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La quimica computacional aplicada al disseny de marcadors
fluorescents per a la diagnosi de la malaltia d'Alzheimer
Computational chemistry applied to the design of fluorescent

markers for the diagnosis of Alzheimer’s disease

Francesca Peccati, Xavier Solans Monfort i Mariona Sodupe
Universitat Autonoma de Barcelona. Departament de Quimica

Resum: La malaltia d'Alzheimer suposa un dels reptes més importants de la medicina actual. S'espera que I'any 2050 el nom-
bre de pacients amb aquesta malaltia neurodegenerativa superi els cent milions de persones, de manera que es convertira en
un problema insostenible per als sistemes de salut en I'ambit mundial. La complexitat d'aquesta malaltia requereix un enfoca-

ment multidisciplinari que combini I'estudi dels aspectes patologics amb els processos que tenen lloc en I'ambit molecular. En
aquest context, la quimica computacional és una eina d'una importancia fonamental per al disseny de molécules amb objectiu
tant per al diagnostic com per al tractament de la malaltia d'Alzheimer.
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Abstract: Alzheimer's disease is one of the main medical challenges of our time. It is expected that by 2050 the number of

patients suffering from this neurodegenerative disease will exceed 100 million, becoming an unsustainable burden for health-
care systems worldwide. The complexity of this condition requires a multidisciplinary approach, combining the study of
pathological aspects with processes happening at the molecular level. In this light, computational chemistry is a tool of ex-

treme importance for the design of molecules aimed at diagnosing as well as curing Alzheimer’s disease.
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Introduccio

a malaltia d'Alzheimer presenta simptomes de-
vastadors, incloent-hi la pérdua de memoria i
cognicio, aixi com allucinacions. Des d'un punt
de vista anatomicopatoldgic, s'observa atrofia
cerebral progressiva. A nivell microscopic, es pro-
dueix una deposicio de plaques i cabdells neuro-
fibrillars que bloquegen la comunicacid entre les
ceHules nervioses i destrueixen el sistema de transport de nu-
trients, la qual cosa en causa la mort. En I'ambit molecular, les
plaques estan constituides per agregats insolubles del peptid
[B-amiloide. Malgrat que la funcié d'aquest peptid encara no
esta del tot clara, se sap que en condicions fisiologiques parti-
cipa en processos enzimatics i en la proteccio contra I'estrés
oxidatiu. En pacients que pateixen la malaltia d'Alzheimer,
pero, es produeix una acumulacio de B-amiloide a causa d'un
desequilibri entre la produccid i I'eliminacid d'aquest peptid.
El B-amiloide conté entre 40 i 42 aminoacids, és lleugerament
soluble i forma espontaniament agregats requlars anomenats
fibres amiloides, les quals poden presentar diferents arquitec-

Correspondéncia: Francesca Peccati

Universitat Autonoma de Barcelona. Departament de Quimica
Campus de la UAB, Bellaterra. 18193 Cerdanyola del Vallés
Tel.: +34 935812 173. Fax: +34 935812 920

Ale: francesca.peccati@uab.cat

tures. Atés que la quantitat i la distribucio d'aquests agregats
en el cervell es correlaciona estretament amb simptomes neu-
rologics, és crucial poder detectar aquestes espécies en pa-
cients vius per tal de sequir el desenvolupament de la malaltia
i provar |'eficacia de nous farmacs [1-5].

Des d'un punt de vista clinic, la técnica més usada per a la de-
teccio d'aquests agregats €s la tomografia per emissio de po-
sitrons (PET). Els inconvenients d'aquest métode son la seva
toxicitat, atés que usa tracadors radioactius, i I'alt cost pel
que fa a la instrumentacié necessaria i I'obtencio de dades.
Per aquest motiu, actualment s'estan desenvolupant altres
técniques, amb una toxicitat i un cost més baixos, que po-
drien ser emprades eficientment en I'ambit clinic en un futur.
Una técnica amb un bon potencial en aquests termes és la
imatge per fluorescéncia, la qual utilitza molecules organi-
ques petites, no toxiques, capaces d'absorbir radiacio infraro-
ja. Aquests marcadors s'uneixen selectivament a les fibres
amiloides i retornen un senyal de fluorescéncia després d'ex-
citar-los amb Ilum infraroja, que és diferent si estan interac-
cionant amb les fibres o no. Recollint el senyal, és possible re-
construir la quantitat i la distribucio de les fibres a la zona
analitzada [6-8].

