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INTRODUCERE

Teza de doctorat este structuratd in doud parti: Partea Teoretica, prezentatd in
cadrul a 3 capitole si Partea Originala, derulatd pe parcursul a 4 capitole, in care sunt
prezentate rezultatele studiilor originale efectuate.

Primul capitol si cel de al doilea realizeazd o descriere a termodinamicii
interactiei ligand-macromolecula si a sistemelor studiate.

In cadrul celui de-al al treilea capitol, in primele doud subcapitole sunt
prezentate tehnicile experimentale utilizate in cadrul tezei: titrarea calorimetrica
izotermia si spectroscopia de dicroism circular. In ultimul subcapitol al partii teoretice
sunt prezentate metodele teoretice aplicate in modelarea liganzilor si a complecsilor de
incluziune. Toatd partea teoreticd a fost scrisda conform bibliografiei studiate si
mentionatd in prezenta lucrare. Referiri la aceastd bibliografie sunt facute si in cadrul

discutiilor din partea experimentala.

REZULTATE ORIGINALE

Teza de doctorat a avut urmatoarele obiective redate in cele 4 capitole ale partii

originale:

1) Caracterizarea prin spectroscopie de dicroism circular a interactiei unor derivati de
fenoxatiina cu ciclodextrinele; modelarea teoreticd a liganzilor prin metodele DFT
si TDDFT; modelarea teoreticd a complecsilor de incluziune prin simularea de
dinamica moleculara.

2) Caracterizarea prin titrare calorimetricd izoterma a interactiei unor derivati de
fenoxatiind si cumarina si a atenololului cu ciclodextrinele.

3) Caracterizarea prin titrare calorimetricd izotermd a interactiei unor derivati de

cumarina cu albumina serica umana.

Teza se incheie cu capitolul de concluzii care cuprinde principalele rezultate obtinute,
urmat de lista lucririlor elaborate in cadrul tezei, bibliografia folositd si anexe. In anexe

sunt cuprinse tabele si figuri care sunt mentionate in textul tezei.



Capitolul 1
GENERALITATI
TERMODINAMICA INTERACTIEI LIGAND-MACROMOLECULA

Caracterizarea termodinamicd a unei reactii de asociere moleculard, presupune a

determina AG, AH, AS, K., s1 AC, la o temperatura de referinta data [1].
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Fig. 1 O diagrama schematica aratand diferite profile termodinamice care pot fi
observate, pentru tipuri distincte de interactii moleculare frecvent observate in biologie:
(A) un nivel ridicat de legaturi de hidrogen, aldturi de modificari conformationale; (B)
legarea este dominatd de interactii hidrofobe; (C) o contributie micd favorabild din

legaturi de hidrogen, impreuna cu o contributie hidrofoba [Ref. 2].

Capitolul 2
SISTEME STUDIATE

2.1 CICLODEXTRINE

Ciclodextrinele cele mai studiate au ciclurile formate din 6-8 molecule de glucoza
unite prin legaturi a 1-4 glicozidice, fiind cunoscute sub denumirea de -, B- si y-
ciclodextrind. Acesti compusi sunt capabili de a forma complecsi de incluziune cu

molecule mici de liganzi [9, 10].
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Fig. 3 Schematizare a procesului de incluziune a unui ligand

in cavitatea ciclodextrinei (ref. 14).

2.2 ALBUMINA SERICA UMANA

Albumina serica umand (HSA), este cea mai abundentd proteind in plasma
sanguind, avand rolul fiziologic de a transporta acizi grasi, lizolecitina, bilirubina, hem,
hormoni, medicamente, etc. Aceastd capacitate de transport se datoreste mai multor

situsuri de legare a multor molecule organice si anorganice, pe care albumina le prezinta

[16-19].

Fig. 4 Cateva posibile situsuri de legare a acidului 3-carboxi-cumarinic la HSA,
evidentiate prin docare (minimizarea structurii, docarea si vizualizarea au fost realizate
cu programul Yasara Structure. Structura initiald a HSA a fost structura 1e7i.pdb sau

le7e.pdb din Banca de Date pentru Proteine, Protein Data Bank).



