitant el seu pas a través de la
BBB'®; i (2) la substitucid del fragment dimetilanilina per un anell de fenol o anilina, on la
posicié del grup hidroxi o amina confereixi a la molécula propietats coordinants, potencii les
propietats antioxidants i faciliti la seva iodacié. Aquesta darrera caracteristica atribueix a la
molécula la possibilitat d’utilitzar-se com a radiotracador en el diagnostic per técniques

d’imatge no invasiva tipus SPECT.
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moleculas Iramework M1

X Cl
N+ \ binding-site R N i
OH
Thicflavine-T (ThT) =
X=0,S NH Clioguinol (CQ)

R = OH, NH,

Figura 4.1. La combinacié de les principals caracteristiques de la ThT com
agent intercalador i el CQ com agent quelant, proporcionen I'esquelet
molecular (M1) amb propietats intercaladores i coordinants.

4.2. Seleccié dels lligands optims mitjancant eines quimioinformatiques

Una vegada establert ’esquelet molecular M1, els objectius que formen part d’aquesta fase

consisteixen en:

1. Generar quimioteques virtuals que continguin I'esquelet M1.

2. Aplicar filtres estructurals basats en la presencia o abséncia de determinats grups
funcionals.

3. Aplicar filtres drug-like basats en propietats farmacocinétiques que serveixin per
descartar totes aquelles molécules que no compleixin els requeriments minims per a
ser un possible farmac.

4. Aplicar el filtre log BB, considerant unicament aquelles molécules amb capacitat de

travessar la BBB.

4.2.1. Seleccid de la base de dades i generacié de quimioteques virtuals incloent
M1
A Pactualitat, degut al constant desenvolupament d’arees com la informatica i la tecnologia,
els catalegs comercials de compostos quimics, emmagatzemen la informacié en format
electronic. Es per aixd que molts proveidors comercials de productes quimics ofereixen els
seus catalegs de manera gratuita via telematica o en CD-ROM en format d’arxiu SDF. El
procediment per generar quimioteques virtuals, com s’ha explicat en el capitol anterior, implica
que l'usuari hagi de cercar les pagines webs dels proveidors, descarregar els catalegs, no
sempre actualitzats, i utilitzar programes informatics per poder manipular tots els arxius de
forma conjunta amb la possibilitat d’excloure les molecules repetides. Aquesta sistematica, la

qual implica una inversioé important de temps és necessaria abans de fer una nova cerca.

Cada cop més, els proveidors intenten facilitar aquesta tasca a I'usuari creant dins el seu
portal web un motor de cerca de les molécules que conté el seu cataleg i garantint

I’actualitzaci6 de dades. Aquesta nova tendéncia ha crescut fins al punt que s’ha creat
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eMolecules," un portal web que funciona com a motor de cerca global de compostos quimics
i que conté aproximadament 8 milions de molecules comercials que provenen d’uns 150

proveidors.

Per generar una quimioteca virtual, eMolecules disposa d’una aplicacié Java (Chemwriter)'®

on permet dibuixar I’esquelet basic a cercar (query compound) que pot utilitzar-se com a cerca
exacta o com a subestructura. La Figura 4.2 mostra l'interficie grafica de la web i els elements
principals d’aquesta. A mode d’exemple es dibuixa M1, en el cas que X =0 iR =0H, i es fa
una cerca per subestructura amb la finalitat de generar la primera quimioteca virtual. Les 2683
molecules que formen part de la quimioteca generada es presenten en forma de taula on
s’indica I'estructura, el pes molecular i informacié sobre les principals proveidors que

subministren cadascuna de les molécules (Figura 4.3).

4.2.2 Cribatge virtual: Aplicacié de filtres i seleccié dels millors candidats

Una vegada generada la quimioteca virtual, cal realitzar una criba que permeti arribar als
millors lligands per continuar amb el treball experimental. El procés de seleccid consisteix en
aplicar uns filtres o restriccions que cal definir acuradament amb la finalitat de descartar
aquelles molécules que potencialment dificultin la seva aplicacié en medis fisiologics. En
general, els filtres que s’utilitzen en un proces de cribatge virtual poden classificar-se en dos
tipus: (a) Filtres estructurals, que es basen en la preséncia o abséncia de determinats grups
funcionals;'®'"'® j (b) Filtres basats en propietats farmacocinétiques.'®'® Dins d’aquest grup es
troben els filtres drug-like, també coneguts com a Regles de Lipinski,'® i el filtre log BB. Els
primers estableixen si una molécula pot actuar com a farmac i el darrer filtre prediu, en base a

la hidrofobicitat de la molécula, la seva capacitat de travessar la BBB.

A la Taula 4.1 es mostren els filtres utilitzats en el procés de criba juntament amb el nombre de
molécules resultant després d’imposar cadascuna de les restriccions. El filtre 1 (tipus
estructural) consisteix en excloure totes aquelles molécules que presenten substituents en la
posicio para respecte el grup OH del fenol o el grup NH, de I'anell anilina, amb la finalitat de
permetre la iodacié en aquesta posicié. Els filtres 2,3 i 4 sén restriccions en base als criteris
drug-like, definits per les regles de Lipinski: PM < 500, clogP = 5, nombre d’atoms donadors
d’enlla¢c d’hidrogen (HBD) < 5; nombre d’atoms acceptors d’enlla¢ d’hidrogen (HBA) < 10.'% A
fi d’adaptar aquestes regles per a compostos que han d’actuar en el sistema nervids central
(CNS), el valor limit de PM ha estat modificat a 450 g/mol, per sobre del qual la permeabilitat a
través de la BBB es fa dificil."**'® El programa utilitzat per manipular la quimioteca virtual
generada i excloure aquelles molécules que no compleixen les regles de Lipinski ha estat

Instant Jchem.™®®
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El filtre 4, implica determinar el valor de log BB per a cada molecula d’acord amb I'equacié de
Clark (Taula 4.1) i descartar totes aquelles molecules que presenten un valor per sota de -0.3.
Els parametres TPSA i clog P han estat determinats mitjancant els programes Marvinsketch'" i
clogP v.4.0'* respectivament. Com a resultat de tot el procés de cribatge virtual s’han
obtingut 36 possibles candidats (Figura 4.4), dels quals, per simplicitat molecular s’han

seleccionat 3 compostos comercials, HBX, HBT i BM, com a millors candidats (Figura 4.5).
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Figura 4.2. Portal web eMolecules on s’indica com es procedeix per generar una quimioteca
virtual. En el motor de cerca es dibuixa I'esquelet molecular M1 (X = O i R = OH) que correspon
al query compound.
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Figura 4.3. Presentaci6 de la quimioteca virtual obtinguda mitjangcant eMolecules. Sobre
aquests resultats es poden aplicar filtres estructurals i/o seleccionar molécules en base a
determinades propietats.
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Resultats i discussiol

Taula 4.1. Nombre de compostos comercials que contenen I’esquelet molecular M1 i satisfan les
diferents restriccions imposades

St
M1 O
X o | s N
(RRE el 1906 9 804 11 61 10
.H
Filter 1 @ 876 8 247 4 18 5
T MW s 450 ':___E.FEE-' O E R T
Fiter 3 oAl 6 81 2 15
GG Log BBY | 19 5 5 0 5 2

[a] cerca realitzada mitjangant eMolecules (febrer 2008)
[b] Regles de Lipinski: clog P < 5; HBD < 5; HBA < 10 (HBD i HBA son definits al text)
[c] log BB = -0.0148-TPSA + 0.139-clogP + 0.152
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Figura 4.4. Moléecules
resultants del procés de
cribatge virtual.

El valor log BB s’indica a sota
de cada compost.
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Figura 4.5. Compostos comercials seleccionats.

4.3. Reaccio6 de iodacié dels compostos HBX, HBT i BM

Actualment, la iodaci6 de compostos aromatics suscita un gran interées en el camp de la
medicina degut a I'extensiu Us d’aquests compostos com a agents de diagnosi per a
técniques d’imatge no invasives tipus SPECT.'®*"'% E| métode de iodacié6 més emprat per al
marcatge amb '?°| és I'oxidacié6 de Nal mitjancant el reactiu Cloramina T (N-monocloro-p-
toluensulfonamida; CAT) introduit I’'any 1962 per Hunter & Greenwood.'®'®® Per aquesta ra6
s’ha assajat aquest procés de iodaci6 utilitzant I amb les tres molécules seleccionades,
HBX, HBT i BM i s’han obtingut resultats satisfactoris Unicament per a les dues primeres
molécules. La molécula BM, en canvi, ha estat iodada utilitzant el reactiu [Ipy,]BF,.?**® En tots
els casos, la reaccié procedeix en temps curts i a temperatura ambient, obtenint-se molt bons

rendiments (Esquema 4.1).

La reaccié de iodacié dels compostos HBX i HBT, déna lloc als derivats iodats orientats en
posicio orto i para respecte el grup OH, amb clar predomini de I'isomer para. D’acord amb
dades de RMN, en el cru de reaccié d’ambdues iodacions s’observa I'existéncia de petites
quantitats de derivat diiodat d’acord amb dades de RMN. Contrariament, la reacci6 de iodacié
del compost BM amb el reactiu [Ipy,]BF,, Gnicament déna lloc a I'isobmer para. El procediment
sintétic aixi com l'aillament i purificacié de I'isdbmer para de HBXI, HBTI i BMI es detalla en el

capitol corresponent a Procediments experimentals i Tecniques utilitzades.
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Resultats i discussioll
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Esquema 4.1. Reaccions de iodaci6é dels compostos HBX, HBT i BM i rendiments obtinguts d’acord a
les dades de RMN.

4.3.1. Propietats estructurals dels compostos HBXI, HBTI i BMI. Difraccio de
raigs X i calculs DFT

Previ a l'avaluacié de les propietats coordinatives i intercaladores d’aquests lligands és
important analitzar les propietats estructurals. Amb aquest proposit s’han obtingut els cristalls
i s’han resolt les estructures dels tres lligands iodats (HBXI, HBTI i BMI). Les dades
cristal-lografiques aixi com els parametres de refinament de les estructures obtingudes
s’indiquen a la Taula S1 (article 1 - Annex - ). Les caracteristiques estructurals d’aquests

199201 En totes les  estructures

compostos sén molt properes als seus parents no iodats.
cristal-lines obtingudes s’observa I'existéncia d’un enlla¢ d’hidrogen intramolecular que té lloc
entre el N(sp? de I'anell heterociclic i el grup O-H (HBXI i HBTI) o el N-H (BMI) (Figura 4.6). La
distancia més curta de pont d’hidrogen es troba per a HBTI (1.77 A) mentre que per al
compost BMI aquesta distancia correspon a 2.10 A (Taula 4.2). Aquesta diferéncia es deu al
fet que el grup OH té més capacitat de donacié per establir ponts d’hidrogen que el grup NH,
Si bé la similitud estructural que comparteixen els lligands HBXI i HBTI s’observen diferéncies
en la distancia de I’enllag d’hidrogen, la qual s’atribueix a dos factors: (a) la influéncia del S o
I’O en la basicitat del N(sp?) del fragment benzoxazol (per a HBXI) o benzotiazol (per a HBTI); i

(b) la diferent grandaria dels heteroatoms O i S.
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Figura 4.6. Representaci6 en elipsoides
(50% de probabilitat) dels lligands HBXI,
HBTI i BML.

Taula 4.2. Valors de distancies (A) i angles (°) dels
ponts d’hidrogen intramoleculars en HBXi, HBTI i
BMI obtinguts per difraccié de raigs X i per calculs

DFT
HBXI
0101—H101 0101 --N111 H101---N111 O101—H101---N111
X-ray 0.947 2.7T18(7) 1.907 145¢
DFT 0.99 2.670 1.80 145
HEBTI
O1—H1 01.--N11 H1.--N11 O1=H1---N11
X-ray 0.947 2.606(5) L7 1467
DFT 0.99 2.625 1.74 146
BMI
N1—H1a N1---N11 Hia---N11 N1—Hlta---N11
X-ray 1.03¢ 2.799(4) 2.10¢ 123¢
DFT 1.01 2,730 1.94 132

Pel que fa a la planaritat, les molecules HBXI i HBTI presenten un angle diedre (¢) entre els
fragments benzoxazol/benzotiazol i I'anell fenol de 4.6 (2) i 5.1 (1)° respectivament, amb el que
es pot concloure que aquestes molécules presenten una conformacié practicament plana. En
el cas de la molecula BMI, 'angle ¢ entre els fragments benzimidazol i I'anell d’anilina és 24.4
(2)°, clarament major que en els dos casos anteriors. Aquesta diferéncia en els angles diedres
no es tan important en les molécules no iodades, HBX, HBT i BM amb les quals es troben els

valors de ¢ 3.1, 2.3 7.2° respectivament, molt propers a la planaritat.

Per tal d’explicar si el valor dels angles diedres obtinguts per difraccid6 de raigs X és
conseqliéncia dels efectes d’empaquetament de I'estructura cristal-lina o pel contrari, sén
deguts a les propietats quimiques intrinseques de cadascuna de les molecules, s’han realitzat
calculs B3LYP en fase gas dels tres lligands. Els resultats tedrics obtinguts mostren
I’existencia de ponts d’hidrogen intramoleculars en les tres molécules a unes distancies molt
properes als valors experimentals obtinguts per difraccié de raigs X (Taula 4.2). Com a
consequéncia d’aquest enllag d’hidrogen, les molécules HBXI i HBTI presenten un alt grau de

planaritat. Contrariament, aquesta planaritat no s’observa en la molécula BMI degut a la
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repulsié estérica entre dos H molt propers, H3 i H13, que provoquen que I'anell benzimidazol
es desvii 5° del pla que forma I'anell d’anilina (Figura 4.6). Aquest valor és notablement inferior
a I'obtingut mitjangant les dades experimentals per al lligand BMI (24°). Aquesta diferéncia
s’atribueix a efectes d’empaquetament cristal-li provocats per I’existéncia d’un atom de iode a
’estructura del compost. Exceptuant aquesta diferéncia, els valors de distancies i angles
obtinguts tedricament per a tots tres lligands sén consistents amb els observats a les

estructures cristal-lines (Taula 4.2).

4.3.2. Determinacié de les constants d’acidesa dels lligands HBXI, HBTI i BMI

L’estudi de les constants de formacié de HBXI, HBTI i BMI envers Cu(ll) i Zn(ll), exigeix
coneixer previament les constants d’acidesa dels lligands (Ka) a les mateixes condicions
experimentals. Amb aquest objectiu, s’han realitzat valoracions espectrofotometriques dins
I’interval de pH 2-11 per a cadascun dels lligands. A mode d’exemple, la Figura 4.7 mostra
’evolucio espectral del ligand HBTI al llarg de la valoracié acid-base. Els espectres UV-vis
obtinguts per als lligands HBXI i BMI es mostren a les Figures S2 i S3, respectivament (article

1 - Annex -).

Les valoracions espectrofotometriques ens han permes arribar als resultats de pKa que es
mostren a la Taula 4.3, on es pot observar que els lligands HBXI i HBTI presenten un unic
valor de pKa que correspon a la desprotonacié del fenol, mentre que en el mateix interval de
pH, per al ligand BMI, s’observen dos valors de pKa. En base a dades bibliografiques,
s’assigna el pKa, (3.65) a I'anilina protonada i el pKa, (7.44) al N imidazolic.?® Tots els valors
de pKa trobats sén comparables als obtinguts en dades bibliografiques per a sistemes molt
propers i en condicions molt semblants a les utilitzades en aquest treball.?® Per comparar la
capacitat coordinant d’aquests lligands amb el clioquinol (HCQ), les constants d’acidesa
d’aquest Ultim han estat determinades sota les mateixes condicions experimentals (Taula 4.3 i

Figura S4 de l'article 1 - Annex -).

A partir dels valors de pKa obtinguts per a cadascun dels lligands es pot obtenir el diagrama
d’especiaci6 el qual mostra la regié de pH on predomina cada espécie. D’acord amb la Figura
4.8 es conclou que a pH fisiologic (7.4), els lligands HBXI, HBTI i HCQ estan presents
exclusivament en forma neutre, mentre que el lligand BMI, al mateix valor de pH, coexisteix

com a forma monoprotonada i totalment desprotonada.
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Figura 4.7. Espectres UV-vis obtinguts al llarg de la valoracié acid-base del ligand HBTI

Taula 4.3. Constants d’acidesa dels lligands HBXI, HBTI, BMI i HCQ, i constants de formacio
dels seus complexos amb Cu(ll) i Zn(ll) determinades per mesures espectrofotométriques en un
medi 50% etanol:aigua, I = 0.10 M NaCl i T = 37°C (desviacio estandard associada a la darrera

xifra). Valors de pM (-log[M];iyre ©n M = Cu(ll) (pH = 6.6) i Zn(ll) (oH = 7.4) per a solucions amb
[Mlior = 25 uM i [lligand];o; = 50 uM)

Ligand ™' Cufll) ™ Znfl) ™
pKa, pKa, log log i pCu log fi, log fi pin
J 0O78 @ | 14444 (9 230607 11.06 13558 22258 10408

' B11(1) | 12049 (% 2025() 1052 | 11.68(1) 19.68{) 109
3650 (2] TA400H) | 10347 () 1948 ¢E) 946 1087 (1 1853({7) 10.55
184 (3) B300(2) | 1248¢) 2191 @) 1077 | 12141 (8) 2023{1) 11.22

[a] Les constants d’acidesa corresponen a les seglients reaccions (s’ometen les carregues per una major claredat):
H,L SHL + H (pKa,); HL 5 L + H (pKay).

[b] Les constants de formacié corresponen a les seglients reaccions (s’ometen les carregues per una major claredat):
M(ll) + L 5 ML (log B4); M(ll) + 2L S ML, (log B).

[c] El valor de pKa, és massa baix per ser determinat en l'interval de pH estudiat.
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Figura 4.8. Diagrama d’especiacio per als lligands HBXI, HBTI, BMI i HCQ. F, correspon a la fraccio
del lligand. Concentracions totals: [HBXI] = [HBTI] = [BMI] = 0.024 mM; [HCQ] = 0.12 mM

4.4. Sintesi i caracteritzacio dels complexos ML, (M = Zn(ll) i Cu(ll) i
L = BXI, BTl i BMI)

Els complexos dels lligands HBXI, HBTI i BMI amb Cu(ll) i Zn(ll), han estat preparats barrejant
el corresponent clorur MCl, amb cadascun dels lligands. En totes les reaccions, es forma un
solid marronds, per als complexos que es sintetitzen amb Cu(ll), o groc, per als de Zn(ll), que
s’aillen de la soluci6 per filtracié. EI complex obtingut en tots els casos, independentment de la
relacié6 M:L (1:1 o 1:2) emprada, ha estat ML,. Els diferents assajos realitzats amb cadascun
dels complexos obtinguts amb la finalitat d’obtenir monocristalls adequats per difraccié de
raigs X han estat infructuosos. Els detalls experimentals aixi com la caracteritzacié dels
complexos obtinguts es troba a l'apartat de Procediments experimentals i Técniques

utilitzades.