Tot i que encara calen nous avencos perqué aquesta técnica
pugui ser usada en estudis clinics, en els ultims deu anys s*han
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fet molts avencos en aquesta direccio i s'han proposat diver-
ses molecules amb diferents propietats de fluorescéncia per
detectar fibres amiloides [6, 9-11]. En molts casos, pero, es
desconeix com actuen aquestes molécules i quins factors les
fan més o menys idonies. En aquest context, la quimica com-
putacional €s una eina molt poderosa no només per explicar
els mecanismes que controlen I'accid d'aquestes molécules,
sind també per dirigir el disseny de nous farmacs optimit-
zant-ne el rendiment biologic i fotofisic.

Requisits dels marcadors
fluorescents per al seu us in vivo

El disseny de molécules per a la generacio d'imatges de fluo-
rescencia es basa en una seérie de requisits estructurals estric-
tes. En primer lloc, els marcadors han de ser capacos de creuar
la barrera hematoencefalica. També cal que els marcadors
emetin a la regid de I'infraroig proper, és a dir, a una longitud
d'ona superior a 650 nm, per tal de disminuir els danys i I'au-
tofluorescencia de fons del material biologic. D'altra banda, és
important fer eémfasi en el fet que les propietats fotofisiques
del marcador han de ser fortament modificades per la seva in-
teraccio amb els diposits de B-amiloide, ja que és la marcada
diferéncia entre les propietats de fluorescéncia de la molécula
[liure i unida a la fibra el principi fonamental per a I'obtencio
d'imatges de fluorescencia [6]. Es a dir, convé que, quan la
molecula estigui lliure, emeti un senyal de fluorescéncia molt

més feble que quan esta interaccionant amb la fibra amiloide,
ja que aixd permetra obtenir un bon contrast en la imatge. El
punt interessant és que aquesta diferéncia no sempre té el
mateix origen i, de fet, pot ser molt diferent per a cada classe
de marcador. En aquest sentit, la comprensié dels diversos
mecanismes responsables de |'augment de la fluorescéncia
causada per la interaccié amb les fibres és crucial per al
desenvolupament de noves molécules més eficaces i d'accid
especifica.

A més a més, per permetre |a deteccio selectiva dels diposits
d'amiloide i no de qualsevol proteina present en el medi bio-
logic, els marcadors han de ser selectius, és a dir, han de pre-
sentar una alta afinitat per |a fibra. La selectivitat s'obté per
I'eleccio d'una estructura lineal aromatica com la de les moleé-
cules que es mostren a la figura 1. El caracter hidrofobic de la
fibra amiloide promou la interaccié amb els anells aromatics, i
I'estructura lineal permet la interaccié amb més filaments de
la mateixa fibra [6].

Aspectes estructurals de les fibres
amiloides

Actualment sén conegudes diverses estructures de fibres
amiloides, i, tot i tenir diferents simetries, totes conserven al-
guns aspectes estructurals comuns, tal com s'ilustra a la fi-
gura 2. La unitat fonamental de la fibra amiloide és el proto-
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Ficura 1. Marcadors fluorescents per a la deteccio de fibres amiloides. El comportament fotofisic desitjat es mostra a la part esquerra de la imatge: si la molécula no interacciona
amb la fibra, té una emissio de fluorescéncia modesta (linia de tracos), mentre que si esta enllagada, té una emissi6 intensa (linia continua).
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Ficura 2. Estructura d'una fibra amiloide que consisteix en dos protofilaments. S'indiquen els residus d'aminoacids que contribueixen a la formacié d'un canal paral-lel hidrofobic a

I'eix de la fibra.