2.3 LIGANZI

Liganzii studiati in cadrul tezei apartin la trei clase:

- Derivati de fenoxatiina:

o O O O
Y \Y
909 o
[¢] [¢]
10,10-dioxid-fenoxatiina 2-brommetil-10,10-dioxid-fenoxatiina

o o CHs
Y
S09h
o)

2-acetil-10,10-dioxid-fenoxatiina

- Medicamente betablocante:
OH
H\)\/
HacYN o
CH,

o NH,

Atenololul

- Derivati de cumarina:

3-carboxi-5,6-benzocumarina 3-carboxi-7-metoxicumarina

(Structurile moleculare au fost editate cu MarvinSchetch 5.10.3)



Capitolul 3

METODELE EXPERIMENTALE APLICATE iN STUDIUL INTERACTIEI
LIGAND-MACROMOLECULA

3.1 TITRAREA CALORIMETRICA IZOTERMA

3.1.1 Tehnica ITC

Un experiment ITC tipic implica injectarea secventiald, in cantitati precise a solutiei
unui reactant in celula calorimetrica contindnd celdlalt reactant. Termogramele astfel
obtinute, pot fi analizate folosind Microcal Origin sau alte programe de regresie neliniara

si apoi se obtin n, AH si K.

I'aTafalfala!l 11 .J—II.-'— o T
M [ [ Ilu
!

\';l'll"\al
" '/I

R e o St B o Bt e e et o S
O 5 10 15 20 25 30 36 40 45 5O
Time (min)
| }‘

Output
( I } Adiabatic shield

Sample cell

Constant power Power supplied to sample
supplied to reference cell feedback heater
cell heater proportional to AT

Fig. S Schematizare a unui calorimetru de titrare izoterma (ref: 21 ).



3.1.3  Optimizarea experimentului ITC

In planificarea unui experiment ITC, este important sa alegem concentratii
rezonabile pentru macromoleculd si ligand. Aceasta este cel mai usor de facut prin
simularea termogramei presupunand sau facand aprecieri rezonabile pentru K., s1 AH (cu

toate cd aprecierea lui AH este mai putin criticd).

Kcal
Mole Injectant
|

Zn

Fig. 8 Dependenta formei izotermei de valoarea parametrului c (ref. 26).

Parametrul critic care determind forma izotermei de legare este o constantd
adimensionald c, stabilitd de Wiseman et al In 1989 si care este produsul concentratiei
totale de macromoleculd din celula calorimetricd, [Miy], cu constanta de legare K., si

parametrul stoechiometric # reflectand numarul situsurilor de legare ale macromoleculei.

C= Keq[Mtot]n (14)

Parametrul ¢ trebuie sa fie in intervalul 1 < ¢ < 1000, pentru ca reactia sa poata fi
masuratd direct prin ITC. Acest interval mai este denumit "fereastra K experimentald".
Peste aceste valori titrarile 1si pierd curbura lor caracteristica, devin indistinctibile una de

cealalta si lipsesc informatiile necesare pentru determinarea constantei de legare [22, 26].



3.3 METODE TEORETICE APLICATE

3.3.1 Metoda DFT

Metoda DFT (density functional theory — metoda functionalei de densitate)
porneste de la premiza ca energia unei molecule poate fi determinatd din densitatea de

electroni in loc de o functie de unda [45].
3.3.2 Metoda TDDFT

Metoda DFT se poate aplica numai starilor fundamentale ale unui sistem
molecular. Pentru simularea spectrelor electronice este necesard tratarea tranzitiilor de
la starea fundamentala la o stare excitatd, pentru care se foloseste metoda dependenta de
timp. Metoda TDDFT (time-dependent density functional theory — metoda functionalei
de densitate dependenta de timp) are o importantd majora in studiul teoretic al spectrelor
electronice, de absorbtie, de dicroism circular electronic si de emisie si in studiul starilor
excitate, fiind probabil cea mai utilizata metoda [46-49].