Pel que fa a la nuclearitat dels complexos, a la bibliografia s’han descrit estructures
cristal-lines d’espéecies mononuclears i dinuclears de complexos ZnL, amb lligands molt
propers a HBXI i HBTI. En aquestes especies la geometria de coordinacié al voltant del Zn(ll)
és tetraédrica quan presenta mononuclearitat i bipiramide trigonal distorsionada quan es tracta

del complex dinuclear. No obstant, com es veura més endavant, els estudis en solucié per
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determinar les constants de formacié dels complexos d’aquests lligands amb Zn(ll), sén
consistents amb la formaci6 exclusiva d’espéecies mononuclears ZnL i ZnL,. En el cas dels
complexos de Cu(ll), bibliografia de compostos semblants als que es presenten en aquest
treball no aporten evidéencies sobre I'existencia de compostos dinuclears. Addicionalment,
aquest fet es corrobora en el nostres treball mitjangant técniques de ressonancia

paramagneética electronica (EPR), espectrometria de masses i estudis en solucio6.

4.4.1. Caracteritzacié dels complexos de Cu(ll) per EPR

L’espectre de EPR en banda X del complexos [Cu(BXIl),], [Cu(BTI),] i [Cu(BMI),}** en
dissolucié congelada (150K, 1:1 diclorometa/tolué per [Cu(BXIl),], [Cu(BTI),] i etanol/metanol
per [Cu(BMI),]*) presenten un perfil molt semblant (Figura 4.9). Aquest mostra un acoblament
hiperfi del ®*®Cu en la regi6 g,, i els parametres g sén g,, , 9,, = 2.05 i g,, = 2.25 (Figura 4.9b).
El valor de la constant d’acoblament hiperfi observada per a aquests complexos, A,,, equival a
una geometria de coordinaci6 al voltant de I'ié Cu(ll) essencialment plana.?®* La magnitud dels
parametres A,, i g,, depén de la naturalesa dels lligands coordinats a I'ié Cu(ll) i s’utilitzen per
assignar quina estructura presenta el complex. Per als complexos CulL, amb els lligands HBXI,
HBTI i BMI s’observa un decreixement del parametre A,, quan s’incrementa g,,, la qual cosa
indica una geometria de coordinacié al voltant del Cu(ll) plano quadrada amb distorsio
tetraédrica. A fi de quantificar el grau de distorsié d’aquests complexos s’ha calculat la relacié
f=g,,/A,, obtingut per a cadascun dels espectres i s’han obtingut valors al voltant de 150 cm.
Per compostos plano-quadrats el parametre f estd comprés entre 105 i 135 cm.2%2% En base
a aquest parametre es pot concloure que la geometria de coordinaci6 al voltant del Cu(ll) en
els complexos [Cu(BXl),], [Cu(BTI),] i [Cu(BMI),J* és plano-quadrada amb distorsid

tetraédrica.

4.4.2 Estudi de I'estructura 3D dels complexos ML, per calculs DFT (M = Cu(ll) i
Zn(ll); L = BXI, BTl i BMI)

D’acord amb els calculs DFT es demostra que els ions metal-lics Cu(ll) i Zn(ll) al coordinar-se
amb els lligands estudiats, presenten una preferéncia coordinativa a través del N de I'anell

heterociclic i el grup OH fenolic (HBXI i HBTI) o NH, de ’anell anilina (BMI).

Amb la finalitat de predir quina geometria de coordinacié presentarien els complexos Cul, i
ZnL, s’ha optimitzat la geometria dels complexos energéeticament més estables en base a
calculs quantics B3LYP. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 4.10, on es pot observar
que I'i6 Cu(ll) amb aquests lligands doéna lloc a complexos plano-quadrats distorsionats, tal i
com s’ha comprovat amb els estudis d’EPR, en canvi I'i6 Zn(ll) afavoreix la formacié de

complexos tetraédrics.

95



Resultats i discussio

2400 20D i ] 000 200 3800 i S8
M | Gauss

(b)

__Compaund 9 O Ou  AxlS] AyiG) As(G) fem”
[CuiBXI),] 2253 2080 2045 156 20 20 155
[Cu(BTI) 2253 2070 2040 165 20 10 146
[Cu(BMIPY 2240 2060 2020 160 10 10 150

*Salvents:  1:]1  dichloromethanefioluene  for  [ColBXIR]  and
[CuiBTI);] and 11 cthanolimethanol for [CulBMILP "'_,l' = g
Alem™) = D.4668645] = 107 L4(G).

Figura 4.9. (a) Espectre EPR teoric i simulat del compost [Cu(BTI),] en una soluci6é a 150K de 1:1
diclorometa/tolué. (b) Taula on es mostren els parametres d’espin Hamiltonia obtinguts per
simulacié i el factor f (definit en el text)

Donat que en aquest treball es considera que la capacitat intercaladora dels lligands és
fonamental, s’ha estudiat si la coordinacié dels lligands al centre metal-lic indueix canvis en els
angles de torsié del propi lligand. D’acord amb els calculs DFT, els lligands BXI i BTI al
coordinar-se a Zn(ll) es desvien 1°, i a Cu(ll) 3 i 12° respecte I’angle de torsié que presenten
quan es troben lliures. En canvi BMI, al formar complexos amb Cu(ll) o Zn(ll), incrementa
I’angle de torsié 22 i 23° respectivament. El fet que BMI presenti una major desviacié de la
planaritat respecte BXI i BTl és degut a que la barrera d’energia associada a la rotacié a través
de I'enllag C-C en el cas de BMI és la menor dels tres lligands i per tant, el cost energétic que
li suposa distorsionar-se per donar lloc a una millor interaccié amb els ions metal-lics és baix.
Pel que fa als lligands BXI i BTI, s’observa que els complexos de Cu(ll) presenten major
distorsio que els de Zn(ll) degut als efectes de repulsié L-L que tenen lloc al formar complexos

amb geometria de coordinaci6 plano-quadrada.
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Aquest estudi tedric també ha permes obtenir distancies M-L, les quals poden anticipar per

quin metall tenen més tendéncia a formar complexos els lligands estudiats. Els resultats

obtinguts (Figura 4.10) mostren un comportament general: la coordinacié a Cu(ll), és més

favorable que a Zn(ll), com es demostrara mitjangant la determinacié de les constants de

formacio.

[Cu(BXI),]|

Cu-01 = 1.917; Cu-02 = 1.917; Cu-N1 = 2.004; Cu-N2 = 2.004;
O1CuN] = 916, NICuO2 = 93.3; O2CaN2 = 91.6; N2CuO1 = 93.3;
OININIOZ = 1334, NICCC = 3.1

[Cu(BTI):|

[Zn(BXI);|

ZnOl = 1.929; Zn02 = 1.929; Zn-N1 = 2036; Zn-N2 = 2036
01ZaN1 = 93.5; N1Zn02 = 113.5; O2ZaN2 = 93.5; N2ZnOl = 113.5
OININ202 = §2.7; NICCC = +1.5

[Zn(BTI),]

Cu-O00 = 1.904; Cu-02 = 1.904; Cu-N1 = 2,024; Cu-N2 =2.024;
O1CuNT = 91.8; NICuO2 = 95.0; O2CuN2 = 91.8; N2CuO| = 95.0;
OININ2O2 = - 1251 NICCC = -12.5

[Cu(BMI),)

Z0-01 = 1917, Z0-02 = 1917, Ze-N1= 2049, Zn-N2 = 2149,
O1ZaNE = 939, N1ZnO2 = 114.5; 02Z6N2 = 939 N2ZnO1 = 114.5;
OININ2ZO2 = 75, I;NICCC = 1.2

|Zn(BMI),]

CuNI = 1.976; Cu-N2 = 2.095; Cu-N3 = 1.978; Cu-N4 = 2.095;
NICuN2 = 85.3; N2CuN3 = 95,9, N3CuN4 = 85.3; NdCuN| = 95.9;
NININANG = [553; NICCC = 269

Zn-N1 = 1.984; ZnoN2 = 2.112; ZneN3 = 2.112; Zn-N4 = | 984,
NI1ZnaN2 = 90.9; N2ZnN3 = 116.4; N3ZnN4 « 90.9; NaZaN1 =« 129.7;
NININAN3 «.733,NICCC = 283

Figura 4.10. Distancies d’enllag (A) i angles (°) seleccionats dels complexos optimitzats en base a

calculs B3LYP
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4.4.3. Determinacio de les constants de formacié dels complexos ML,

Les valoracions espectrofotométriques dels lligands HBXI, HBTI i BMI en preséncia de Cu(ll) i
Zn(ll), s’han dut a terme en condicions properes a medis fisiologics (T = 37°C i 1 = 0.10 M
NaCl). Per a cada sistema lligand-metall el procediment experimental ha consistit en realitzar
una valoracié acid-base d’una solucié que conté L i M en una determinada relacié de
concentracions que es manté constant al llarg de tot I’experiment. A cada punt de la valoracié
es mesura el valor de pH i s’enregistra I’espectre UV-vis. Els resultats obtinguts es mostren a
la Taula 4.3 i els diagrames d’especiacio per al sistema M-L en relacié molar 1:2 a la Figura

4.11.

Com predien els calculs DFT, els valors determinats de log 3 mostren una major afinitat dels
ligands HBXI, HBTI, BMI i HCQ per Cu(ll) que per Zn(ll), seguint I'ordre: HBXI > HCQ > HBTI
> BMLI.

En els diagrames d’especiacioé s’observa que la concentracié de metall per sobre de pH 4 és
practicament inexistent, no obstant, s’ha calculat la concentracié de Cu(ll) i Zn(ll) lliure en
solucié a pH 6.6 i 7.4, respectivament, per predir la facilitat d’aquests lligands per segrestar els
ions Cu(ll) i Zn(ll) enllagats al peptid Ap. Aquesta concentracidé es déna en pM = -log [Mr] i
s’indica a la taula 4.3. En base a aquests valors de pM i considerant que les constants
d’afinitat AB-Cu(ll)**"2%® i AB-Zn(ll)**® sén de I'ordre nanomolar i micromolar respectivament,
podriem concloure que els ligands HBXI i HBTI, atés que presenten constants de formacio
amb Cu(ll) i Zn(ll) altes, tindrien la capacitat de segrestar els ions metal-lics coordinats pel

péptid A en solucid.
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Figura 4.11. Diagrames d’especiacié per a: (a) HBXI i Cu(ll), (b) HBXI i Zn(ll), (c) HBTI i Cu(ll),
(d) HBTI i Zn(ll), (€) BMI i Cu(ll), (f) BMI i Zn(ll), (g) HCQ i Cu(ll) i (h) HCQ I Zn(ll); ([Ligand]/

IM(I)] = 2, M(]ige= 25 uM).
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4.5. Avaluacié de la capacitat inhibidora de la formacié de fibres Af en
abséncia i preséncia de Cu(ll) i Zn(ll) dels lligands HBXI, HBTI i BMI

Un métode molt emprat per quantificar 'agregacié en sistemes bioldgics és la turbidimetria.
Aquesta técnica, que requereix un espectrofotometre UV-vis, es basa en mesurar la
disminucié de la llum transmesa a través d’una mostra a causa de les perdues de dispersié en
incidir sobre particules en suspensié. Normalment la longitud d’ona de la radiacié amb la qual
es treballa esta compresa dins l'interval 350 — 450 nm. En aquest treball, les mesures de
turbidimetria ens han ajudat a avaluar I’habilitat dels tres lligands escollits com a inhibidors de

la formacié de fibres en abséncia i en preséncia de metalls.

Els resultats obtinguts en aquests experiments es mostren a la Figura 4.12 de la qual es poden
extreure les segients conclusions: (1) la preséncia de Cu(ll) i Zn(ll) en solucions de peéptid
AB.4 Soluble incrementa I'agregacié un factor de 3 respecte a I'agregacié observada en
abséncia d’aquests ions metallics; (2) en els assajos realitzats amb EDTA s’observa, en
preséncia de metalls, que I'agregacio es veu notablement disminuida, en canvi aquest agent
quelant com a inhibidor no déna uns resultats molt esperangadors; i (3) els compostos HBXI,
HBTI i BMI actuen com a inhibidors de I'agregacié de peéptid A en abséncia de metalls.
Aquests mateixos lligands, en preséncia de Cu(ll), disminueixen clarament la formacié de
fibres seguint el segient ordre: HBXI > HBTI > BMI, el qual és paral-lel a la seva capacitat
coordinant. Cal remarcar que en preséncia de Zn(ll), I'dnic lligand que presenta
caracteristiques inhibidores és el HBTI, millorant inclis el comportament del HCQ; (4) en
presencia de metalls, el compost ThT no presenta cap efecte, mentre que la molécula PIB, tot i
no ser un agent quelant, mostra una lleugera disminucié de I’agregacié. Per ambdods
compostos, no s’observen efectes positius en la capacitat d’inhibir la formacié de fibres en

abséncia de metalls.
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Figura 4.12. (a) Assajos de turbidimetria per avaluar la inhibici6 de I’agregacié del

péptid ABq_49- L’absorbancia s’ha mesurat a 405 nm. Els lligands proposats han estat
comparats amb EDTA i CQ com a agents quelants de referéncia i ThT i PIB com a

agents intercaladors (b) Espectres de CD del péptid Afq_49 (25 uM) en preséncia de

Cu(ll) i Zn(ll) i els compostos indicats. La taula mostra els valors d’el-lipticitat molar
observades a 223 nm.

Quan s’utilitza la turbidimetria com a métode per quantificar el procés de fibril-logénesi s’ha de
tenir en compte que aquesta técnica no proporciona ni informacié estructural ni informacié
sobre els oligdbmers petits formats en estadis previs a la fibril-lacié. A més, cal remarcar que
normalment les mostres no sébn homogenies, com seria desitjable per a una mesura correcta i
poden coexistir agregats fibril-lars conjuntament amb estructures amorfes, les quals també
contribueixen a la dispersié total. Per aquest motiu, cal combinar-la sempre amb altres
técniques que donen informacié sobre la preséncia d’estructures tipus fulla §, com és el
dicroisme circular (CD). Els espectres de CD del peptid ABi.4o en presencia de Cu(ll) i Zn(ll)

mostren una banda negativa a 223-225 nm caracteristica d’estructura secundaria tipus fulla
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que indica indirectament que el péptid esta en conformacié fibril-lar. Totes les mesures de CD
realitzades amb el péptid AB,_,, en presencia de metalls i ligands es correlacionen bé amb els

resultats obtinguts per turbidimetria (Figura 4.12b).

En conjunt, les dades experimentals obtingudes en ambdds experiments per avaluar la
capacitat inhibidora de la formacié de fibres permeten concloure que en presencia de Cu(ll) i
Zn(ll), el lligand HBTI disminueix I'agregacio del peptid Af;.4. Pel contrari, els lligands HBXI i
BMI, unicament soén eficients quan és I'ié Cu(ll) el responsable de I’agregacié. L’'observacio
d’aquest fet podria suggerir que els agents quelants proposats en el present treball presenten
una alta especificitat per als ions Cu(ll), els quals indueixen I’agregacié del péptid Ap i alhora

generen especies neurotoxiques ROS.

4.6. Avaluacio de la capacitat intercaladora dels lligands HBXI, HBTI i
BMI en fibres amiloides

La formacié de fibres amiloides és un tret caracteristic de moltes proteines. Per avaluar la
capacitat intercaladora dels 3 lligands seleccionats per aquest treball, aquests s’han assajat
amb fibres formades de peptid AP, IAPP i TTR. La IAPP, de l'anglés Islet amyloid
polypeptide, també coneguda com amilina, és una proteina de 37 residus que forma agregats
amiloides en el pancrees i que esta implicada en la diabetis tipus Il. La transtirretina (TTR),
també coneguda com a prealbumina, és una proteina de 80 aminoacids que en la seva forma

patogenica es diposita en organs periférics vitals com ara el fetge i el cor.

Les propietats fotoluminiscents que presenten els lligands HBXI, HBTI i BMI, ens han permés
realitzar aquests estudis mitjancant mesures de fluorescencia i posteriorment, microscopia de
fluorescencia. Les primeres mesures de fluorescéncia es van realitzar amb fibres préviament
formades de TTR i IAPP. Un cop incubades a 37°C amb els lligands, es van enregistrar els
espectres de fluorescéncia excitant a la longitud d’ona caracteristica de cada compost.
Independentment de la proteina precursora de les fibres, s’observa un canvi en la intensitat i el
desplagament de la banda d’emissio per als compostos HBX i HBT, contrariament el lligand
BM no produeix cap efecte. Un comportament comparable s’observa per als lligands iodats.

(Figura S5 article 1 - Annex -)

Els estudis de microscopia de fluorescéncia es van dur a terme amb fibres del péptid Ap,_4, i
IAPP incubades amb els lligands HBX, HBXI, HBT, HBTI, BM i BMI, i a mode de comparacié
els compostos de referencia ThT i PIB. Els resultats es mostren a la Figura 4.13a en forma de
taula on s’indiquen les intensitats relatives de fluorescéncia, a la Figura 4.13b s’observa que
les arees riques en fibres en aquelles mostres incubades amb els compostos HBX, HBXI,

HBT, HBTI, ThT i PIB presenten fluorescéncia. La major intensitat de fluorescencia s’observa
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amb els lligands HBX i HBT, aquesta mesura pot indicar un cert grau d’especificitat en unir-se
a les fibres. D’acord amb els resultats obtinguts, la fluorescéncia que emeten els lligands HBX
i HBT milloren les caracteristiques del compost PIB, actualment utilitzat en proves cliniques,
mentre que unicament el lligand HBX millora al compost ThT.

Addicionalment, les excel-lents propietats intercaladores demostrades amb els lligands iodats
HBXI i HBTI, suggereixen proposar aquests lligands com a possibles '|-biomarcadors per al

diagndstic in vivo per tecniques tipus SPECT.