filament, el qual consisteix en una repeticié reqular de
peéptids individuals en forma de fulles . L'estructura comple-
ta de la fibra sorgeix de la interaccid de dos o tres protofila-
ments per generar una arquitectura amb simetria binaria
(amb un eix de simetria C,) o ternaria (amb un eix de simetria C,)
[3, 12-14]. A la figura 2 s'iHustra I'exemple d'una fibra amb
un eix de simetria binari, en la qual es mostra una important
caracteristica estructural: la unio de protofilaments, les cade-
nes laterals hidrofobiques de les lamines 3 estan disposades
per definir un canal central, parallel a I'eix de la fibra (residus
de color groc), que pot allotjar molécules amb una estructura
lineal com els marcadors mostrats a la figura 1. En general,
totes les fibres amiloides contenen aquests canals, que sén
responsables de la interaccié amb la molécula fluorescent [6].
En aquest treball es presentaran els resultats de dues de les

classes de compostos illustrats a la figura 1: els derivats
del bitiofé, representats pel marcador NIAD-4 [6, 15],

i els marcadors push-pull, representats per la molécula
DANIR-2c [11, 16].

L'enfocament computacional

L'estudi de les propietats fotofisiques de molécules organi-
ques i la seva interaccio amb fibres amiloides requereix la
combinacié de diverses técniques computacionals. Per estu-
diar les propietats fotofisiques d'un marcador, cal descriure
els seus estats excitats i els mecanismes de desactivacid i, per
tant, cal usar metodes basats en la mecanica quantica.
Aquests métodes, perd, no poden ser usats per descriure els
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sistemes bioquimics, en aquest cas, les fibres amiloides, atés
que tenen un gran nombre d'atoms (entre 6.000 i 40.000) i
aixod suposaria un cost computacional extremament elevat.
Per aquesta rad, aquests sistemes s'estudien amb técniques
més aproximades, com ara la mecanica molecular, que repro-
dueix amb una raonable precisio les propietats estructurals en
I'ambit atomic, sense tractar-ne explicitament la distribucio
electronica. Aquestes técniques ens donen informacio sobre
com interacciona el marcador amb les fibres amiloides i els
canvis induits en la seva flexibilitat, la qual cosa pot modificar
en gran manera les seves propietats fluorescents.

Propietats fotofisiques dels
marcadors amb interaccio i sense
interaccio amb fibres amiloides

Els marcadors NIAD-4 i DANIR-2c¢, que es mostren a la figu-
ra 3, tenen dues coses en comu: 1) tots dos tenen un sistema
d'electrons Tt deslocalitzats, i 2) aquest sistema Tt connecta
dos grups amb efecte inductiu oposat, un donador (-OH o
-N(CH,),) i un acceptor (=C(CN),). Aquestes dues caracteristi-
ques son importants, perque determinen les propietats fotofi-
siques de la molécula. En particular, els calculs quantics rea-

litzats han mostrat que, per als dos marcadors, les transicions
electroniques actives son de transferéncia de carrega, és a dir,
son transicions que impliquen una transferéncia de densitat
d'electrons des del grup donador fins al grup acceptor de la
molécula. Aquesta transicio és intensa i és la responsable de
I'emissio de la fluorescencia observada quan el marcador in-
teracciona amb les fibres amiloides.

En el cas del NIAD-4, quan la molécula esta lliure, sense inter-
actuar amb la fibra, no presenta cap fluorescéncia. Es podria
pensar que aixo és degut al fet que, en dissolucio, el NIAD-4
retorna al seu estat electronic fonamental a través d'un pro-
cés no radiatiu que esta impedit quan aquest interacciona
amb la fibra. Tanmateix, un estudi detallat sobre els possibles
mecanismes de desactivacio no radiativa d'aquesta molécula
ha mostrat que aixo no és degut ni a la preséncia d'un en-
creuament entre sistemes (intersystem crossing), ni al fet que
es comporti com un rotor, com en el cas de la tioflavina. Per
tant, I'abséncia de fluorescencia en dissolucio ha de ser degu-
da a altres factors. De fet, la ra6 per la qual el NIAD-4 no
mostra fluorescéncia en dissolucio €s que aquesta molécula
no és gaire soluble en soluci6 aquosa i forma agregats apilats
de tipus Tt en concentracions molt petites. Les nostres simula-
cions mostren que aquests agregats no donen emissio de
fluorescéncia (quenching) a causa de la formacio de dimers.
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Fiura 3. Excitacio i processos de relaxacio del NIAD-4 i el DANIR-2c.