Procedura de lucru incepe cu optimizarea geometriei de echilibru a starii
fundamentale printr-un calcul DFT. In urma unui calcul TDDFT la aceastid geometrie,
se obtin energiile de tranzitie si tdria oscilatorului pentru un numar de tranzitii So — S,
(ales de utilizator), cat si puterea rotatorie corespunzatoare. Pornind de la acestea se pot

reprezenta spectrele cu ajutorul unui program specializat, spre exemplu Gabedit [50].
3.3.3 Simularea de dinamicd moleculara

In simularile de dinamicd molecular, un sistem de N atomi, interactioneaza
intre ei conform unei functii de potential V (ry, 12, ...., ry) 1ar miscarea acestor atomi
este redata prin ecuatiile de miscare ale lui Newton: M=d"ri/ot=F;, i=1..N.

Fortele sunt derivatele negative ale functiei de potential: F; =-0V/or;.

Ecuatiile sunt rezolvate simultan in pasi mici de timp. Sistemul este executat astfel
pentru o perioadad de timp, in care temperatura si presiunea sa raimana la valorile cerute,
iar coordonatele sunt scrise intr-un fisier de iesire la intervale regulate. Coordonatele ca
o functie de timp reprezintd o traiectorie a sistemului. Dupd modificérile initiale,
sistemul va ajunge, de obicei, la o stare de echilibru. Prin mediere pe o traiectorie de

echilibru, multe proprietati macroscopice poate fi extrase din fisierul de iesire [51-54].

10



PARTEA a II-a (rezultate originale)
Capitolul 4

METODE EXPERIMENTALE UTILIZATE N STUDIUL INTERACTIEI
LIGAND-CICLODEXTRINE SI LIGAND-ALBUMINA

4.1 TITRAREA CALORIMETRICA IZOTERMA

Experimentele de titrare au fost efectuate utilizdnd un microcalorimetru iTC200
(MicroCal Inc, Northampton, MA, S.U.A). Acest calorimetru este de tip compensare de
putere si este proiectat pentru volume mici de solutii [31].

Celula pentru proba a fost Incércata cu 280 pL din solutia de titrat si seringa de
titrare a fost incarcatd cu 40 pL din solutia de titrant. Probele au fost degazate sub vid,
inainte de a fi incarcate in ITC. Celula de referinta a fost incarcata cu apa deionizata si

degazata [33].

4.2 SPECTROSCOPIA DE DICROISM CIRCULAR

Spectrele de dicroism circular indus ICD au fost inregistrate la temperatura
camerei cu un spectrofotometru Jasco J-815 CD. Constanta de legare a fost determinata
din variatia elipticitdtii molare cu ajutorul metodei fitarii celor mai mici pdtrate a unor
modele liniare si neliniare. Modelul liniar este bazat pe ec. (15) cunoscuta sub numele
de ecuatia Scott[43]:

[G][CyDjd _ [CyD] | 1
40 Ay KAy

(15)

unde A0 este diferenta intre elipticitatile experimentale ale ligandului in absenta si in
prezenta CyD, d este lungimea cuvei, Ay reprezinta diferenta intre coeficientii molari de
elipticitate ai ligandului in starea complexata si liberd, [CyD] este concentratia totala a
ciclodextrinei, [G] este concentratia totald a ligandului iar K este constanta de legare.

Modelul neliniar descris de Zsila et al. [44], corespunde ec. (16)

A0 = %([CyD] +/G]+K™ —\/([CyD] +/G]+K ') —4><[CyD]><[G]j (16)

unde A6 si K au acelasi inteles ca in ec. (16) iar k este corelat cu semnalul dicroic la

complexare totala.

11



4.3 MODELAREA TEORETICA A INTERACTIEI LIGAND-
CICLODEXTRINE

4.3.1 MODELAREA LIGANZILOR PRIN METODELE DFT SI TDDFT

Geometriile cu cea mai joasa energie si structura liganzilor au fost obtinute prin
metoda DFT folosind programul Gaussian 03 [56], cu functionala B3LYP sau PBE si
cateva seturi de orbitale atomice de baza: 6-31G [57], 6-311G++(d,p) [58] si aug-cc-
pVDZ [59].

Optimizdrile au fost efectuate luand in considerare apa ca solvent, in cadrul
Modelului Continuum Polarizabil, PMC [60]. Calculele de orbitale moleculare (O.M.)
au fost efectuate prin metodele DFT si TDDFT considerand diferiti conformeri posibili,
caracterizati prin conformatia planara sau indoita a heterociclului si prin unghiul diedru
T care descrie pozitia substituientilor in raport cu heterociclul. Calculele TDDFT au fost

efectuate pe geometria optimizata anterior.