(a) (b)

Amylin
| Amylin | Ap.., | BSA '
L I 1 =
HBX | e+t ++ . - roray
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Figura 4.13. (a) Taula d’intensitats
relatives de fluorescéncia. (b)
Imatges obtingudes per
microscopia de fluorescéncia de
fibres incubades amb els lligands
HBX, HBXI, HBT, HBTI, ThT i PIB

3 .Ar'i,l
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4.6.1. Propietats fluorescents dels lligands HBXI, HBTI i BMI:
Transferéncies protoniques fotoinduides

Com s’ha demostrat amb els compostos proposats en aquest treball, la fluorescéencia atrau un
considerable interés degut a les seves aplicacions en camps com la bioquimica i la medicina.
Freqlentment, les propietats fotoluminiscents d’una molécula, impliquen reaccions de
transferéncia protonica inter o intramoleculars, conseqliéncia de la redistribucié associada a
I’excitacidé de la molécula. Aquesta redistribucio electronica produeix canvis d’acidesa en els
estats excitats, permetent transferéncies de protons que no es donen en I'estat fonamental.
A fi d’interpretar les diferéncies en els espectres de fluorescencia de HBXI, HBTI i BMI, ha
estat necessari estudiar tedricament aquestes molécules als estats fonamentals i al primer

estat excitat singlet en la transferéncia protonica.

Les molécules estudiades en aquest treball sbn molécules neutres heterocicliques constituides
per dos fragments aromatics: benzoxazol/fenol (HBXI), benzotiazol/fenol (HBTI) i
benzimidazol/anilina (BMI), units mitjangant un enllag C-C amb possiblitat de rotacié i grups
funcionals capagos d’establir enllag  d’hidrogen intramolecular (Figura  4.6).
La reaccié de transferéncia protonica per a les molécules HBXI i HBTI déna lloc a una
tautomeria ceto-endlica, on la conformacié endlica actua de reactiu i el producte és el
tautomer cetonic que s’obté un cop transferit I’hidrogen fenolic al N del benzoxazol (HBXI) o
benzotiazol (HBTI). Els treballs experimentals mostren que a I'estat excitat, aquestes
molécules, presenten un desplacament de les bandes d’emissié que demostra la seva

tautomeritzacio.

A l'estat fonamental, aquesta redistribucié electronica provoca una perdua del caracter
aromatic en passar del tautomer endlic al tautdomer cetonic, la qual cosa es tradueix en que
aquest procés sigui energéeticament desfavorable donat que resulta una barrera de
transferéncia protonica de 13.0 i 11.5 kcal/mol, per a HBXI i HBTI respectivament. Aquests
valors sén prou alts com per impedir la reaccié directa de tautomeritzacié. Per tant, tenint en
compte aixd0 sembla clar que I‘Unica possibilitat d’arribar al tautomer ceto sera mitjangant
I’excitacié electronica de I’enol inicial (Figura S6 — article 1 — Annex).

Contrariament, a I'estat excitat la moléecula es troba amb una nova topografia de la superficie
d’energia potencial. L’excitacié estudiada correspon al primer estat excitat singlet on la forma
cetonica esdevé més estable (4.8 i 5.4 kcal/mol, HBXI i HBTI respectivament) que I’endlica
degut a que es genera un guany en aromaticitat, la qual cosa repercuteix en un augment

d’acidesa del grup donador del proté i basicitat del grup acceptor.
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En conjunt, la transferéncia protdnica que s’estudia té lloc excitant la molécula HBXI o HBTI
en la forma endlica des de I'estat fonamental a I'estat excitat (forma cetdnica). En aquests
processos es calcula que la longitud d’ona necessaria per produir I’excitacié és 468 nm per

HBXI i 485 nm per a HBTI.

En el cas del lligand BMI, es dbna la situacio inversa, en I’estat excitat té lloc una redistribucio
electronica de la qual resulta un grup imina. Aquesta forma tautomerica és 1.6 kcal/mol menys
estable que I'amina de I'estat fonamental donat que el grup NH, no és prou acid com per

afavorir la transferéncia protonica. En aquest cas, la longitud d’ona necessaria és 396 nm.

Els espectres de fluorescéncia de HBXI, HBTI i BMI presenten un maxim emissio a la longitud
d’ona 490, 520 i 415 nm, respectivament. A diferéencia de BMI, els ligands HBXI i HBTI
mostren una banda intensa i un desplagament d’Stokes en I'espectre de fluorescéncia, fet que
indica que ha tingut lloc la transferéncia protonica. Aquestes longituds d’ona d’emissié han
estat calculades per calculs quantics i s’han obtingut valors forca propers als observats

experimentalment, 468, 485 i 396 nm per a HBXI, HBTI i BMI respectivament.
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4.7. Conclusions

La incorporacié de propietats coordinants a compostos intercaladors, ha demostrat ser una
bona estrategia per al disseny de compostos multifuncionals per a la MA. Aquesta estrategia,
amb pocs precedents en aquest camp, ha donat lloc a tres compostos amb potencial
aplicacié per a la diagnosi i la terapia de la MA. Els resultats del treball multidisciplinar dut a

terme permet arribar a les segtients conclusions:

1. El disseny de I'esquelet molecular basic focalitzant I’atencié en les propietats intercaladores
de la molécula i, posteriorment, incorporant fragments que permetin la coordinaci6 als ions
metal-lics Cu(ll) i Zn(ll), facilitin la seva iodacié i potenciin les propietats antioxidants del lligand
ha estat I'estratégia novedosa d’aquest treball. A fi de construir 'esquelet, ha estat necessari
prendre com a referéncia la molécula més ampliament utilitzada com a agent de tincié de les
plaques senils i que, per tant, mostra gran afinitat per les fibres amiloides: la ThT. Com a

resultat d’aquest disseny s’ha obtingut M1.

molecular amework M1
g Cl
X
0 ‘
N+ bnding-sitle N N YO
OH
Thicliavine-T (Tr
wee T X=0,.8 NH Clioquinol (CQ
R = OH, NH;

2. La cerca de M1 en la base de dades emolecules®, ha permés generar 3 quimioteques
virtuals. La posterior criba virtual i la seleccié dels millors candidats, s’ha dut a terme aplicant
successius filtres que descarten aquelles molécules amb poques probabilitats d’exit per futures
aplicacions en medis fisioldgics. Com a resultat d’aquest procés s’han obtingut 36 molécules de
les quals per simplicitat s’han escollit tres, HBX, HBT i BM, per a realitzar el treball

experimental.

HEX HBT BM |

-0 00 czﬁrp
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3. Amb la finalitat de comprovar si els tres lligands escollits sén susceptibles d’incorporar un
atom de iode en la seva estructura per al seu possible us com a agents de diagnosi, s’han
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sintetitzat els tres derivats iodats, HBXI, HBTI i BMI, mitjangant métodes de iodacié amb “'l en

un sol pas, simples i rapids freqlientment utilitzats per al marcatge radioactiu amb 2% En tots
els tres casos, s’ha obtingut majoritariament el derivat iodat orientat en posicié para respecte el
grup OH (HBXI, HBTI) o NH; (BMI) amb un alt rendiment. Ha estat possible obtenir cristalls de
qualitat adequada per a la difraccid6 de raigs X i per tant, la resolucid de les estructures
cristal-lines ens han mostrat que els ligands HBXI i HBTI sén essencialment plans (angle
diedre entre els fragments benzoxazol/benzotiazol i I’anell de fenol és 4.6 (2) - HBXI - i 5.1 (1)°
-HBTI-) gracies a I'existéncia d’'un pont d’hidrogen intramolecular. Per al lligand BMI el valor de
'angle diedre és lleugerament superior que en els dos casos anteriors, atribuible a efectes
d’empaquetament cristal-li provocats per I'existéncia d’'un atom de iode en I’estructura del
compost i a la repulsié que té lloc ntre dos H molt propers (H3 i H13). Exceptuant aquesta
diferéncia, els valors de distancies i angles obtinguts tedricament per a tots tres lligands soén

molt propers als observats en les estructures cristal-lines.

4. Els complexos dels lligands HBXI, HBTI i BMI amb Cu(ll) i Zn(ll), han estat preparats
barrejant el corresponent clorur amb cadascun dels lligands. El complex obtingut en tots els
casos, independentment de la relaci6 M:L (1:1 o 1:2) emprada, ha estat ML,.
Els estudis en solucié per determinar les constants de formacié dels complexos d’aquests
ligands amb Zn(ll) i Cu(ll), s6n consistents amb la formacié exclusiva d’espécies mononuclears
ML i ML,.

Pel que fa a la geometria de coordinaci6, els estudis de ressonancia paramagnética
electronica (EPR) dels complexos Cul, evidencien una geometria de coordinacio al voltant del
Cu(ll) plano-quadrada distorsionada la qual es confirma per calculs DFT. En base als mateixos

calculs, el Zn(ll) afavoreix la formacié de complexos tetraedrics.

5. Els estudis espectrofotometrics per a determinar les constants d’acidesa i la capacitat
coordinant envers Cu(ll) i Zn(ll) s’han realitzat amb els lligands HBXI, HBTI, BMI les condicions
experimetals s’han mantingut constants i properes a les condicions fisiologiques (pH 7.4, T =
37°Ciu=0.1 M NaCl). Atés que I'agent quelant clioquinol (HCQ) té la capacitat de segrestar
els ions metal-lics en les plaques senils, es compara la capacitat coordinant dels tres lligands
HBXI, HBTI, BMI enfront aquest darrer. Amb aquesta finalitat, es determinen les constants
d’acidesa del HCQ sota les mateixes condicions. Les dades espectrals obtingudes de la
valoracio acid-base per a totes els sistemes avaluats, s’han tractat amb el programa pHab2000.
Els valors determinats de log f mostren una major afinitat dels lligands HBXI, HBTI, BMI i
HCQ per Cu(ll) que per Zn(ll), si bé en ambdds casos es segueix I'ordre: HBXI > HCQ > HBTI

> BMI. Els valors de les constants de formacié obtingudes permeten representar els
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diagrames de distribucié d’especies en funcio del pH, els quals evidencien que la concentracié
de metall lliure en solucié a pH 6.6 (per al Cu(ll)) i 7.4 (per al Zn(ll)), és molt baixa. Aquestes
concentracions, juntament amb les constants d’afinitat AB-Cu(ll) i Ag-Zn(ll) indiquen que HBXI

i HBTI, poden segrestar els ions metal-lics coordinats pel peptid Ap en solucié.

Ligand * Cul(ll) Zn(ll) "

pKa, pKa, log B3, log B3, pCu log [} log B, pZn

9978 (9 14,444 (9) 23.06 (7 11.06 13.55 (8 22.25(9) 10.98

Llelely 194 (5) 8300(2) | 1248(4) 2191(3) 1077 | 12.141(8) 20.23(1) 11.22

[a] Les constants d’acidesa corresponen a les seglients reaccions (s’ometen les carregues per una major claredat):
H,L SHL + H (pKa,); HL 5 L + H (pKay).

[b] Les constants de formacié corresponen a les seglients reaccions (s’ometen les carregues per una major claredat):
M(ll) + L 5 ML (log B4); M(ll) + 2L S ML, (log Bo).

[c] El valor de pKa, és massa baix per ser determinat en I'interval de pH

6. Els estudis realitzats amb els lligands HBXI, HBTI i BMI per avaluar la seva capacitat
inhibidora de formacié de fibres en preséncia i en abséncia de metalls mostren: (1) que la
presencia de Cu(ll) i Zn(ll) en solucions de peéptid AB,4, Soluble incrementa I'agregacioé un
factor de 3 respecte a I'agregacié observada en absencia d’aquests ions metal-lics (2) els
compostos HBXI, HBTI i BMI presenten certs efectes com a inhibidors de I’agregacié en
abséncia de metalls. Aquests mateixos lligands, en presencia de Cu(ll), disminueixen
clarament la formacié de fibres. Aquest efecte segueix I'ordre: HBXI > HBTI > BMI, equivalent
a la seva capacitat coordinant. Cal remarcar que en presencia de Zn(ll), I'Unic lligand d’aquest
treball que presenta caracteristiques inhibidores és el HBTI, millorant inclis el comportament
del HCQ.

7. Els estudis de microscopia de fluorescéncia duts a terme amb fibres del péptid AB;4, i
amilina incubades amb els lligands HBX, HBXI, HBT, HBTI, BM i BMI, han demostrat: (1) que
els millors resultats d’intercalacié s’obtenen amb els ligands HBX i HBT, millorant inclus les
caracteristiques del compost PIB, un radiotragador encara en proves cliniques que s’enllaca a
les plaques senils in vivo; (2) cal remarcar que el ligand HBX millora les propietats

intercaladores de la ThT.

Respecte als compostos iodats, les bones propietats intercaladores que mostren els lligands
HBXI i HBTI, permeten proposar aquests compostos com a possibles '®|-radiotracadors per

al diagnostic in vivo per tecniques tipus SPECT.
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CAPITOLS

Interaccio del catio ThT+amb les fibres amiloides:
Determinacio de I'estructura 3D del catio ThT+
| Pestudi de la seva posicio, orientacio i energia

en les fibres AB4_45






El principal objectiu d’aquesta tesi ha consistit en dissenyar, seleccionar i caracteritzar agents
quelants multifuncionals amb possibles aplicacions per a la MA. El punt de partida per
construir I’esquelet molecular dels lligands s’ha inspirat en la ThT, I’agent de tincié més utilitzat
per identificar fibres amiloides. Com s’ha vist en el capitol anterior, aquesta estratégia ha
permes assegurar la interaccié de les molécules proposades amb el péptid Afi, alhora,
segrestar els centres metal-lics (Zn(ll) i Cu(ll)) presents en les estructures tipus fulla f que forma

I’esmentat péeptid.

Si bé la ThT ha estat un referent i ha inspirat el disseny d’un gran nombre de tracadors en el
camp de la diagnosi, encara avui es desconeix com interacciona a nivell molecular el seu catié
amb les fibres amiloides. Aquest fet, juntament amb la inexisténcia de I’estructura cristal-lina

d’aquest compost, que correspon al clorur del catié ThT*, van cridar la nostra atencio.

Atés que un dels reptes actuals dins del camp de la MA és el de trobar agents de diagnosi que
presentin especificitat per les fibres Ap, cal disposar d’'un coneixement acurat sobre els llocs
d’unio, I'orientaci6 i les interaccions que estableix el cati6 ThT* a I'enllagar-se a les fibres i
poder establir quin fragment de la molécula caldria modificar per millorar I'afinitat i
I’especificitat. A fi de contribuir en aquest coneixement, s’ha determinat I’estructura cristal-lina
del catié ThT* i s’han realitzat estudis teodrics per determinar la posicié i I'orientaci6 més
probables que estableix el catié ThT* en el si de les fibres Ap aixi com les interaccions que

regeixen el procés d’incorporacio.
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5.1. Aspectes generals de la ThT i de la seva interaccié amb les fibres

Les malalties amiloidogéniques estan relacionades amb I’agregacié d’una proteina o fragment
que, com a resultat, forma diposits amiloides. Aquests agregats insolubles, independentment
de la proteina implicada en el procés, tenen moltes caracteristiques en comu: (1) presenten
resistencia a les proteases; (2) majoritariament, contenen estructura secundaria tipus fulla f i
(3) Poden ser identificats utilitzant agents de tincié com sén el CR o la ThT, que a I'unir-se a les

fibres mostren un comportament optic especific.

La ThT és una sonda fluorescent tradicionalment emprada per a la deteccid6 de plaques
amiloides en teixits afectats per malalties amiloidogéniques. Comercialment és el clorur d’un
cati6, ThT*, que en ser excitat a una longitud d’ona de 350 nm emet fluorescéncia a 415 nm
aproximadament. En presencia de fibres amiloides, els seus espectres d’excitacié i emissié es
desplacen cap a longituds d’ona més grans (cap al vermell), concretament a 450 i 482 nm

respectivament, observant-se un augment en la intensitat de banda.

La formula desenvolupada del catié ThT* esta formada per dos fragments aromatics units per
un enllag C-C: (a) un fragment benzotiazol que inclou un grup metil enllagat al N heterociclic,
generant aixi una carrega positiva en I'estructura; i (b) un fragment dimetilanilina. La rotaci6 al
voltant de I'’enllag C-C, defineix I'angle diedre ¢ que, com s’ha demostrat en diversos treballs
teorics,*®®” determina les propietats optiques d’aquesta molécula. A la Figura 5.1, s’observa
’estructura del cati6 ThT* que inclou les dimensions moleculars obtingudes en el present
treball mitjancant dades de difraccié de raigs X, aixi com I'angle ¢ que defineixen els dos

fragments que formen el catié.

a) D)
) )JJ - ) :
>3 -
> )
' )J n >-J qi Jo
» »
I A

Figura 5.1. (a) Representaci6 el-lipsoidal (50% de probabilitat) del catiéo ThT*, on s’indiquen les
dimensions moleculars obtingudes en base als radis de van der Waals (b) Angle diedre ¢ entre els dos
fragments plans que donen lloc al cati6.
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Tal com s’ha comentat, en la bibliografia sén escassos els treballs que expliquen quines
interaccions, quina disposicié, quins llocs d’unié estableix el cati®6 ThT* amb les fibres
amiloides i per quin mecanisme té lloc 'augment la fluorescéncia del complex format per la
ThT* i el péptid AB. La resposta a aquestes preguntes ajudaria a dissenyar noves molécules
que interaccionessin especificament amb el peptid Ap i en conseqiiéncia, facilitaria la cerca de
nous agents terapéutics i de diagnosi per a la MA. A continuacié s’exposa un resum dels
treballs més rellevants que intenten respondre alguna de les preguntes anteriors en base a

diferents aproximacions.

El primer treball que va aportar informacié sobre la disposicié del cati6 ThT* en les fibres
amiloides, es basa en dades experimentals de microscopia confocal, i estableix que les fibres
amiloides sén estructures ordenades al llarg de I'espai, les quals s’organitzen deixant uns
canals amples (6.5 - 6.95 A) on el cati6 ThT* es confina bé.%® En aquest model proposat per
Krebs i col-laboradors, consideren el cati®é ThT* com una molécula totalment plana i
determinen les seves dimensions moleculars (15.2 x 6.1 x 4.3 A) en base a programes
informatics genérics que permeten dibuixar estructures quimiques (ChemDraw i CS Chem 3D
Std.). Si bé semblaria més adient utilitzar les dimensions moleculars obtingudes a partir de les
dades cristal-lografiques del catié ThT*, durant la realitzacié d’aquesta tesi una cerca a la base

de dades cristal-lografica CSD va demostrar la inexisténcia de tal estructura.