La interaccio amb la fibra causa la recuperacio de les propie-
tats fluorescents d'aquesta molécula, ja que implica la des-
truccid dels agregats. De fet, les simulacions computacionals
realitzades mostren que els canals hidrofobics, parallels a I'eix
de la fibra, tenen les dimensions adequades per allotjar només
una molécula de marcador, i no dimers o agregats de dimen-
sions més grans. D'aquesta manera, la interaccié amb els ca-
nals hidrofobics provoca la desagregacio del marcador, que en
la seva forma monomerica presenta fluorescéncia amb un bon
rendiment quantic. Aixi, doncs, aquesta desagregacio explica-
ria 'augment de la fluorescéncia observada per al NIAD-4 en
preséncia de fibres de B-amiloide [15]. Sobre la base d'aquest
mecanisme d'agregacio-desagregacio es pot pensar en el dis-
seny de nous marcadors amb un rendiment millor, per exem-
ple, mitjancant I'ampliacié del sistema 1. Una tal extensio
causaria un augment de la fluoresceéncia de la molecula ailla-
da i, al mateix temps, també augmentariem la propensié a
I'agregacid, la qual cosa permetria augmentar el contrast en-
tre el marcador lliure i I'unit i, per tant, millorar la imatge de
fluorescencia.

En el cas del DANIR-2c, I'augment de fluorescéncia observat en
presencia de fibres amiloides té un origen diferent. De fet, la
molécula Iliure és menys propensa a I'agregacio que el NIAD-4
i, després de I'excitacio, pot decaure a I'estat fonamental per
emissio de fluoresceéncia, fins i tot sense interaccionar amb la
fibra. No obstant aixo, la molécula presenta un cami important
de desactivacid no radiativa a través d'interseccions coniques.
S'ha calculat que hi ha geometries per a les quals I'estat de
transferéncia de carrega i I'estat fonamental estan degenerats.
Aquestes geometries corresponen a rotacions de 90° al voltant
dels dobles enllacos del sistema Tti son accessibles a través de
la simple torsi6 dictada per |a flexibilitat de la molécula en so-
lucio. Quan el marcador és a I'interior de |a fibra amiloide en el
canal hidrofobic, la seva flexibilitat es redueix a causa dels
contactes esterics amb les cadenes laterals que constitueixen
el canal. Aquesta reduccio en la flexibilitat forca la molécula a
mantenir una geometria plana, la qual cosa impedeix que la
interseccid conica sigui accessible, i aixo afavoreix la fluores-
cencia. D'aquesta manera, la desactivacio no radiativa es veu
molt impedida i I'emissio de fluorescéncia es converteix en el
procés dominant, la qual cosa explicaria I'augment de fluores-
cencia observat quan el marcador esta unit a les fibres amiloi-
des [16]. També en aquest cas, les modificacions estructurals
orientades a augmentar el contrast entre el marcador lliure i
['unit podrien millorar el rendiment quantic.

Conclusions

Aquest treball iustra I'aplicacié dels metodes de la quimica
computacional per a I'estudi d'un problema complex, com és
ara el dels marcadors fluorescents per al diagnostic de la ma-
laltia d'Alzheimer. Diverses tecniques de calcul contribueixen
a la descripcio dels estats excitats de molécules organiques
petites i la seva interaccid amb els agregats de proteines com
ara fibres amiloides. Les nostres simulacions porten llum als
camins de desactivacio de dos marcadors fluorescents, el
NIAD-4 i el DANIR-2c. En el primer cas, es mostra que els
agregats de NIAD-4 que es formen de manera espontania en
solucié no emeten fluorescéncia, i que I'augment de fluores-
céncia observat en preseéncia de fibres de B-amiloide és degut
al procés de desagregacio induit en interaccionar amb la fibra.
En el cas del DANIR-2c, pero, I'origen de I'augment de la fluo-
rescéncia es deu al fet que, en interaccionar amb la fibra, es
produeix una important reduccié de la flexibilitat del marca-
dor que fa inaccessibles camins de desactivacio no radiativa,
de manera que s'observa un augment significatiu de la fluo-
rescéncia. Aquests dos exemples mostren no només com un
estudi computacional és essencial per a la comprensio dels
mecanismes fonamentals d'acci6 d'aquestes molécules basi-
ques d'interes bioldgic, sind també com el coneixement deri-
vat de les simulacions pot orientar el disseny de nous marca-
dors d'alt rendiment.
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