4.3.2 SIMULAREA DE DINAMICA MOLECULARA A COMPLECSILOR DE
INCLUZIUNE.

Simularea de dinamica moleculard a fost efectuatd folosind pachetul de
programe Gromacs. Structura initiald pentru complexul 2:1 CyD-ligand a fost obtinuta
prin docare cu Autodock. Campul de forta utilizat a fost OPLSAA (Optimized Potential
for Liquid Simulations - All Atoms), cu sarcinile atomice partiale calculate prin metoda
Gasteiger. In simulare toti atomii si moleculele de apa sunt tratate in mod explicit.
Traiectoria a fost colectata peste 2000 ps si structura echilibratd a complexului solvatat

intr-o traiectorie finald de 1000 ps a fost extrasa.

12



Capitolul 5

STUDIUL INTERACTIEI LIGAND-CICLODEXTRINE PRIN
SPECTROSCOPIE DE DICROISM CIRCULAR

In acest capitol, se prezinta un studiu comparativ al procesului de incluziune a
trei derivati din clasa fenoxatiinei, 10,10-dioxid-fenoxatiina, derivatul 2-CH,Br
substituit 2-brommetil-10,10-dioxid-fenoxatiina si derivatul derivatul 2-COCHj;
substituit  2-acetil-10,10-dioxid-fenoxatiina cu o-, B-, y- si 2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina, folosind ca metoda experimentala spectroscopia de dicroism circular. Mai
intai, dependenta de concentratia gazdei a semnalului dicroic indus, a fost analizatd in
termenii unui model neliniar care permite estimarea stoechiometriei si a constantelor de
asociere ale complexului. Apoi, semnul benzilor dicroice induse, in corelatie cu
calculele TDDFT de polarizare a tranzitiilor electronice au fost folosite pentru a stabili

modul axial sau ecuatorial de includere a oaspetelui in cavitatea gazda.

5.1 Date experimentale

5.1.2 MATERIALE SI METODE

10,10-dioxid-fenoxatiina a fost achizitionatd de la Aldrich iar 2-acetil-10,10-dioxid-
fenoxatiina si 2-brommetil-10,10-dioxid-fenoxatiina au fost sintetizate dupa cum a fost
descris anterior [95]. B- si y-CyD au fost achizitionate de la Aldrich si 2-hidroxipropil-y-
CyD (2-HP-y-CyD) a fost un cadou de la Prof. Szejtli (CycloLab). Solutiile au fost
preparate folosind o solutie stoc de aproximativ 10 M derivat de fenoxatiini in
metanol:apd (1:9 v/v), la care au fost adaugate parti din solutia de CyD. Concentratia de
fenoxatiina a fost pastratd constantd. Spectrele de dicroism circular au fost inregistrate
la spectrometrul JASCO J-815-CD in urmatoarele conditii: Inm latimea de banda, timp

de raspuns de 8 s, viteza de scanare de 50 nm/min, numarul de acumulari 5.

13



5.1.3 REZULTATE SI DISCUTII
10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SQO,)
Spectrul de absorbtie electronica al Phx-SO; in apa este prezentat in Fig. 10.

0.5 217.29 nm
0.5+

0.4
254.92 nm

279.66 nm
/ 293.93 nm
%

240 280 320
A (nm)

0.3+

0.2+

0.1+

0.0 T T T T T 1
200 240 280 320

A (nm)
Fig. 10 Spectrul de absorbtie al Phx-SO, si deconvolutia acestuia (in insertie, spectrul

experimental in gri).

Phx-SO; prezinta in spectrul de absorbtie electronica o banda larga , nu foarte
intensd, in intervalul 290-270 nm si o a doua bandd foarte intensd, la 220 nm.
Deconvolutia spectrului UV (insertia A din Fig. 10), aratd ca prima banda este de fapt, o
suprapunere de trei benzi, cu maxime la 293.93, 279.66 si 254.92 nm.