Posteriorment a aquests estudis de Krebs i col-laboradors, s’ha proposat que els cations ThT*
s’uneixen a qualsevol proteina, rica o no en estructura secundaria tipus fulla §, sempre i quan
hi hagi cavitats amb un diametre comprés entre 8 i 9 A capaces d’allotjar parells de cations
ThT*. Aquest model realitzat en base a estudis tedrics de modelitzacié molecular, dades
experimentals de fluorescencia i valoracions calorimeétriques isotérmiques proposa que
’augment de fluorescéncia que acompanya la interaccié de la ThT* amb certes proteines i/o

péptids és deguda a la formacié d’un excimer.*?

Contrariament al que proposen en aquest darrer treball, recentment s’ha descrit I’Unica
estructura cristal-lina del cati6 ThT* enllagat a una proteina: I'acetilcolinesterasa del peix
Torpedo Californica (tcAchE).*® Aquestes dades de difraccio de raigs X evidencien I'existéncia
d’un sol cati6 ThT* confinat en una cavitat periferica (P-site) de la tcAchE. Aquesta unié
incrementa 1000 vegades Ila fluorescencia que presenta el catié ThT" lliure.
Malgrat aquesta proteina no conté majoritariament estructura secundaria tipus fulla g no deixa
de ser un bon i Unic punt de partida per observar amb quins residus aminoacidics interacciona

i quina disposicié adopta el ThT* en el lloc d’unié.
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Figura 5.2 ThT* confinat en la cavitat
periferica (P-site) de la tcAchE. Els residus
aromatics que estableixen interaccions tipus «
amb la ThT* sén el Trp279, la Tyr334 i la
Phe330.

Els principals aminoacids aromatics que interaccionen amb el catié6 ThT* sén el Trp279, la
Tyr334 i la Phe330, els quals estableixen interaccions tipus ® amb els fragments benzotiazol i
dimetilanilina. Les distancies observades entre els residus Trp279 i Phe330 i el catié ThT* sén
de l'ordre de 3.6 A, assignables a interaccions tipus m. L’orientacié que adopten els tres
aminoacids aromatics esmentats respecte el catiéo ThT* dificulta la rotacié al voltant de I'enllag
C-C, la qual cosa es tradueix en una disposicidé coplanar de I’anell benzotiazol i dimetilanilina.
Segons estudis tedrics, aquest bloqueig de rotacié es tradueix en un augment de
fluorescencia el que explicaria I'important augment de la fluorescencia del catié ThT* en unir-

se a la tcAchE.*®

Una altra de les contribucions recents en aquest camp s’ha basat en metodes teodrics i
técniques computacionals per a modelar el comportament del catié ThT* a I'interaccionar amb
les fibres AP. A fi d’esbrinar quins llocs d’unié presenten més probabilitat per enllagar al catio
ThT* han realitzat estudis basats en simulacions de dinamica molecular amb un model
simplificat del péptid ApB, concretament el heptapéptid AB.... Aquesta metodologia ha

permés identificar varis llocs d’unié preferents per al catié ThT*a la superficie de la fibra.?'°

Finalment, a fi d’establir quin dels fragments que formen part del catié6 ThT* podria ser el
responsable de conferir I'especificitat que es requereix per a poder dissenyar un bon agent de
diagnosi o terapia per a la MA, Faller i col-laboradors, han sintetitzat 18 derivats neutres del
cati6 ThT* modificant el fragment dimetilanilina.'”® La determinacié de les constants d’afinitat

(Ky) d’aquestes molécules envers el peptid Ap evidencia que la substitucié del grup -N(Me), pel
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grup -NHMe augmenta el valor de K,. Aquesta dada els porta a proposar que la possibilitat
d’establir enllagos d’hidrogen és I'Unic tipus d’interaccié que pot incrementar I'afinitat a les

fibres, descartant que els enllagos tipus © amb el peptid A tinguin un paper rellevant.

5.2. Estructura cristal-lina del catié ThT*

Un dels primers objectius d’aquesta part del treball ha estat examinar I'estructura cristal-lina
del cati6 ThT* lliure amb la finalitat d’establir quins tipus d’interaccions regeixen la seva
estructura i si aquestes poden ser rellevants quan s’enllaci a les fibres amiloides.
A fi d’obtenir cristalls de qualitat adequada per a la difraccié de raigs X, s’han realitzat proves
de cristal-litzacié del compost comercial previament recristal-litzat en diferents solvents, éssent
totes elles infructuoses. Freqlientment, quan aixo passa, I'estratégia de canviar I'anié per un
altre contraid més voluminds ajuda al procés d’obtencié de cristalls. En el nostre cas, d’entre
totes les proves realitzades amb diferents anions i dissolvents, els millors resultats obtinguts
han estat amb I’ani6 iodur. Aixi, el tractament de (ThT)Cl amb Nal en solucié aquosa, déna lloc
a un solid groc que un cop filtrat i assecat al buit, es dissol en CHCI; i es deixa evaporar
lentament. Al cap de 24 h apareixen uns cristalls vermells que es caracteritzen com a
(ThT),l,-2CHCI; (1). Separats els cristalls vermells de la solucié, si aquesta es continua
evaporant, passada una setmana aproximadament, apareixen uns altres cristalls grocs que
corresponen a (ThT)I-CHCI; (2). Les cel-les unitat d’(1) i (2) es mostren a la Figura 5.3, i les
principals dades cristal-lografiques a la Taula 5.1. En la primera estructura el contraid
consisteix en un poliiodur (I,%), anié molt poc freqiient i probablement la seva formacié es pot
atribuir a una oxidacié parcial de I'anié I” per contacte amb I’oxigen de I‘aire, mentre que en (2)
’anié és el I'. L’existencia d’aquestes dues estructures cristal-lines i els anteriors intents
infructuosos per cristal-litzar el cati6 ThT* assenyalen la rellevancia dels ions iodurs i del

dissolvent cloroform en la formacié de monocristalls.
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Figura 5.2. Cel-la unitat dels cristalls (a) (ThT),l,-2CHCI; (1), i (b) (ThT)I-CHCl; (2).
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Interaccio del catié ThT™ amb les fibres amiloides[?]

Taula 5.1. Dades cristal-lografiques i parametres de refinament de les
estructures cristal-lines (1) i (2)

1 2
empirical formula CaaHaoClelaM 182 CoaHapClIN-S
formula weight 1313.14 529.67
crystal system monoclinic monoclinic
crystal size/mm’ 036018 x0.03 0,62 x0.24 x0.05
SpECE group CYc P2./n
crystal color red Yellow
alA 36.297(3) 74500 (5)
brA 7.16066 (5) 14.7704 (9)
oA 195063 (13) 16,5483 (12)
o'deg el 90
Pideg 112.525 (1) 94.431 (1)
yideg o0 an
VIAT 4687.0 (6) 21447 (2)
I/K 296 (2) 286 (2)
£ 4 4
Pratea fErem” 1.861 1.640
u (Mo Ka) /mm” 3.121 1.969
Fuou 2520 1048
Bonin-Brax deg 1.21 - 29.10 1.73-29.01
k&l range -48/35,-7/9,-26/26 ~10/9,-19/18,-22/25

reflections collected

15766

14563

independent reflections (Ri.) 5775 (0.0346) 5255 (0.0356)

observed reflection [1=2a(l)] 3500 3608

agreement indexes [1=2o(1)] R{(Fy =0.0524 Ri{F) =0.0420
R.(F=0.1232 R.(F'1 = 0.0851

agreement indexes (zll data) R(F) =0.0968 R(F) =0.0706
Ru(F) = 01431 R..(F*) = 0.0956

GOF (all datg) 1.042 1.005

Largest diff. peak/hole (e/ A”) 0.898/-0.672 0.791/-0.432

El cati6 ThT* en (1) i (2) presenta uns parametres geometrics molt semblants. Aixi, les
dimensions moleculars en base als radis de van der Waals sén 16.3 x 7.4 x 4.9 A per (1)
(Figura 5.1) i 16.3 x 7.4 x 4.7 A per (2). La principal diferéncia entre les dues ThT* es troba en
I’angle diedre ¢, el parametre més rellevant i indicatiu del grau de planaritat que presenta el
catido ThT* dins I'estructura cristal-lina. Per al catié ThT* en el compost (1) s’obté un valor de

23.8 (2)°, lleugerament superior al trobat en el compost (2) (20.0 (2)°).

En totes dues estructures els cations ThT* s’apilen formant columnes, on els cations veins es
disposen es disposen en forma cap-i-cua (head to tail) a fi de minimitzar les repulsions
electroestatiques entre els grups -NMe*. Pel que fa als elements de simetria que relacionen els

cations successius en cada columna, es troba un eix de rotacié C, en (1), mentre que en (2)
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existeix simetria a través d’un centre d’inversié. En ambdues estructures, les distancies entre
els cations apilats successivament permeten proposar la preséncia d’interaccions n-w, el que
mostra la importancia de les forces dispersives en 'empaquetament de I'estructura. Aixi, entre
els cations ThT* s’observa un solapament Th-Ph (tiazol i dimetilanilina) en (1), i dos
solapaments diferents: (@) Th-Th i (b) parcialment entre Bz-Ph (on Bz denota I'anell de benze

unit al tiazol) en (2) (Figura 5.3).

(@) (b)

\
g Ce— — e
3674 v 3.973 2 099 o
, 4.019] 5.4 3 RR7 13 823] ‘e
| ‘ {3.82

3 G

Figura 5.3. Vista lateral i des de dalt de la disposicié que adopten els cations ThT* en el cristall (a) 1 i (b)
2, Distancies entre centroids (A) obtingudes mitjancant les dades de difraccié de raigs X, calculs
periodics B3LYP [en claudators] i calculs peridodics B3LYP amb correccié de la dispersié (B3LYP-D) en
lletra jtalica.

A continuacio6 es presenta un resum dels resultats teorics obtinguts en aquest treball. Aquests
han estat realitzats conjuntament pel Grup d’estudis tedrics d’activacio de biomolécules de la
Universitat Autobnoma de Barcelona dirigit per la Prof. Mariona Sodupe, el grup especialista en

calculs quantics periddics B3LYP?'"2'2

aplicats a sistemes cristal-lins de la Universita degli
Studi di Torino dirigit pel Prof. Piero Ugliengo i finalment, el Dr. Hugo Gutiérrez de Teran de la
Fundacion Publica Galega de Medecina Xendémica expert en tecniques computacionals
bioinformatiques ha estat el responsables dels estudis de docking i dinamica molecular per al

sistema ThT*-AB_4,.

Amb la finalitat d’estudiar si els valors de ¢ obtinguts per al catié ThT* del cristall 1 i 2 sén
resultat dels efectes de 'empaquetament del cristall, o pel contrari sén deguts a les propietats

quimiques intrinseques del ThT*, s’han realitzat calculs quantics B3LYP en fase gas, per al
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catio lliure i s’ha calculat el perfil energétic associat a la rotacié a través de I’enllag C-C (Figura
5.4). El perfil d’energia potencial envers I'angle de torsi6 que es troba en base a aquests
calculs, indica que el valor de ¢ de minima energia per al catié en fase gas és 35°, el qual és
significativament major que els valors de ¢ trobats en els cristalls 1 i 2. La rad d’aquesta
diferencia d’angle ¢ s’atribueix a que per al catié ThT* lliure, les interaccions repulsives entre el
grup metil enllagat al nitrogen heterociclic i 'atom d’hidrogen més proper de I'anell de
dimetilanilina (Figure 5.1) obliguen a una disposicié allunyada de la planaritat. Aquest efecte
repulsiu és inexistent quan s’elimina el grup metil de I'estructura del ThT* i per tant en el
compost analeg corresponent els dos fragments esdevenen coplanars. No obstant, el cost
energétic associat a la rotacié al voltant de I'enllag C-C del catié ThT" lliure és baix, ca. 5
kcal-mol™ (Figura 5.4), la qual cosa mostra que la rotacié al voltant de I'enllag C-C, i en

consequiencia I'angle ¢, estara modulat per I’entorn al qual estigui exposat el catié ThT".

A fi de comprendre quin paper juga I'anié iodur en I’estructura cristallina i si aquest provoca
que l'angle diedre disminueixi respecte a I'obtingut per al catié ThT" lliure, s’han avaluat en
base a calculs quantics B3LYP en fase gas, dos sistemes simples diferents: (a) (ThT)l i (b)
(ThT),l,, Els resultats obtinguts en el sistema (ThT)l mostren que I'estructura més estable
disposa I’ani6 iodur al damunt de I'anell tiazol per neutralitzar la carrega del grup NMe"* i
s’estableix una interaccié feble I---HC(Ph), que es tradueix en un augment de I'angle ¢ de 10°
respecte a I'angle diedre que presentava el catié lliure (35°) (Figura 5.5a). En el cas del sistema
(ThT),l,, ha estat necessari modificar les bases del calcul BSLYP amb un terme corrector de les
forces dispersives (correccié empirica de Grimme) obtenint les bases del calcul B3LYP-D.?"?
Aquest terme és imprescindible utilitzar-no en sistemes on existeixen anells aromatics que
interaccionen entre ells mitjangant interaccions n. Els resultats obtinguts per aquest darrer
sistema en base a calculs BSLYP-D fan que I’angle ¢ esdevingui un altre cop 35° (Figura 5.5b).
En conjunt, aquests calculs permeten concloure que la conformacié final del catié ThT" i per
tant el valor de 'angle @ és el resultat d’un delicat balang entre les forces electrostatiques i

dispersives que tenen lloc en sistemes aromatics.
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Figura 5.4. Representacio de I’energia potencial obtinguda en base a calculs B3LYP envers I'angle de
torsié (definit pels atoms enumerats del 1-4) del catié ThT*.

¢=35.3

Figura 5.5 Geometries optimitzades en base a calculs B3LYP i B3LYP-D, distancies i angles trobats per
als sistemes estudiats: (a) (ThT)! i (b) (ThT),l,. Distancies en angstroms i angles en graus.
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Per analitzar I’apilament de cations ThT* que té lloc a les estructures cristal-lines (1) i (2) s’han
realitzat calculs periddics B3LYP-D. Les optimitzacions geomeétriques s’han dut a terme per a
les posicions atomiques internes mentre que els parametres de cel-la han estat fixats d’acord
amb els valors experimentals trobats per dades cristal-lografiques. Per examinar la contribucié
de les forces dispersives dins I'estructura cristal-lina s’ha calculat la variacié de la dispersié
quan un catié ThT* s’intercala dins d’un conjunt apilat de cations. Els resultats trobats, basats
en calculs purament dispersius, indiquen que el procés d’intercal-lacié porta associat una
energia de dispersio estabilitzant de -47 kcal-mol™ per al cristall (1) i -44 kcal-mol™ per al (2).
Aquesta petita diferéncia energetica esta d’acord amb el major solapament entre els cations

ThT* observat en 1 que en 2.

Pel que fa al valor de ¢ obtingut per a la ThT* mitjan¢ant calculs periddics (B3LYP-D) en els
cristalls 1 i 2, s’ha obtingut 20 i 19°, respectivament. Aquests valors presenten una bona
concordanga amb els angles trobats per difraccié de raigs X (24° (1) i 20° (2)). Aquest fet posa

de manifest la importancia de les forces dispersives dins la cel-la elemental del cristall.

5.3. Prediccié de la interaccié ThT*-péptid AB,_,,

D’acord amb les dades trobades en la bibliografia, és escassa la informacié de la que es
disposa a nivell molecular sobre la interaccié ThT*-fibres amiloides, aixi com els requeriments
estructurals que cal tenir en compte a I’hora de dissenyar molécules que presentin especificitat
per les fibres Ap. Amb la finalitat de contribuir des d’un punt de vista teodric en el coneixement
de la interaccié ThT* amb les fibres, els modes/llocs d’unid preferents i poder predir quin
fragment del catié caldria modificar per millorar I’especificitat per les fibres Ap s’han realitzat:
(1) estudis d’acoblament (també coneguts com estudis de docking), (2) dinamica molecular i (3)

calculs quantics del catié ThT* amb el peptid AB_4-

5.3.1 Estudis d’acoblament lligand-proteina (Docking)

Els estudis de docking, pretenen explorar de forma exhaustiva les posicions relatives lligand-
proteina, avaluant les interaccions intermoleculars en cadascuna de les posicions explorades.
Com a resultat d’aquest procés, s’obté una col-leccié de posicions d’acoblament lligand-
proteina, que el programa utilitzat en aquest treball (Autodock 4.0), ordena i avalua des d’un
punt de vista estructural i energétic.?™

Per comencar aquest estudi, cal disposar de I’estructura cristal-lina de la proteina. En el nostre
cas, I'estructura cristal-lina del péptid AB.4, no ha estat encara resolta degut a la dificultat que
implica cristal-litzar una proteina de naturalesa amiloidogénica. No obstant, com s’ha comentat

en la introducci6 d’aquesta tesi, es disposa d’un bon model d’estructura 3D del péptid AB,_,,
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obtingut mitjancant técnigues de RMN en solucié, mutagénesi dirigida i microscopia
crioelectronica (PDB: 2BEG).*® Aquest model s’ha pres com a punt de partida per realitzar els
estudis d’acoblament lligand-proteina. Els resultats obtinguts situen als cations ThT*® en
canals paral-lels a I'eix de creixement de la fibra, d’acord amb les propostes de Krebs i col. per

dades de microscopia confocal.®®

Per a cada posici6 obtinguda s’ha avaluat I’afinitat de la interaccié ThT* - AB,_,, mitjan¢ant una
funcié de puntuacio (scoring).c?'® Un cop realitzat aquest procés, s’han identificat 6 modes
d’unié (poses), és a dir, 6 orientacions i conformacions diferents que adopta el catié ThT* en el

peptid AB,.4, els quals es situen en 4 llocs diferents : dos externs i dos superficials (Figura 5.6).

5.3.2. Estudis de dinamica molecular

Les aproximacions de docking permeten calcular d’'una manera rapida I'’energia lliure
associada a I'afinitat del sistema lligand:proteina. No obstant, les molécules no romanen fixes
en les seves geometries oOptimes, sin6 que poden fluctuar i moure’s al llarg del temps
adaptant-se als seu entorn i responent a pertorbacions térmiques. Sén precisament aquestes
adaptacions les que permeten les interaccions lligand-proteina, i per tant I’estudi dinamic de
les molecules és de vital importancia en els métodes computacionals per al disseny de

farmacs.?'62""

Amb la finalitat de realitzar un estudi més minuciés sobre les possibles interaccions entre el
catié ThT* i el péptid Ap, s’ha fet una analisi per dinamica molecular (DM) de cadascuna de les
conformacions finals resultants de I’exploracid6 de docking. La metodologia DM permet
estudiar el comportament del sistema en funcié del temps, tot simulant la dinamica del
sistema mitjancant la integracié de les equacions de Newton del moviment per a cada atom.
Aixd0 permet predir les energies lliures d’unié lligand-proteina, que alhora ens dobna
’'optimitzaci6 geometrica corresponent per a I'estructura molecular amb minima energia.
Els resultats d’aquests estudis de DM demostren que els modes d’unié més favorables per al
catio ThT* en les fibres amiloides correspon a A i B1 situats a la superficie i definits pels
residus 33-35 i 35-37, respectivament (Figura 5.6). Pel que fa a les interaccions a nivell
molecular s’observa que en ambdues poses, A i B1, I'anell de la dimetilanilina es col-loca
paral-lel a I'esquelet de la cadena polipeptidica. La facilitat que presenta el catié ThT* per rotar
a través de l'enllag C-C, permet que el fragment benzotiazol disposi el grup NMe* cap a
I’exterior del canal definit per les fibres. D’entre les dues posicions el mode d’unié B1 és 2.6

kcal‘mol™ més estable que la posicid A (Taula 5.2).

£ funcié que contempla dades energetiques i estructurals per a cada lloc d’unio
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Figura 5.6. Els 6 modes d’unio
obtinguts mitjangant els estudis
acoblament ThT*-péptid AB_40, €ls
quals es situen en posicions
internes (C1, C2 i D) i externes (A,
B1iB2).
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En base a les dades obtingudes per DM, es pot calcular I’'angle diedre que presenta el catio
ThT* a I'interaccionar amb el péptid en la seva posicié més estable (B1) i obtenint-se un angle
de torsi6 de 44°. Seguint la mateixa metodologia, el catié ThT" lliure mostra una desviacié del
pla de 65.43°. Aquest resultats de ¢ demostren que la interaccié lligand-peptid dificulta la
rotacié al voltant de I'enllag C-C i per tant, s’observa una disminucié del valor de I'angle
@ respecte al catié ThT" lliure. Si bé es pot observar que el valor de ¢ de la ThT" lliure obtingut
mitjangant DM és significativament major a I'obtingut per calculs B3LYP en fase gas (35°)

aquestes diferéncies sén degudes a la metodologia de calcul emprada.

Taula 5.2. Modes d’unid, energia lliure associada a cadascun d’ells i afinitat relativa.ll

binding pose W5 (Autodock, kcalfimal) AAG (LIE. kcal'maol)® larsion (SCCC)
D $.3 45 53,56
ot 4.5 1.4 7386
c2 B 3.18 7179
B1 5.7 0 4424
B2 6.7 ;
A 83 28 86.92
Watar . - 65.43

* Only relatve affiniies are reported, taking the most favored binding mode /BT as the reference state
* Binding made B2 was not stable along the MD frajeciony

5.3.3. Estudis quimico-quantics del catié ThT* amb la cadena polipeptidica I’estructura

tipus fulla g

Amb la finalitat d’analitzar les interaccions a nivell atdmic entre el cati6 ThT* i les fibres
amiloides s’han realitzat estudis quantics amb un model d’estructura fulla §. Si bé el cost
computacional és major que en el cas dels estudis de docking i de DM, explorar sistemes
relativament petits considerant la seva distribucié electronica té avantatges respecte a la
utilitzacié de la DM, com la qualitat dels valors corresponents a les distancies i angles de les

molécules estudiades.

El sistema estudiat consisteix en un model simplificat de cadena polipeptidica on tots els
residus de les cadenes laterals del péptid AB,.4,, han estat substituits per Gly. L’orientacié del
catié ThT* que s’utilitza com a punt de partida per a realitzar el calcul quantic correspon a la

de la posicié B1 resultant dels estudis de DM.

El metode de calcul utilitzat ha estat el BBLYP amb correccions de dispersié (B3LYP-D).

L’estructura de minima energia obtinguda seguint aquesta metodologia evidencia que el
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Interaccio del catié ThT" amb les fibres amiloides

fragment dimetilanilina es disposa paral-lel a I’esquelet polipeptidic (Figura 5.7) establint
interaccions del tipus n-m, la distancia entre el centroid de I'anell de benze i el pla mig definit
per lenllag peptidic situat sota d’aquest, és de 3.01 A. Addicionalment, el fragment
benzotiazol i els residus Gly estableixen una interaccidé estabilitzant de tipus CH-n a una
distancia de 2.94 A. L’angle ¢ observat entre els fragments dimetilanilina i benzotiazol és 21°.

Cal remarcar, que I'estabilitat ve donada per les interaccions del tipus n—n i CH-nt atés que si
es realitza el mateix calcul en base a calculs B3LYP sense tenir en compte el factor de les
forces dispersives, el fragment dimetilanilina no roman paral-lel a I'esquelet polipeptidic
presentant una distancia entre el centroid de I'anell de benzé i el pla mig definit per I’enllag

peptidic per sobre de 4.0 A i un angle diedre de 32°.

Pel que fa al fragment benzotiazol, la interaccié CH-n que estableix amb el residu aminoacidic
de la cadena polipeptidica és el que influeix més directament en I'angle diedre ¢ i per tant en
les propietats fluorescents de la ThT* donat que existeix una disminucié en la relaxacio

torsional. Es per aixd que atribuim la capacitat de modular I’especificitat a aquest fragment.

b)

Figura 5.7. (a) Llocs d’unié externs on es situa el cati6 ThT* en les fibres ABy4 segons resutats
obtinguts del docking b) Estructura del catié ThT* interaccionant amb un péptid model (vegi’s text)
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5.4. Conclusions

Si bé el catié ThT* ha estat un bon referent com agent de tincié de les fibres amiloides, encara
es desconeix com interaccionen mutuament a nivell molecular. Amb la finalitat d’esbrinar la
disposicio, els lloc d’unié i el tipus d’interaccions que estableix el catié ThT* a enllagar-se a les
plagues amiloides s’han realitzat estudis experimentals i tedrics que han permeés arribar a les

seglients conclusions:

1. S’ha cristal-litzat el cati6 ThT* i s’han obtingut dos tipus de cristalls diferents que s’han
caracteritzat com a (ThT),l,-2CHCI; (1), i (ThT)I-CHCI; (2). Els cations ThT* en (1) i (2) presenten
parametres geometrics molt semblants, el més rellevant de tots ells és I’angle diedre, ¢, el qual

és 24° per al cristall (1) i 20° per al (2).

2. Els cations ThT*, d’ambdues estructures cristal-lines, s’apilen formant columnes disposant-
se en forma cap i cua (head to tail) a fi de minimitzar les repulsions electroestatiques entre els
grups -NMe". Les distancies entre els cations apilats estan compreses entre 3.6 i 3.9 A
atribuibles a interaccions n-stacking. Aquestes forces d’interaccié donen lloc a diferents
apilaments entre els cations ThT* observant-se un solapament Th-Ph (anell tiazol i la
dimetilanilina) en (1), i dos solapaments diferents: (a) Th-Th i (b) parcialment entre Bz-Ph (on Bz

denota I'anell de benzé unit al tiazol) en (2).
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3. Estudis tedrics en base a calculs B3LYP en fase gas del catié ThT* demostren que el cost

energétic de la rotacio al voltant de I’enllag C-C del catié ThT* lliure és baix, ca. 5 kcal-mol™, la
qual cosa mostra que I'angle ¢ estara modulat per I’entorn al qual estigui exposat el catié
ThT*. Mitjangcant un estudi teoric del cristall en base a calculs peridodics B3LYP, els quals
inclouen forces dispersives, s’ha calculat : (1) el valor d’angle diedre per al catié ThT* en cada
compost (19° per a 1i 20° per a 2) i (2) les distancies entre els cations apilats successivament.
Tots els valors tedrics obtinguts presenten una bona concordangca amb els trobats per
difraccié de raigs X. Aquest fet posa de manifest la importancia de les forces dispersives dins

la cel-la elemental del cristall.

4. A fi d’analitzar si les interaccions tipus m sén rellevants en el sistema ThT*-fibres Ap s’han
realitzat estudis de docking, dinamica molecular i calculs quantics.

Els estudis de docking s’han utilitzat com a punt de partida per explorar els possibles llocs
d’unié que pot ocupar el cati6 ThT* en les fibres Af,..,. Per realitzar els estudis d’acoblament
s’ha utilitzat el millor model fins ara resolt d’estructura 3D d’un protofil-lament de péptid AB;.4,
%6 j s’han obtingut sis modes d’uni6 preferents ThT*-AR, 4.

Posteriorment, s’ha realitzat un estudi de

dinamica molecular (DM) per a cadascuna

e 51 e A
1.
de les conformacions finals resultants de -‘!i-',
I'exploracié de docking i s’ha demostrat R }

que els llocs d’uni6 més favorables - ..—--"'—b\

energeticament per al cati6 ThT® en les —— N J
fibres amiloides corresponen a la pose A i :

B1 (Figura), situades a la superficie de la H"ﬂg
fibra i definides pels residus 33-35 i 35-37,

D’entre les dues posicions la pose B1 és

2.6 kcal'-mol™ més estable que la posicid A.

5. Calculs quantics realitzats amb un model simplificat del péptid Af;..,, en el qual els residus
de les cadenes laterals han estat substituits per aminoacids Gly, i el catié ThT* evidencien que
el fragment dimetilanilina es disposa paral-lel a I'esquelet polipeptidic establint interaccions del
tipus n—x. La distancia entre el centroid de I'anell de benzé i el pla mig definit per I'enllag
peptidic situat sota d’aquest, és de 3.01 A. D’altra banda, s’observa que el fragment
benzotiazol i els residus Gly estableixen una interaccié estabilitzant de tipus CH-n a una
distancia de 2.94 A. L’angle ¢ del catié ThT* situat en aquest lloc d’unié és 21°, proper al valor

obtingut en I'estructura cristal-lina determinada experimentalment.
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6. La interacci6 CH-nt que estableix el fragment benzotiazol amb I’'aminoacid de la cadena
polipeptidica influeix directament en I’'angle diedre ¢ i per tant, en les propietats fluorescents
del catié ThT". Aquest fet ens suggereix que modificacions en aquest fragment de la molécula
podrien conferir 'especificitat que es requereix per a poder dissenyar un bon agent de

diagnosi o terapia per a la MA.

o
294 A sannn
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El treball que s’emmarca en aquesta tesi ha permes arribar a un conjunt de conclusions les

quals s’exposen a continuacié agrupades d’acord amb els diferents objectius proposats.

Utilitzacié de tecniques quimioinformatiques en el disseny i selecci6
d’agents quelants multifuncionals amb potencial aplicacié en la malaltia
d’Alzheimer (MA)

1. La utilitzacié de la quimioinformatica en el camp de la quimica de coordinacié aplicada
a la medicina s’ha demostrat util, eficacg i potent. L’esquema general seguit consistent
en: a) disseny de I’'esquelet molecular, b) cerca dels compostos comercials que el
contenen, c) filtratge segons propietats fisicoquimiques i farmacocinétiques
addicionals i d) assajos experimentals per ampliar les prestacions i/o corroborar la

idoneitat dels compostos seleccionats, s’ha demostrat perfectament valid.

2. La posta a punt de la metodologia anterior ha palesat que el punt de partida, el
disseny de I’esquelet del compost, és un pas fonamental per assolir una bona seleccié
de compostos amb potencial aplicacié. Aixi, si hom cerca un agent quelant
multifuncional cal partir d’un esquelet que pugui evitar I’addicié de fragments i/o grups

funcionals que podrien malmetre la seva aplicacié posterior.

3. En base a la quimica de coordinacié i bioinorganica dels ions Cu(ll) i Zn(ll) s’han
escollit tres entorns de coordinacié amb atoms donadors de N, S i O que donin lloc a

anells quelants de 5 baules, segons s’indica a continuacio:

esquelets moleculars basics

) gy : H
a0 o,
H X
1 3

e

4. La cerca de compostos comercials que continguin aquests esquelets i que alhora
compleixin els requisit d’hidrofobicitat (log BB ...) i susceptibilitat de ser marcats amb
iode ha exigit incorporar un anell aromatic als esquelets anteriors el que finalment ha

portat als compostos comercials seguents:

(1) (2) (3)
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5.

El procés experimental s’ha iniciat amb la determinacié espectrofotométrica de les
constant de formacié del lligand 1 envers Cu(ll) i Zn(ll), el qual requereix la
determinacio prévia de les seves constant d’acidesa. Els resultats obtinguts de les
valoracions espectrofotométriques indiquen que la capacitat del ligand TMET per
coordinar Cu(ll) (log p; = 8.93; log B, = 15.21) i Zn(ll) (log B, = 8.52; log B, = 14.12) és
comparable. Els valors de B evidencien que els atoms donadors sén els atoms
d’oxigen dels grups etoxi i fenolat. Aquests valors sén concordants amb els trobats a

la bibliografia pel 2-hidroxifenol.

La coordinacié del lligand TMET via O(fenolat),O(éter) no exclou que en presencia de
més metall els grups tioéter i amina també poguessin participar en la coordinacié,
introduint-se aixi la possibilitat de formacid6 de complexos d’elevada nuclearitat i
possible insolubilitat. En conjunt, les eines in silico han acomplert la seva finalitat, pero
els resultats experimentals ens indiquen la conveniéncia de reiniciar el procés afinant

més el disseny de I'’esquelet del lligand multifuncional per aplicacié a la MA.

Agents terapéutics i de diagnosi en la MA: disseny, seleccié i
caracteritzacié de compostos quelants amb propietats d’intercalacié en
fibres amiloides
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7. A fi de construir 'esquelet estructural basic dels lligands multifuncionals s’ha pres com

a referéncia una de les molécules més ampliament utilitzada com a agent de tincié de
les fibres amiloides: la ThT. L’eliminaci6 del grup metil enllagat al N heterociclic perquée
la molécula esdevingui neutra aixi com aixi com la incorporacié d’un anell fenol o
anilina ha permés obtenir M1, un esquelet molecular que inclou simultaniament
propietats intercaladores i coordinants. Addicionalment, aquest esquelet és

susceptible de ser iodat i també actuar com agent antioxidant.
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8. La cerca de M1 en bases de dades comercials, ha permés generar 3 quimioteques

10.

virtuals. A fi de seleccionar els millors candidats s’ha dut a terme un cribatge virtual en
base a un conjunt de filires que ens han permés obtenir aquelles molécules amb
propietats farmacocinétiques i d’hidrofobicitat adequades per a futures aplicacions en
medis fisiologics. Aquest procés ha donat lloc a 36 molecules de les quals s’han
seleccionat tres candidats per a realitzar el treball experimental (HBX, HBT i BM). La
presencia d’'un anell fenol i/o anilina en M1 ha estat fonamental per iodar facilment i
exitosa les molécules HBX, HBT i BM seguint metodologies freqientment utilitzades

per al marcatge de molécules amb 2% S’han obtingut HBXI, HBTI i BMI.
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L’obtencié de cristalls i la posterior resolucié de les estructures dels tres lligands iodats
(HBXI, HBTI i BMI) han demostrat I'existéncia d’'un enllag d’hidrogen intramolecular
entre el N(sp2) de I'anell heterociclic i el grup O-H (HBXI i HBTI) o N-H (BMI) el qual és
responsable de conferir planaritat als lligands HBXI (¢ = 4.6°) i HBTI (¢ = 5.1°). Sibé el
ligand BMI presenta el mateix tipus d’enllag, I'angle diedre, ¢, és clarament superior
(24.4°) que en els dos lligands anteriors. Calculs B3LYP en fase gas dels tres lligands
ens han permés explicar la importancia del pont d’hidrogen en la conformacié que
presenten aquests lligands i atribuir el diferent angle diedre que presenta BMI respecte
a HBXI i HBTI a efectes de 'empaquetament cristalli provocats per I'existéncia d’'un

atom de iode en I'estructura del compost.

La sintesi dels complexos dels lligands HBXI, HBTI i BMI amb Cu(ll) i Zn(ll) ha donat
lloc a complexos ML, Estudis de EPR realitzats amb els complexos CulL, evidencien la
seva mononuclearitat i una geometria de coordinacié plano quadrada amb distorsié
tetraédrica. Addicionalment, estudis B3LYP en fase gas han corroborat les dades
obtingudes mitjangant EPR per als complexos CulL,. D’acord amb les constants de
formacié obtingudes en solucid, els calculs en fase gas indiquen que els complexos

ZnL, s6n mononuclears amb geometria de coordinacio tetraédrica.
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Conclusions generals

1.

12.

D’acord amb els valors de log § determinats espectrofotométricament pels complexos
formats per: HBXI, HBTI, BMI i HCQ, aquests mostren una major afinitat per Cu(ll) que
per Zn(ll), si bé en ambdds casos es segueix I'ordre: HBXI > HCQ > HBTI > BMI.
Aquests resultats permeten anticipar que aquests lligands, en particular de HBXI i
HBTI, poden actuar com a segrestadors de Cu(ll) i Zn(ll) coordinats al péptid Ap en

solucié.

Ligand Cu(ll) Zn(ll)

pKa, pKa, log 13, log i pCu log log B, pZn

9978 (9) | 14.444

[a] Les constants d’acidesa corresponen a les seglients reaccions (s’ometen les carregues per una major
claredat): H,L SHL + H (pKa,); HL 5 L + H (pKay).

[b] Les constants de formacié corresponen a les segiients reaccions (s’ometen les carregues per una major
claredat): M(ll) + L 5 ML (log B,); M(ll) + 2L 5 ML, (log By)-

[c] El valor de pKa, és massa baix per ser determinat en I'interval de pH

En base a les dades de turbidimetria, els compostos HBXI, HBTI i BMI actuen com a
inhibidors de I'agregacié de fibres Af} en abséncia de metalls, presentant una capacitat
d’inhibicié superior a 'EDTA i a HCQ, escollits com a compostos de referéncia.
Aquests mateixos lligands, en presencia de Cu(ll), disminueixen més eficagment la
formacié de fibres, seguint I'ordre HBXI > HBTI > BMI, el qual és paral-lel a la seva
capacitat coordinant. Cal remarcar que en preséncia de Zn(ll), I'Unic lligand que
presenta caracteristiques inhibidores és el HBTI, millorant inclis el comportament del
HCAQ.