Phx-SO; liberd in solutiec nu prezintd semnal dicroic. Cu toate acestea, in
prezenta B-, y- si 2-HP-y-CyD, a fost Inregistrat un semnal dicroic complex, generat de
confinarea ligandului in cavitatea CyD si de asimetria cavitatii i care atesta procesul de
incluziune. Ca un exemplu, spectrul ICD obtinut in prezenta B-CyD este prezentat in
Fig. 11. In cazul a-CyD, ciclodextrina cu cavitatea cea mai micd, semnalul ICD
inregistrat a fost foarte scazut si nu a fost considerat in continuare. Constantele de
asociere au fost estimate cu ajutorul unui model neliniar caracterizat prin ec. 16 [44].
Cele mai bune fitari obtinute pentru Phx-SO, sunt prezentate in Fig. 14 folosind
valorile experimentale de la 267 nm si 218 nm. Rezultatul atesta formarea de complecsi
1:1. Constantele de asociere obtinute pentru interactia Phx-SO; cu -, y- si 2-HP-y-CyD

sunt incluse in Tab. 3.

14



CD (mdeg)

200 240 280 320
A (nm)

Fig. 11 Spectrele ICD ale Phx-SO; in prezenta unei concentratii crescatoare a B-CyD: 1)

0,0 M; 2) 2,41x10* M; 3) 5,57x10* M; 4) 1,07x10° M; 5) 1,49x10° M; 6) 2,27x10° M;

7) 4,57x107 M. [Phx-SO,] = 4,15x10° M.
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Fig. 14 Cele mai bune fitari obtinute pentru complecsii de incluziune 1:1 ai Phx-SO, cu
v-CyD (=) si 2-HP-y-CyD (=) utilizdnd modelul neliniar (citiri experimentale la 267
nm). Insertie: cele mai bune fitari obtinute pentru complecsii 1:1 ai Phx-SO, cu f-CyD

(o) (citiri experimentale la 218 nm).
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Tab. 3 Constante de asociere (K) ale Phx-SO, cu B-, y- si 2-HP-y-CyD. R’-coeficient

de corelatie.

Phx-SO,
&b KM r

B 357 +28 0.991

% 223+ 17 0.993

2-HP-y 80 + 4 0.997

Datele din Tab. 3 arata ca, pentru fenoxatiinsulfona nesubstituitd, constanta de asociere

scade de la B-CyD la y- si 2-HP-y-CyD, ciclodextrinele cu cavitatea mai mare.

2-brommetil-10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SO,-CH,Br)

Spectrul de absorbtie electronica al Phx-SO,-CH,Br in apd aratd ca atat
substituentul cit si pozitia substituitd, perturba doar foarte putin sistemul electronic al
ciclului.

Ca si in cazul Phx-SO, nu avem semnal dicroic pentru compusul liber in solutie,
ca urmare a medierii rapide la zero a miscarii flip-flap a heterociclului. In cazul
compusului Phx-SO,-CH;Br, lipsa unui semnal dicroic reflectd de asemenea si rotatia
libera a gruparii CH,Br. Aceste observatii experimentale vor fi corelate cu calculele
teoretice. In prezenta B-, y- si 2-HP-y-CyD, a fost inregistrat un semnal dicroic
complex. Spectrele ICD obtinute in prezenta p-CyD sunt prezentate in Fig 16. In cazul
a-CyD, ciclodextrina cu cavitatea cea mai micd, semnalul ICD inregistrat a fost foarte
scazut si nu a fost considerat in continuare. Rezultatele atestd formarea de complecsi

1:1. Constantele de asociere sunt incluse in Tab. 4.
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Fig. 16 Spectrul ICD al Phx-SO,-CH;,Br in prezenta unei concentratii crescatoare a f3-
CyD: 1) 0,0 M; 2) 1,42x10* M; 3) 4,05x10* M; 4) 7,52x107 M; 5) 1,05x10™ M; 6)
5,26x107 M. [Phx-SO,-CH,Br] = 7,36x107° M.

Tab. 4 Constante de asociere (K) ale Phx-SO,-CH,Br cu B-, y- si 2-HP-y-CyD. R*-

coeficient de corelatie.