13. Segons les dades de microscopia de fluorescéncia, els lligands HBX i HBT s’intercalen
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en les fibres Ap molt satisfactoriament. Comparant amb el compost PIB, un
radiotracador en proves cliniques que s’enllaca a les plaques senils in vivo, i la ThT,
agent de tincié ampliament utilitzat, la intensitat d’aquesta intercalacié segueix I'ordre:
HBX > ThT > HBT > PIB. Respecte els compostos iodats, les excel-lents propietats
intercaladores que mostren els lligands HBXI i HBTI, suggereixen proposar aquests
compostos com a possibles '?®|-radiotracadors per al diagnostic in vivo per técniques
tipus SPECT.



14.

Conclusions generals

En resum, els compostos comercials escollits tenen les caracteristiques
d’hidrofobicitat i capacitat de iodacié adequades per a la seva aplicacié com agents
de terapia i/o diagnosi en la MA. Aix0, juntament amb les bones propietats
d’intercalacio en fibres amiloides i I’habilitat d’enllagar els ions Cu(ll) i Zn(ll) presents en

les mateixes ens han portat a iniciar una série d’assajos in vivo amb ratolins
transgenics malalts de MA.
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Conclusions generals

Interaccions del catidé ThT* amb les fibres amiloides: determinacié de
Pestructura 3D del catié ThT i estudi de la seva posicid, orientacio i
energia en les fibres Af,_,,

15. El catié ThT*, que inclou un fragment benzotiazol i un anell dimetilanilina, ha donat lloc

16.

17.
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a dos formes cristal-lines diferents que s’han caracteritzat per difraccié de raigs X com
(ThT),l,-2CHCI; (1) i (ThT)I-CHCI; (2). Els cations ThT* en (1) i (2) presenten parametres
geomeétrics molt semblants, el més rellevant de tots ells és I'angle diedre, ¢, format
pels dos fragments esmentats, el qual és 24° per (1) i 20° per (2). Mitjancant un estudi
teoric del cristall, en base a calculs periddics B3LYP que inclouen forces dispersives,
s’obtenen valors d’angle diedre per als cations ThT* (19° per 1 i 20° per 2) molt
comparables a les dades cristal-lografiques. Tant els resultats experimentals com els
tedrics, aixi com la seva bona concordanca, demostren la importancia de les forces
dispersives entre cations ThT" veins, i en consequéncia la seva influéncia en I'angle

diedre que determina les propietats fluorescents.

A fi d’esbrinar les preferéncies de posici6 i orientacié del cati6 ThT* a les fibres Ap
s’han realitzat estudis de docking, dinamica molecular i calculs quantics obtenint-se
els seguents resultats: (1) el cati6 ThT* es pot enllacar al peptid AB;.., en 4 posicions
diferents: dues externes (A i B) i dues internes (C i D), adoptant 6 orientacions diferents
(A, B1, B2, C1, C2 i D); (2) de tots aquests modes d’unid, els més favorables
energéticament corresponen a A i B1, ambdds situats a la superficie de la fibra i
definits pels residus 33-35 i 35-37, respectivament; (3) la posicié B1 és 2.6 kcal-mol™

més estable que la posicio A.

Calculs quantics de la interaccié del catié ThT* realitzats amb un model simplificat del
peptid ABq., en el qual els residus de les cadenes laterals han estat substituits per
aminoacids Gly, evidencien que el fragment dimetilanilina roman paral-lel a I’esquelet
polipeptidic de I'estructura tipus fulla p establint interaccions m-stacking a una
distancia de 3.01 A.



18.

Conclusions generals

Addicionalment, el fragment benzotiazol amb I’'aminoacid de la cadena polipeptidica
(Gly) estableixen una interaccié de tipus CH-n, la qual influeix en el valor de I'angle
diedre ¢ del catié ThT* i, per tant, en les seves propietats fluorescents. Aquest fet
suggereix que modificacions en el fragment benzotiazol del catidé podrien conferir

I’especificitat que es requereix per a poder dissenyar un agent de diagnosi o terapia

especific per a la MA.

o
294 A wunn,
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V.1. Consideracions Generals

Materials. Els compostos comercials d’Aldrich: 2-etoxifenol (ETF), 2-metiltioanilina (TMA), 2-
(2-hidroxifenil)benzoxazol (HBX), 2-(2-hidroxifenil)benzotiazol (HBT), 2-(2-aminophenyl)-71H-
benzimidazol (BM) i clioquinol (CQ) han estat utilitzats sense necessitat de realitzar un previ
procés de purificacid. Les reaccions de iodacié s’han dut a terme en abséncia de llum i
utilitzant MeOH i CH,CI, préviament destil-lats sobre CaH, Aigua de puresa Milli-Q i etanol
absolut de qualitat HPLC-UV-IR (99.9%) s’han requerit per preparar totes les solucions
emprades en les valoracions espectrofotomeétriques. En aquests assajos s’ha utilitzat clorur de
sodi o perclorat de sodi per fixar la forca idnica del medi, acid clorhidric i percloric, solucié
estandard d’hidroxid de NaOH (0.50M), com agent valorant i solucions estandard de Cu(ll) i
Zn(ll).

Instrumentacié. Els espectres de ressonancia magnetica nuclear (RMN) han estat
enregistrats al Servei de RMN de la Universitat Autonoma de Barcelona i de [I'Institut
d’Investigacions Quimiques i Ambientals de Barcelona (IIQAB-CSIC), mitjangant
espectrometres de la firma BRUKER model AC250 (250 MHz per a 'H i 62.5 MHz per a *C) i
Varian Unity 300 (300 MHz a 'H i 75 MHz per a 'C) respectivament, a 298 K. Els
desplagaments es donen en § (ppm), utilitzant com a referéncia interna el propi dissolvent
deuterat. Les abreviatures utilitzades per descriure la multiplicitat de les senyals observades
son les seguents: s (singlet), t (triplet), td (triple doblet), m (multiplet) i J per indicar en Hz la
constant d’acoblament proté-prot6é a n enllagos. Els espectres de masses s’han enregistrat al
Servei de Masses del Departament de Quimica Organica de la Universitat de Barcelona
emprant-se técniques d’Electroesprai (ESI) i lonitzacié Quimica (Cl). Les analisis de C, H, Ni S
s’han realitzat al Servei de Microanalisis del CSIC-IIQAB mitjangant un analitzador elemental
Carlo-Erba CHN EA-1108. Els difractogrames de raig-X s’han enregistrat en un difractometre
Bruker SMART APEX amb detector d’area, radiacié K del Mo (A = 0.71073 A). Pel que fa a
’adquisici6 de dades s’ha utilitzat el programa SMART (versi6 5.631) Bruker AXS. El
refinament de la cella i reduccioé de dades amb el programa SAINT (versié 6.45A) Bruker AXS i
la correcci6é d’absorcid, amb el programa SADABS. Els espectres UV-vis s’han enregistrat en
un espectrofotometre Hewlett-Packard 8452A diode array amb control de temperatura. Altres

detalls sobre les valoracions espectrofotomeéetriques s’expliquen al punt V.2 d’aquest apartat.
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V.2. Estudi espectrofotométric de les constants d’acidesa i de les
constants de formacio dels lligands vs Cu(ll) i Zn(ll)

V.2.1 Muntatge experimental

La metodologia experimental inclou d’una banda una valoracié espectrofotométrica i de I'altra
la utilitzacié6 del programa pHab2000 elaborat pel Dr. Peter Gans (University of Leeds).®
D’acord amb I’Esquema 1 (vegi’s al capitol 3), tots els experiments s’han dut a terme dins una
cella de 125 mm d’algada, 58 mm de diametre i 50 ml de volum prevista d’'una camisa que
manté la temperatura constant a 37°C a través d’un bany termostatic (Thermo Haake DC10).
Per dur a terme la valoracié, petits volums de NaOH estandar s’addicionen a la cella
mitjangant una microbureta Hamilton (1-1000 ml), aquesta es controla amb un programa en
entorn QBASIC. Per mesurar el pH s'utilitza un electrode combinat i un pH-metre Knick. Cal
mantenir I'agitacié constant en tot moment per facilitar la homogeneitat de la mostra.
Mitjancant una bomba peristaltica Ismatec Reglo amb un cabal fixat a 2 ml-min™" i tubs de Tefl6
i Tygon, la mostra és transportada des de la cel-la, on té lloc la valoracié a una cubeta de
quarz de flux continu de 10 mm de pas de llum, on tindra lloc I'’enregistrament de I’espectre
mitjancant un espectrofotdmetre HP-8452A UV-Vis diode array. Totes les solucions han estat
preparades en aigua Milli-Q excepte les solucions dels lligands que ho han estat en etanol del
99.9%.

El medi de treball és una solucié etanol:aigua per assegurar la solubilitat dels lligands
estudiats. La temperatura i la forga idnica del medi sén fixades a 0.1 M mitjangcant NaClO, o
NaCl, depenent de l'experiment i 37°C per a reproduir les condicions fisiologiques. La

218,219

calibracié de l'eléctrode es duu a terme mitjancant el métode de Gran a les mateixes

condicions experimentals.

V.2.2 Determinacioé de les constants d’acidesa dels lligands

Abans de procedir a la valoracié de cada lligand, es calibra I’electrode mitjangant el métode de
Gran i s’enregistra I'espectre del blanc. El medi de treball és una solucié etanol:aigua per
assegurar la solubilitat dels lligands estudiats. Per determinar els pKas es fan petites addicions
de NaOH estandard a una solucié etanol:aigua que conté: el lligand a estudiar, un volum
conegut d’acid, una sal inert per ajustar la forga idnica i solucié tampé - si es requereix - per
assolir amb més precisié el punt d’equivaléncia. Un cop enregistrat el primer espectre s’inicia
la valoracio del lligand anotant el valor de pH i enregistrant I’espectre després de cada addicié
de NaOH. Cal permetre un temps d’homogeneitzacié després de cada addicié d’agent
valorant. Per a cadascuna de les valoracions, s’enregistren almenys 30 espectres dins I'interval

de pH compres entre 2i 11.
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Procediment experimental i tecniques utilitzades

Els volums de les solucions emprades aixi com les concentracions dels reactius presents en la

cel-la a l'inici de les valoracions es mostren a continuacié per a cada experiment en forma de

taula.

V.2.2.1. Lligands TMA, ETF i TMET

Les condicions de treball en totes aquestes valoracions son les seglients: (a) medi etanol:aigua

40:60, (b) forga ionica 0.10 M NaCIO, i (c) T = 37°C

REACTIU  [C]inicial (M) V¥ (ml)

€] final (M)

0.5 10 1.00E-01
0.0232 20 @_2BEO3
1 .03E-04

NaClo,
HClO,

REACTIU  [C]inicial (M) V (ml) [C] final (M)

V.2.2.2. Lligands HBXI, HBTI, BMI i HCQ

REACTIU  [Clinicial(M) ¥ (ml

(€] final (M)

NaClo,
HClO,

0.5 10 1.00€-01
0.0232 20 F2BE-03
4.16E-04

Les condicions de treball en totes aquestes valoracions son les seglients: (a) medi etanol:aigua

50:50, (b) forga idonica 0.10 M NaCl i (c) T = 37°C

REACTIU

[€] imicial (M} WV {mil) [C] final (M)
0.3 7.BLE-02
01159 2.7E6E-02

1.02E-03 2.43E-05

REACTIU [C] inicial (M}  V{ml)  [C] final (M)

etancl
MNacCl 7.BLE-02
HCI 2 TEE02

2_45E-05

REACTIU  [C] inicial (M) v (ml} [C] final (M)

efancl 0
HaCl 0.3 11 7 BAE-0Z
HCI 01159 10 2.74E02

BT 1.03E-03 2.45E-05

REACTIU  [C] inicial (M) W (mi) [C] final (M)

etancl 15
NaCl ] 10 7.50E-0Z
HCI 01159 10 2.90E-02

(se] F.95E-04 1. 24E-04
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V.2.3. Determinacio de les constants de formacié dels lligands envers Cu(ll) i
Zn(ll)

El procediment experimental aixi com les condicions de treball utilitzades per a la
determinacié de les constants de formacié d’aquests lligands amb Cu(ll) i Zn(ll) és el mateix
que I'utilitzat per a la determinacié dels respectius pKas. En aquest cas perd, com es va
explicar en el capitol 3 es realitzen dues families de valoracions per a controlar les condicions

experimentals i simplificar el calcul de les constants log f.

Les dades experimentals s’han obtingut enregistrant els espectres d’una soluci6 en la qual la
relacié6 de concentracions entre el metall (M) i el lligand (L) es manté constant i el pH varia a
I’addicionar NaOH en petits volums. Es realitzen dues valoracions per a cada sistema lligand-
metall: Valoracio 1 - fixant la relacié [L]/[M] adequada per a la formacié del complex ML (excés
de metall) i Valoracié 2 - fixant la relacié [L]/[M] = 2 afavorint la formacié de I’espécie ML,
(excés de lligand). Es preparen solucions de Cu(ll) i Zn(ll) de concentracié 0.02 M, aquestes
sén estandarditzades segons els métodes descrits en la bibliografia.?2>?' A partir d’aquestes

solucions stock es preparen solucions més diluides per a realitzar les valoracions.

Es calibra I'eléctrode mitjancant el métode de Gran i s’enregistra I’espectre del blanc. La cel-la
conté el volum adequat de les solucions préviament preparades per assolir un medi de treball
etanol:aigua desitjat. Aquesta solucié es valora afegint petites addicions de NaOH estandard
0.5 M. Un cop enregistrat el primer espectre s’inicia la valoracié del lligand anotant el valor de
pH i enregistrant I'espectre després de cada addici6 de NaOH. Cal permetre un temps
d’homogeneitzacié després de cada addicié d’agent valorant. Per a cadascuna de les

valoracions, s’enregistren almenys 30 espectres dins I'interval de pH compres entre 2 i 10.

Els volums de les solucions emprades aixi com les concentracions dels reactius presents en la
cella a I'inici de les valoracions es mostren a continuacioé per a cada experiment en forma de

taula.

V.2.3.1 Sistema TMA-Cu(ll)

Valoracio 1 Valoracio 2

REACTIU  [C] inicial {M) V ml) REACTIU  [C] inicial (M) ¥ (ml)
NaClo, 03 10 &00E-07 NaClo, 0.3 10 &.00E-02
HCIO, 023z 10 4.64E-02 HCIO, 0.232 10 4. £4E02
Cu(CIO); % 40E-04 10 1.92E-04 CulCI0.); 2 40E-05 10 A BOE-05
TMA 2.58E-04 20 1 O3E-04 TMA 2.58E-04 0 1.03E-04

TOTAL 50 TOTAL 50
FORCA IONICA 0.107 FORCA IONICA 0107
[L]4 M4 0.54 (LI 1M] 2.11
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V.2.3.2 Sistema TMA-Zn(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C)iniclal (M} ¥ {ml) [C] final (M)

V.2.3.3 Sistema ETF-Cu(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C]inicial (M)  V {mi) (] final (M)

NaClo, 0.5 10 1.00E-01
HCIO, 00232 10 4.64E-03
Cu(CIO,); | 9.40E04 10 1.92E-04
2 6BE-04 1.07E-04

V.2.3.4 Sistema ETF-Zn(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C]inicial (M) W {mi) [C] final (M)

MaClOy, 0.5 10 1.00E-01
HCIO, 0.0232 10 4.64E-03
In{CITy), B.44E-04 10 1.6FE-04
2.68E-04 1.07E-04

V.2.3.5 Sistema TMET-Cu(ll)

Valoracio 1

o

REACTIU [C] inicial (M)

¥ {mi) €] final (M)

HaClOy, 0.3
HCIO, 0232 10 4 44E-02
CulCI0y); F40E-04 10 1.92E-04

TMET 1.04E-04

Procediment experimental i tecniques utilitzades

Valoracio 2

REACTIU  [C]inicial (M) ¥ (ml) [C] final (M)

Valoracio 2

REACTIU  [C]inicial (M}  V(ml) (€] final (M)

Valoracio 2

REACTIU  [C]inicial (M)  V {mi) [C] final (M)
1.00E-01

HCIOy 0.0232 10 4.64E-03
In[Clo,); 2.11E-04 10 4 22E-05
2.6BE-04 1.07E-04

Valoracio 2

REACTIU  [C]inicial (M) W {ml) [C] final (M)

0.3 &.00E-02
HCIO, 0.232 10 4.64E-02
Cu(Clo.); 1.04E-04 10 2.08E-05

1.04E-04 4.16E-05
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Procediment experimental i tecniques utilitzades

)]
6]

V.2.3.6 Sistema TMET-Zn(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C] imicial (M) W {mil) [C] final (M)

NaClO, 0.5 10 1.00E-01
HCIO, 00232 10 4.64E-03
In(ClOy), B.A4E-04 10 1.69E-04

B.32E-05

V.2.3.7 Sistema L-Cu(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C]inicial (M)  V{ml}  [C]final (M)

aigua 0
etancl 20
Hacl 0.3 11 7.BSE-D2
HCI 0.2 5 2 38E-02
Cutcly 2 44E-05 5 2 J0E-D&
LLUIGAND

V.2.3.8 Sistema L-Zn(ll)

Valoracio 1

REACTIU  [C] inmicial (M)

W [ml) [C] fimal (M)

HaCl 0.3 11 7BsE-02
HCI 0.2 5 2.38E-02
InCly 2A4E-05 3 2.70E-06
1.03E-04 2.45E-08

1450

Valoracio 2

REACTIU  [C]inicial (M}  V(ml) [C] final (M)
NaClO, 0.3 10 & 00E-02
HCID, 0.0232 10 4.44E-03
In(CIog); | 211E-04 il 422605
TMET 208E-04 20 B 3ZE-05

on L = BXI, BTl o BMI

Valoracio 2

REACTIU  [C] Inicial {M) V (mi) [C] final (M)

aigua 3

etancl n

HaCl 0.3 11 7B4E0Z
HCI 0.2 5 2.38E-02

CuCly 2.44E-05 i 2.90E-04

LLIGAMND 2.45E-06

on L = BXI, BTl o BMI

Valoracio 2

REACTIU

[C] imicial (M) W (mi) [C] final (M)

NaCl 0.3 11 7 B4E-0Z
HCI 02 5 2.38E-0Z
InCly 2 44E-05 2 2.90E-06

LLUIGAND 2 45E-0&



Procediment experimental i tecniques utilitzades

V.2.3.9 Sistema CQ-Cu(ll)

Valoracié 1 Valoracio 2
REACTIU  [C]inicial (M) ¥ (ml)  [C]final (M) REACTIU  [C]inicial [M) v (ml) [C] final (M}
aigua 5 aigua 2
etancl 20 etanal 20
MaCl 0.3 11 7 _50E-02 MaCl 03 11 7.50E-02
HCI 0.2 5 2 97E-02 HCI 0.z 5 2.27E-02
CuCly 2 44E-05 1 5.55E-04 CuCly 2.44E-05 4 2.22E-04
ca 9 95E-05 2 4 52E-06 ca 9 95E-05 2 4.52E-04
TOTAL 44 TOTAL 44
FORCA IONICA 0.098 FORCA IONICA 0.098
L1/ 0.81 L1/ [A4] 204

V.2.3.10 Sistema CQ-Zn(ll)

Valoracié 1 Valoracio 2
REACTIU  [C]inicial (M}  V(ml)  [C]final (M) REACTIU  [C]inicial (M) W [ml} [C] final (M)
aigua 2 aigua 3
etanol 12 etanol 12
MacCl 0.3 11 2.71E-02 Nacl 0.3 1 2.71E-02
HCI 0z 2 1. 18E-02 HCl 02 2 1. 1BE-02
InCly 2 A4E-05 2 1 44E-05 InCly 2 A4E-05 1 7 1BE-04
ca % 95E-05 5 1 44E-05 ca 9 $5E-05 5 | 4&E-05
TOTAL 34 TOTAL 34
FORCA IONICA 0.10% FORCA IONICA .10
L)/ 18] 1.02 [L)S M) 2.09

V.3. Sintesi dels derivats iodats dels lligands HBX, HBT i BM

Totes les reaccions de iodacié aqui descrites s’han dut a terme en abséncia de llum i utilitzant

dissolvents previament destil-lats.

2-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-iodofenol (HBXI). Nal (0.430 g, 2.86 mmol) s’afegeix sobre una
solucié metandlica (15 ml) de 2-(2-hidroxifenil)benzoxazol (0.505 g, 2.39 mmol). La solucié
resultant es deixa sota agitacioé durant 5 min. a temperatura ambient. Tot seguit es prepara una
solucié de Cloramina T (N-cloro-p-toluensulfonamida, CAT) (1.30 g, 5.73 mmol) en el minim
volum de MeOH i s’afegeix gota a gota a la solucio reaccionant. L’addicié provoca un canvi de
coloracioé de groc a granatés, que va desapareixent a I'afegir la darrera gota d’agent oxidant.
La mescla es deixa reaccionar durant 2 h a temperatura ambient. Després d’aquest temps,
s’evapora el dissolvent i el residu es renta amb abundant H,O obtenint-se un solid groc pal-lid.
Aquest solid es dissol en la minima quantitat de MeOH calent i s’addiciona gota a gota éter
dietilic fins que la solucié esdevé térbola. Aquesta suspensié es deixa a -4°C durant 12h.

Passat aquest temps, s’obté un solid blanc cristal-li que es filtra i es deixa assecar al buit
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donant lloc al producte HBXI (0.61 g, 76%). '"H NMR (CHCl,-d, 300 MHz): § 6.92 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 7.42 (m, 3H), 7.64 (m, 1H), 7.69 (dd, J = 8.9 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.74 (m, 1H), 8.33 (d, J =
1.8 Hz, 1H), 11.5 (s, 1H). ®C NMR (CHCl,, 75.48 MHz) & 80.5, 110.7, 112.8, 119.7, 119.4,
125.2, 125.8, 135.3, 139.7, 141.9, 149.1, 158.3, 161.3. MS (+ESI-MS) m/z (intensitat relativa) =
338.2 ([L+H]*, 100). Anal. Calc. (exp.) per a C,3HgINO,: C, 46.32 (46.20); H, 2.39 (2.29); N, 4.15
(4.03). Cristalls adients per a difraccié de raigs X s’han obtingut per evaporacié lenta d’'una

solucié saturada de HBXI en acetona/metanol.

2-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-iodofenol (HBTI). Una mescla de Nal (0.390 g, 2.64 mmol), 2-(2-
hidroxiphenil)benzotiazol (0.500 g, 2.19 mmol) i CAT (1.20 g, 5.27 mmol) es dissolen en 30 ml
de MeOH i es deixa en agitacié6 durant 2h a temperatura ambient. Tot seguit, s’evapora el
dissolvent i el residu es renta amb 100 ml d’aigua. El solid groc que resulta després d’aquest
procés és recristal-litzat amb 15 ml de CH;CN obtenint HBTI en forma de solid groc pal-lid
(0.47 g, 61%). 'H NMR (CHCl,-d, 300 MHz): § 6.87 (d, J = 9.1Hz, 1H), 7.43 (ddd, J = 7.3 Hz, 1.4
Hz, 1H), 7.50 (ddd, J = 7.3 Hz, J = 1.4 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 9.1 Hz, J = 2.1 Hz, 1H), 7.90(dd, J
= 8.4Hz, J = 1.09Hz, 1H), 7.91 (d, J = 2.1Hz, 1H), 7.99 (dd, J = 8.4 Hz, J = 1.09 Hz, 1H), 12.2 (s,
1H) ®C NMR (CHCl,;, 75.48 MHz) & (ppm): 80.2, 120.1, 121.5, 122.2, 122.3, 125.8, 126.2,
126.8, 132.4, 136.3, 140.9, 156.6, 167.5. MS (+ESI-MS) m/z (intensitat relativa) = 354.2 ([L+H]*,
100). Anal. Calc. (exp.) per a C,3HgINSO: C, 44.21 (44.17); H, 2.28 (2.10); N 3.97 (3.80) S 9.08
(8.89). Cristalls adients per a difraccié de raigs X s’han obtingut per evaporacié lenta d’'una

solucié saturada de HBTI en acetona/metanol.

2-(1H-benzoimidazol)-4-iodoaniline (BMI). 2-(2-aminofenil)-7H-benzimidazol (0.492 g, 2.34
mmol) es dissol en CH,CI, anhidre i acid trifluoroacetic (TFA) (100 ul). Una solucié de [lpy,]BF,
(1.04 g, 2.81 mmol) en CH,CI, s’addiciona gota a gota i s’observa que la mescla esdevé d’un
color rosat. Aquesta es deixa sota agitacioé a temperatura ambient durant 2h, resultant un solid
blanc que es filtra, es renta amb 10 ml de solucié aquosa de tiosulfat sodic 5% (10 ml) i 25 ml
d’aigua i es deixa assecar al buit durant tota una nit. BMI 0.49 g (62%). 'H NMR (acetona-d,,
300 MHz): § 8.33 (d, J = 1.82 Hz, 1H), 7.71 (m, 2H), 7.66 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.51 (dd, J = 1.82
Hz, J = 8.40 Hz, 1H), 7.23 (m, 2H), 6.74 (d, J = 8.40 Hz, 1H), 6.50 (s, 1H) ®*C NMR (acetona,
75.48 MHz) & (ppm): 75.2, 111.7, 114.2, 115.1, 119.6, 122.7, 123.8, 136.0, 139.5, 144.4, 144.5,
149.1, 152.1. MS (+ESI-MS) m/z (intensitat relativa) = 336.2 ([L+H]*, 100). Anal. Calc. (exp.) per
a Cy3H0IN5: C, 46.59 (45.37); H, 3.01 (2.86); N 12.54 (11.98). Cristalls adients per a difracci6 de

raigs X s’han obtingut per evaporaci6 lenta d’una solucié concentrada de BMI en acetona.
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V.4. Sintesi dels complexos ML, (M = Cu(ll) or Zn(ll); L = BXI, BTI, BMI)

V.4.1. Procediment general per a la sintesi de ML, (M = Cu(ll) or Zn(ll); L = BXI, BTI). Una
solucié que conté dos equivalents del corresponent lligand (HBXI, HBTI) en el minim volum de
MeOH, s’afegeix a una solucié de MCI, (M = Cu or Zn) en MeOH (2-5 ml). La mescla
reaccionant es deixa sota agitacié durant 10 min. i s’afegeixen unes 5 gotes de Ei;N. La
solucié resultant s’agita durant 1h i el solid que s’obté, s’ailla i es purifica d’acord amb el

procediment que es descriu a continuacié per a cadascun d’ells.

[Cu(BXl),]. CuCl,-6H,0 (0.025 g, 0.15 mmol) en MeOH (5 ml) i HBXI (0.10 g, 0.29 mmol) en
MeOH (25 mL) es barregen com es detalla en el procediment general. La mescla resultant, que
presenta un color verd fosc, es deixa a -30°C durant 12h. El solid de color marré fosc que
s’obté es filtra, es renta amb MeOH i s’asseca al buit. S’obté [Cu(BXIl),] (0.089 g, 81%). IQ-MS
(negatiu): m/z 735.1 {M} Anal. Calc. (exp.) per a C,H,Cul,N,O, : C, 42.44 (42.07); H, 1.92
(1.83); N, 3.81 (3.63).

[Zn(BXI),]. ZnCl, (0.019 g, 0.14 mmol) en MeOH (5 ml) i HBXI (0.094 mg, 0.28 mmol) en MeOH
(25 ml) es barregen com es descriu en el procediment general. El solid groc resultant és filtrat,
rentat amb MeOH calent i assecat al buit donant lloc a un polsim groc pal-lid que correspon al
complex [Zn(BXI),] (0.093 g, 90%). IQ-MS (negatiu): m/z 735.7 {M}. Anal. Calc. (exp.) per a
CusH14Znl,N,0,: C, 42.34 (42.21); H, 1.91 (1.82); N, 3.80 (3.65).

[Cu(BTI),]. CuCl,-6H,0 (0.036 g, 0.21 mmol) en MeOH (5 ml) i HBTI (0.15 g, 0.42 mmol) en
MeOH (25 ml) es barregen com es descriu en el procediment general. S’obté un solid verd en
suspensid, que es deixa a -30°C durant 12h. El solid resultant es filtra, es renta amb MeOH i es
deixa assecar al buit donant lloc a un polsim marré fosc que correspon al complex [Cu(BTI),]
(0.121 g, 75%). IQ-MS (negatiu): m/z 766.7 {M’}. Anal. Calc. (exp.) per a C,H;,Cul,N,O,S, : C,
40.67 (40.39); H, 1.84 (1.76); N, 3.65 (3.52); S, 8.35 (8.10)

[Zn(BTI),]. ZnCl, (0.029 g, 0.21 mmol) en MeOH (5 ml) i HBTI (0.15 g, 0.42 mmol) in MeOH (25
ml) es barregen com es detalla en el procediment general. Com a resultat s’obté un solid groc
que es filtra, es renta amb MeOH i s’asseca al buit donant lloc a un polsim groc pal-lid que
correspon al complex [Zn(BTI),] (0.14 g, 87%). IQ-MS (negatiu): 767.9 {M’}. Anal. Calc. (exp.)
per a CysH,,2Znl,N,0,S,: C, 40.57 (40.28); H, 1.83 (1.74); N, 3.64 (3.48); S, 8.50 (7.97)

V.4.2 Procediment general per a la sintesi de ML, (M = Cu(ll) or Zn(ll); L = BMI). A una
solucié que conté dos equivalents del corresponent lligand (BMI) en el minim volum de
CH4CN, s’afegeix a una soluci6 de MCIl, (M = Cu or Zn) en CH;CN (2-5 ml). La solucié
resultant s’agita durant 2h i es deixa durant 1h a -30°C per assegurar la precipitacié. El solid
que s’obté, s’ailla i es purifica d’acord amb el procediment que es descriu a continuacié per a

cadascun dels complexos.
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[Cu(BMI),]Cl,. CuCl,-6H,0 (0.038 g, 0.22 mmol) en CH;CN (5 mL) i BMI (0.15 g, 0.45 mmol) en
CH3;CN (25 mL) es barregen com s’ha descrit anteriorment en el procediment general. Com a
resultat, s’obté una solucié verda fosca que es deixa durant 1h a -30°C. El precipitat obtingut
és filtrat, rentat amb CH,CN i assecat al buit donant lloc a un polsim verd fosc que es
caracteritza com al complex [Cu(BMI),]CI, (0.141 g, 80%). +ESI-MS m/z (intensitat relativa):
733.3 (M - 2Cl]*, 100) Anal. Calc. (exp.) per a CysH»,Cul,NgCl,: C, 38.80 (38.25); H, 2.51 (2.30);
N, 11.44 (11.11)

[Zn(BMI),]Cl,. ZnCl, (0.030 g, 0.22 mmol) in CH;CN (5 mL) i BMI (0.15 g, 0.45 mmol) in CH,CN
(25 mL) es barregen com es detalla en el procediment general. La suspensié resultant es
manté durant 1h a -30°C. El precipitat obtingut es filtra, es renta amb CH;CN calent i s’asseca
al buit. El sdlid blanquinds obtingut es caracteritza com al complex [Zn(BMI),]CI, (0.164 g,
92%). +ESI-MS m/z (intensitat relativa): 734.4 (M - 2CI]*, 100). Anal. Calc. (exp.) per a
CasH20ZnlLNGCl,: C, 38.72 (38.40); H, 2.50 (2.48); N, 10.42 (10.11)

V.5. Formacio de les fibres amiloides

Les proteines ApB,_,, i amilina (també coneguda amb les sigles IAPP de I'angles Islet amyloid
polypeptide) es comercialitzen en lots liofilitzats. Previ a qualsevol assaig, cal fer un tractament
per homogeneitzar les mostres i assegurar I'estat monoméric de la proteina a linici de
qualsevol experiment. Aquest protocol consisteix en dissoldre el péptid en
hexafluoroisopropanol (HFIP) i posteriorment evaporar a sequetat. El peptid resultant s’ha de
conservar a -80°C.

Per formar fibres amiloides, es dissol una quantitat coneguda de péptid en dimetilsulfoxid
(DMSO) i s’afegeix un volum determinat de solucié tampé per arribar a una concentracié final
100 mM de péptid i a un 2.5% en volum de DMSO.

En el cas del péptid AP, , S'utilitza tamp6 fosfat sali (PBS, pH 7.4), en canvi per a I'amilina
NaAc (10 mM, pH 5.5). Les solucié obtinguda s’agita una mica i s’incuba a temperatura
ambient durant 24h. La presencia de fibres es comprova per microscopia de transmissié

electronica (TEM).

La proteina transtirretina (TTR) és també una proteina amiloidogénica que ha estat utilitzada
com a model inicial per estudiar la capacitat intercaladora dels nostres compostos. La seva
naturalesa amiloidogénica, fa que s’hagi de treballar amb una proteina mutant de TTR
coneguda com a Y78F. 25.75 mg d’aquesta proteina es dissolen en 6 ml de PBS (pH 7.4) , es
quantifica espectrofotométricament a partir del valor d’absorbancia a 280 nm i utilitzant el
coeficient d’extincid molar corresponent a la TTR Y78F (esgo0m = 1.74:10"° M™-cm™). 2 ml
d’aquesta solucié de TTR es barregen amb 2 ml de solucié tampé acetat (pH 4.20) i es deixa

incubar tota una nit a 37°C. Al dia segiient s’observa un precipitat blanc.
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Procediment experimental i tecniques utilitzades

V.6. Estudi de Ila capacitat intercalant dels Illigands mitjancant

fluoresceéncia

V.6.1 Mesures de fluorescéncia

Les mesures de fluorescéncia dels lligands estudiats incubats amb la proteina TTR mutant
Y78F, s’han dut a terme mitjancant un espectrofluorimetre Fluoromax-2 a temperatura
ambient. Les solucions stock de lligands es preparen en etanol. Les concentracions utilitzades

s’indiquen a la Figura 5.1.

Férmula
o Malécula malecular |/ mg pesats [mM] EtOH
Pl
]
@,ﬁ@ 404 2.35

HO

@N; :Q 293798 2.63
H
HyeN 0.531
Cﬂ—é ) ? 2
H;
@: HiIND 0.655 6.48

n
n

H
Cﬂx—@ s uA88 1.37
N

Figura 5.1. Taula on es mostren els compostos (a) HBX, (b) HBT, (c) BMI, (d) HBXI, (e) HBTI i (f)
BMI aixi com les concentracions utilitzades per als assajos bioquimics.

La concentraci6 final de proteina utilitzada és de 0.4 mg/ml, aquesta s’incuba durant 24h a
37°C amb una concentracio final de lligand de 0.02 mM. El medi de treball és una solucié
20% etanol:aigua. A la Figura 5.2 es mostra un esquema on s’indiquen els volums i les

concentracions de les solucions que s’afegeixen a cadascun dels eppendorfs.

Un cop acabat el procés d’incubacid, cada eppendorf es centrifuga i es renta amb 100 ul de
tamp6 50 mM PBS (100 mM KCI; pH 7.4). Aquest procés es repeteix dues vegades més i

finalment les fibres es resuspenen amb 1000 ul de 50 mM PBS.
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Procediment experimental i tecniques utilitzades
M1
[H]

Per a cada lligand lliure s’enregistra I'espectre d’emissié6 a pH = 7.4, a la longitud d’ona
corresponent a la maxima absorbancia. De la mateixa manera es procedeix amb les mostres
de proteina incubades amb els lligands estudiats. En aquest cas, s’utilitzen dos tipus de
fluordfors, uns extrinsecs que corresponen als lligands associats a la proteina per enllagos
covalents o no covalents, i els intrinsecs que sén els aminoacids aromatics que conté la

proteina (Tyr, Trp, Phe). En aquest cas es mesura la fluorescencia a 280 nm de I’aminoacid Tyr.

La informacié que proporciona I'espectroscopia de fluorescencia es basa en la interaccié que
té lloc entre la proteina i el lligand, ja que canvis en la fluorescéncia d’aquests lligands es
poden atribuir a canvis en el seu entorn, ja sigui canvis en el solvent o en la proximitat

d’aminoacids.

[TTR(Y78F)] 590,98 w 50 mi PBS {IOU mivl KCD
1.91 mg/ml "
209.42 ul
A
B
c
D
E 51
E 1,37 14,60 18540
Volurn total eppendarf = 1000 l
Medi de treball = 20% etanol:aigua
Forca ibnica = 0.10M
[TTFI(Y?BF]]EWEHE,:F,- = 0.4 mg/mi
[Lligands] .o.ndor = 0.02mM

Figura 5.2. Esquema on s’indica el procediment de preparacido dels eppendorfs. La
nomenclatura dels lligands segueix (A) HBX, (B) HBT, (C) BMI, (D) HBXI, (E) HBTI i (F) BMI.

Pel que fa a les mesures de fluorescéncia realitzades amb amilina, s’han dut a terme amb un
espectrofluorimetre Varian, Cary Eclipse a 293K. L’amplada d’escletxa s’ha fixat a 2.5 nm x 5
nm per a I'excitacio i I'emissié respectivament. Les fibres d’amilina preparades segons s’indica
en I'apartat V.5, es dilueixen 10 vegades en tampé acetat 10 mM (pH 5.5) que conté el lligand
a una concentracié de 0.1 mg/ml. Els espectres de fluorescéncia es comencen a enregistrar
passats 5 min. Controls positius d’unié es realitzen amb el compost ThT sota les mateixes
condicions, excitant a longituds d’'ona 440 nm i lenregistrant I'espectre d’emissi6 en linterval

de longituds d’ona comprés entre 460 i 560 nm.
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V.6.2 Microscopia de fluorescéncia

El microscopi de fluorescencia es basa en el fet que hi ha molécules que emeten fluorescéncia
quan son excitades per I'absorcié de radiacié a una determinada longitud d’ona, quan
aquestes son incubades amb alguna mostra no fluorescent poden actuar com a fluorofors
marcadors. En el nostre cas, les fibres amiloides no presenten fluorescéncia en I'interval de
longituds d’ona en les quals permet excitar el microscopi de fluorescencia (515-566 nm). Aixi,
incubant les molécules font d’estudi amb les fibres amiloides i observant la mescla en un
microscopi de fluorescéncia, es pot avaluar si els compostos proposats en aquest treball
interaccionen amb les fibres del peptid AB,_4, i d’amilina. Atés que es coneix que el compost
ThT és un dels agents de tinci® més emprats per caracteritzar fibres amiloides, aquest s’ha
utilitzat com a control positiu. El protocol seguit per a la preparacié de les mostres ha estat el

seglent:

1. S’incuba la mostra amb una dissolucié que contingui el lligand a estudiar durant 10 min.
2. Es diposita la barreja a sobre d’un portaobjectes.

3. Es col-loca un cobreobjectes al damunt de la mostra i es segella

Inicialment es preparen solucions etanodliques de cadascun dels lligands a una concentracié de
1 mg/ml. Les fibres madures formades segons el procés detallat a I'apartat V.5, s’incuben amb
el volum adient de lligand, fins una relacié final de 4:1 (v/v). Aquesta mescla es deixa durant 10
min incubant a temperatura ambient. Tot seguit, es centrifuga i es renta amb 80 ul d’aigua
bidestil-lada. Aquest procés es repeteix dos cops més. Un cop rentades, les fibres es
resuspenen en 15 ul d’aigua bidestil-lada intentant homogeneitzar al maxim la solucié. 8 ul
d’aquesta mescla es dipositen en un portaobjectes, es fixen amb un cobreobjectes i es segella
per poder fer les mesures de fluorescéncia.

Per comprovar que els lligands unicament donen fluorescencia en enllagcar-se a fibres
amiloides, es realitzen controls negatius amb una proteina de naturalesa no amiloidogenica:
serum d’albumina bovina (BSA).

Les imatges de microscopia de fluorescéncia es realitzen amb un microscopi Leica DMBR
equipat amb lents de 40x i 100x augments. El temps d’exposicid es fixa a 2.53 s. El filtre
d’excitacié compren l'interval de longituds d’ona de 515 a 566 nm i I’emissi6 resultant es recull

a longituds d’ona per sobre de 580 nm.
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V.7. Capacitat coordinant dels lligands en preséncia del péeptid AP
incubat amb Cu(ll) i Zn(ll). Assajos de turbidimetria

Les mesures de la turbidesa a una determinada longitud d’ona indiquen I'agregacié d’una
mostra. Com major és el valor d’absorbancia, més agregacié presenta la mostra. En aquest
treball, les tecniques turbidimeétriques han permes: (1) estudiar la capacitat dels lligands HBXI,
HBTI i BMI d’inhibir la formacié de fibres del peptid AB,_4; (2) comprovar que la preséncia dels
ions metal-lics Cu(ll) i Zn(ll) en solucions que contenen peptid AP;. indueix la formacié de
fibres, i (3) estudiar la capacitat coordinant dels lligands HBXI, HBTI i BMI en un medi on el

péptid AB,, pot competir per enllagar als ions Cu(ll) i Zn(ll).

Els assajos turbidimétrics es realitzen amb el péptid AP,_4 sintétic que comercialitza
Biopeptide Co. Inc. Aquest es prepara en aigua Milli-Q a una concentracié aproximadament de
200 uM. Per assegurar I’estat monomeéric de la proteina a I'inici de qualsevol experiment, la
solucié es sonica tres vegades i es filtra a través d’una xeringa connectada a un filire amb un
diametre de porus 0.2 um (Millipore) per eliminar possibles agregats. La quantificacié de peptid
es realitza espectrofotométricament aplicant la llei de Lambert-Beer a una longitud d’ona de
276 nm i coneixent el ¢ de I'espécie Ap,, monomerica (1450 cm™-M™). Dues solucions tamp6
20 uM d’ acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfonic (HEPES) es preparen amb aigua
bidestil-lada i 150 uM de NaCl a valors de pH 6.6 i 7.4. Aquestes solucions es tracten durant
tota una nit amb 5% (p/v) de Chelex i es filtren a través d’un filtre Millipore de 0.2 um de porus.
Solucions estandard de Cu(ll) i Zn(ll) es preparen diluint solucions de concentracié coneguda
(1000 ppm) d’aquests ions metallics amb una solucié6 tampé6 HEPES de pH 6.6 i 7.4,
respectivament fins a una concentracié final de 200 uM. Les solucions dels diferents lligands
avaluats (HBXI, HBTI, BMI, EDTA, CQ, PIB i ThT) s6n preparades en etanol a una

concentracié 200 uM.

L’assaig turbidimeétric es duu a terme de tres maneres diferents. En totes elles s’addiciona 25
uM de peptid AB,_4 a una solucié al 25% d’etanol, que conté: (1) lligand en una concentracié
50 uM; (2) metall en una concentracié 25 uM; i (3) lligand (50 uM) + metall (25 uM). Els assajos
en abséncia de metall es duen a terme a pH 6.6. Totes les solucions, un cop preparades, sén
incubades durant tota una nit a 37°C amb constant agitacié per tal d’afavorir 'agregacié del
péptid AB,_.,, S’enregistra 'absorbancia a 405 nm per quadruplicat, agitant la mostra abans de

cada mesura. L’espectrofotdometre utilitzat ha estat un Varian Cary-100.
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V.8. Cristal:litzacio del catié ThT*

El compost comercial (ThT)Cl es recristal-litza amb ACN. L’addicié d’una solucié aquosa
saturada de Kl (5 ml) a una solucié aquosa (20 ml) de (ThT)CI (0.600 g, 1.88 mmol) déna lloc a
la formacié d’un solid groc molt fi que es filtra, es renta amb 10 ml d’aigua i s’asseca al buit

durant tota una nit. Les dades obtingudes per espectrometria de masses mostren la preséncia

de ThT*exclusivament. MS (+ESI-MS) m/z (intensitat relativa) = 283.1 ([ThT]", 100).

Una soluci6 saturada en CHCI; del solid groc obtingut es deixa evaporar lentament a atmosfera
oberta. Al cap de 24h apareixen uns cristalls vermells adequats per a difraccié de raigs X que
es caracteritzen com a (ThT),l42CHCI; (1). Separats els cristalls vermells de la solucio, si
aquesta es continua evaporant, passada una setmana aproximadament, s’obtenen uns cristalls

grocs que corresponen a (ThT)I-CHCI; (2).

V.9. Programari utilitzat

La taula que es mostra a continuacié és un recull d’alguns programes que han estat utilitzats

per a realitzar aquesta tesi.

PROGRAMA Descripcio entorn web
Determinaci6 de les constants d’acidesa i " o X . ..
ﬁ pHab2000 drestabilitat a partir de dades espectrofotométriques /'( http://www.chim1.unifi.it/group/vacsab/phab.htm
m Spekwin32 Tractament d’espectres de fluorescencia /"I' 4 http://www.effemm2.de/spekwin/index_en.html
Marvinsketch . - N . .
| MarvinView Conjunt d’aplicacion en Java per a dibuixar molécules, visualitzar-les i predir s 'l http://www.chemaxon.com/products.html
: 3 i (o} . . DI X
. propietats fisicoquimiques
MarvinSpace [
Apl J fil b de dades d lecul b "
plicacio en Java que permet filtrar una base de dades de molécules en base . i
@ Instant JChem als criters\que establemlliusuari ,’( http://www.chemaxon.com/product/ijc.html
m Mercury 2.2 Visualitzacié d’estructures crlstal«lgiiz:ecsalcul de distancies, angles i angles "I htto://www.cede.cam.ac.uk/oroducts/mercury/
[
* Pymol Visualitzacié d’estructures 3D de proteines - 'l http:/pymol.org/
] [
’
- Mollegro Visualitzaci6 d’estructures 3D de proteines - "' http://www.molegro.com/products.php
[
g Visualitzacié d’estructures cristal-lines i calcul de distancies, angles i angles 4 . i
- g " 5 e " r p: g .0p d
A Avogadro diedres. Possibilitat de realitzar calculs relacionats amb la flexibilitat d’'una " hitp://avo adr(:\/l(;inengolzcules DstAwiki
molécula ’ & vain_tage
b iMol Aplicacié Java per a la visualitzacié de molecules i proteines ( i http://www.pirx.com/iMol/
Py ClogP Calcul del parametre ClogP J"/ / http://www.biobyte.com/index.html
. Calculadora de pesos moleculars i d’analisis elementals. Permet obtenir (o . -
@ iMass patrons isotdpics tedrics de masses ( http://nome.datacomm.ch/marvin/iMass/

Processador de FIDs experimentals (en una o dues dimensions) obtinguts

H MestRec v.5.0 amb espectrornetrgs Varian, B(uker, JEOL |‘altres.‘ Pgrmet realitzar 'l A e R GETD
transformacions de Fourier, correccions de fase i ampliacions de zones dels itp://Www. mestrec.comy
espectres resultants [
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Figura A.1a. VALORACIO 1 SISTEMA TMA-Cu(ll). Evolucié espectral del sistema TMA-
Cu(ll) al llarg de la valoraci6 amb NaOH. Les concentracions inicials son: [TMA] = 1.03x10* M
[Cu(I)] = 1.92x10™ M
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Figura A.1b VALORACIO 2 SISTEMA TMA-Cu(ll). Evoluci6 espectral del sistema TMA-
Cu(ll) al llarg de la valoracié amb NaOH. Les concentracions inicials sén: [TMA]=1 .03x10™M
[Cu(I)]=4.80x10™°M
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Figura A.2a VALORACIO 1 SISTEMA TMA-Zn(ll). Evolucié espectral del sistema TMA-
Zn(ll) al llarg de Ia valoracié amb NaOH. Les concentracions inicials son: [TMA] = 1. 03x10* M
[Zn(I1)] = 1.69x10*M
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Figura A.2b VALORACIO 2 SISTEMA TMA-Zn(ll). Evolucié espectral del sistema TMA-
Zn(ll) al llarg de Ia valoracié amb NaOH. Les concentracions inicials son: [[TMA] = 1. 03x10*M
[Zn(I1)] = 4.22x10°M
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Figura A.3b VALORACIO 2 SISTEMA ETF-Cu(ll). Evolucié espectral del sistema ETF-
Cu(ll) al llarg de la valoraci6 amb NaOH. Les concentracions inicials sén: [ETF] = 1.07x10™* M

[Cu(ll)] = 4.80 x10™°M
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Figura A.4b VALORACIO 2 SISTEMA ETF-Zn(ll). Evolucié espectral del sistema ETF-
Zn(ll) al llarg de la valoraci6 amb NaOH. Les concentracions inicials sén: [ETF] = 1.07x10“* M

[Zn(I1)] = 4.80 x10°M
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Figura A.5a VALORACIO 1 SISTEMA TMET-Cu(ll). Evolucié espectral del sistema
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Figura A.5b VALORACIO 2 SISTEMA TMET-Cu(ll). Evolucié espectral del sistema
TMET-Cu(ll) al llarg de la valoraci6 amb NaOH. Les concentracions inicials son: [TMET] =
4.15x10° M [Cu(ll)] = 4.80 x10°M
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x10°M [Zn(I1)] = 4.22x10° M
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Abstract: Metal chelation is considered a rational therapeutic approach for interdicting Alzheimer’s amyloid
pathogenesis. At present, enhancing the targeting and efficacy of metal-ion chelating agents through ligand
design is a main strategy in the development of the next generation of metal chelators. Inspired by the
traditional dye Thioflavin-T, we have designed new multifunctional molecules that contain both amyloid
binding and metal chelating properties. In silico techniques have enabled us to identify commercial
compounds that enclose the designed molecular framework (M1), include potential antioxidant properties,
facilitate the formation of iodine-labeled derivatives, and can be permeable through the blood-brain barrier.
lodination reactions of the selected compounds, 2-(2-hydroxyphenyl)benzoxazole HBX), 2-(2-hydroxyphe-
nyl)benzothiazole (HBT), and 2-(2-aminophenyl)-1H-benzimidazole (BM), have led to the corresponding
iodinated derivatives HBXI, HBTI, and BMI, which have been characterized by X-ray diffraction. The chelating
properties of the latter compounds toward Cu(ll) and Zn(ll) have been examined in the solid phase and in
solution. The acidity constants of HBXI, HBTI, and BMI and the formation constants of the corresponding
ML and ML, complexes [M = Cu(ll), Zn(ll)] have been determined by UV—vis pH titrations. The calculated
values for the overall formation constants for the ML, complexes indicate the suitability of the HBXI, HBTI,
and BMI ligands for sequestering Cu(ll) and Zn(ll) metal ions present in freshly prepared solutions of
B-amyloid (AB) peptide. This was confirmed by AS aggregation studies showing that these compounds are
able to arrest the metal-promoted increase in amyloid fibril buildup. The fluorescence features of HBX,
HBT, BM, and the corresponding iodinated derivatives, together with fluorescence microscopy studies on
two types of pregrown fibrils, have shown that HBX and HBT compounds could behave as potential markers
for the presence of amyloid fibrils, whereas HBXI and HBTI may be especially suitable for radioisotopic
detection of AS deposits. Taken together, the results reported in this work show the potential of new

multifunctional thioflavin-based chelating agents as Alzheimer’s disease therapeutics.

Introduction

The devastating effects of Alzheimer’s disease (AD) on
human beings and its predicted increase in incidence in the
coming years due to the aging of society account for the current
intensive studies aimed at preventing and treating AD.'™*
[-Amyloid (Af) plaques, which are a key neuropathological

T Departament de Quimica, Universitat Autonoma de Barcelona.
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Universitari de Bellaterra.
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(1) Finefrock, A. E.; Bush, A. L.; Doraiswamy, P. M. J. Am. Geriatr. Soc.
2003, 57, 1143-1148.
(2) Nordberg, A. Lancet Neurol. 2004, 3, 519-527.
(3) Brown, D. R.; Kozlowski, H. Dalton Trans. 2004, 1907-1917.
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feature of AD, are mainly constituted by aggregation of the A
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Combining X-ray data on thioflavin-T and theoretical calculations
on its binding to a peptide model for Ap,_4, fibrils gives evidence
of main stabilizing interactions, which influence the dihedral
angle between the two moieties of thioflavin-T and thereby its
fluorescence properties; these results shed new light on possible
strategies for the design of dyes to bind amyloid fibrils more
specifically.

The presence of amyloid fibrils is a key neuropathological
feature in more than 20 diseases, including Alzheimer’s disease
(AD)." Most of these protein aggregates have a generic
structure that consists of a continuous B-sheet.” The fluores-
cent dye thioflavin-T (ThT) has been commonly used to stain
amyloid deposits in tissues® and to characterise the presence of
amyloid fibrils.* Chemically, ThT is the chloride salt of a cation
(ThT™) that consists of an N-methylated benzothiazole frag-
ment linked to a dimethylaniline ring (Fig. 1). The dihedral
angle between these two planar moieties, ¢, largely determines
the spectral properties of this dye, as shown by Stsiapura et al.’
from a computational study of the torsional relaxation of ThT *
in the excited state. However, the mechanism of fluorescence
enhancement upon ThT™" binding to amyloid fibrils and the
molecular understanding of this binding are still objects of
intensive study.® Both issues are critical in order to design
new dyes to bind amyloid fibrils more specifically,”® and for
the development of diagnostic and therapeutic agents.
Recently, we have shown that incorporation of chelating
properties into well-known intercalation compounds such as
ThT" may be a successful strategy for developing the next
generation of agents for AD theragnosis.” Remarkably, there
are no X-ray structural data on the free ThT " but only when
bound to the Torpedo californica acetylcholinesterase
(TeAChE) protein,'® one of the few examples showing that
ThT " also binds to non-B-sheet cavities. Overall, in order to
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Fig. 1 Unit cells of 1 (a) and 2 (b): 1>~ and I~ anions in purple;
chlorine, nitrogen and sulfur atoms in green, blue and yellow, respectively.

shed light onto ThT *-binding interactions, we have under-
taken an experimental and theoretical study of the structure of
unbound ThT . Subsequently, we have examined its binding
to the fibrillar core structure of AB;_4» peptide!! by combining
docking and molecular dynamics (MD) strategies with
quantum chemical calculations.

Treatment of (ThT)Cl with Nal, as detailed in the
experimental section (see ESIT), yielded X-ray quality crystals
of (ThT),14-2CHCl; (1) and (ThT)I-CHCI; (2).'? The unit cells
are shown in Fig. 1. Both I,>~ (1) and I~ (2) anions establish
weak C-H- - I interactions with the CHCI; solvent molecules.
1,°~, whose formation is probably due to aerobic oxidation,
shows a centrosymmetric essentially linear geometry,
consistent with reported data.'*'* This anion appears to be
essential for the effective packing arrangement of the ThT "
cations in 1, which is formed in much shorter time than 2. Our
unsuccessful attempts to obtain any crystal structure under
other experimental conditions evidence the relevance of the
iodide anions and CHClI; solvent in the formation of X-ray
quality crystals. Remarkably, the closest related analogs of
ThT" with known crystal structures are not cationic species
but neutral molecules.'>™"”
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