PhX—SOz—CHzBI‘

&P KM r
B 363 +25 0.994
y 113+5 0.996
2-HP-y 198 +26 0.987

Datele din Tab. 4 aratd urmatoarele aspecte. Constanta de asociere a Phx-SO,-CH,Br in
prezenta B-CyD este destul de asemanatoare cu cea a Phx-SO,, in timp ce o inversare a
tendintei valorilor au fost obtinute pentru celelalte doua ciclodextrine, adica o valoare

mai mare pentru interactia cu 2 -HP-y-CyD in comparatie cu cea cu y-CyD.
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2-acetil-10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SO,-COCH3)

Spectrul de dicroism al Phx-SO,-COCH3 1in prezenta unei concentratii
crescatoare de CyD este dat de 3-CyD in Fig. 20. La o crestere treptatd a concentratiei
B-CyD, sunt evidentiate doua benzi pozitive la 280 nm si 259-262 nm, ultima fiind mult
mai intensa. Benzile de dicroism au fost obtinute pentru toate cele trei CyD utilizate, dar
principalele caracteristici ale benzilor au fost oarecum diferite, reflectand probabil
efectul dimensiunii cavitatii hidrofobe a CyD. Spectrele ICD inregistrate pentru
concentratii similare ale celor trei CyD sunt prezentate in Fig. 21. Se poate observa ca,
in prezenta 2HP-B3-CyD, spectrul ICD se caracterizeaza prin doud benzi pozitive, ca si
in cazul B-CyD. Cu toate acestea, la aceeasi concentratie de CyD, intensitatile relative
ale acestor doud benzi sunt diferite. In prezenta 2HP-B-CyD doar banda de la 262 nm
are o intensitate semnificativi, cealaltd banda fiind observata doar ca un umr. in acelasi
timp, un semnal de intensitate foarte scazuta este evidentiat in jurul valorii de 300 nm.
O deconvolutie a spectrului de frecvente ICD (fig. 21, insertie), conduce la pozitiile

exacte ale celor trei benzi la 260 nm, 284 nm si 309 nm.

8- 259 nm

280 nm

> [p-CyD]

CD (mdeg)

-

240 260 280 300 320
A (nm)

Fig. 20 Spectrul ICD al Phx-SO,-COCHj; in prezenta unei concentratii crescatoare a [3-

CyD.
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Fig. 21 Benzile de dicroism circular ale Phx-SO,-COCHj in absenta (1) si in prezenta

unor concentratii egale ale CyD (2, 3, 4). Insertie: deconvolutia spectrelor ICD netezite

inregistrate in prezenta 2HP-B-CyD.

In cazul a-CyD, ambele benzi principale ICD sunt evidentiate, dar cu semn

negativ si intensitati relative diferite, banda de la 285 nm fiind cea mai intensa.

Constantele de legare K, pentru complecsii de incluziune cu - si 2HP-B-CyD,
enumerate in Tab. 5, au fost estimate utilizand modele de regresie liniara si neliniara

[43, 44, 100-104] pentru un complex cu stoechiometrie 1:1.

Tab. 5 Constantele de asociere ale Phx-SO,-COCH;, K (M™), obtinute prin fitarea

datelor experimentale cu ec. (15) si (16) si r coeficientul de corelare al fitarii.

CyD B-CyD 2HP-B-CyD

Model Ec. 15 Ec. 16 Ec. 15 Ec. 16
K 276.2 260.4 588.1 569.3
r 0.976 0.986 0.972 0.977

Constanta de legare pentru complexul de incluziune cu a-CyD nu a fost estimata
datoritd variatiei scazute a elipticitatii cu concentratia CyD si a incertitudinii privind

stoechiometria complexului.
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5.2 MODELAREA TEORETICA A LIGANZILOR LA NIVEL DFT.
SIMULAREA SPECTRULUI DE DICROISM INDUS PRIN METODA TDDFT

In acest subcapitol, se prezintd un studiu comparativ al celor trei derivati din clasa
fenoxatiinei, 10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SO,), derivatul 2-CH,Br substituit, 2-
brom-metil-10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SO,-CH;Br) si derivatul 2-COCH;
substituit 2-acetil-10,10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SO,-COCHj3), folosind ca metoda
modelarea teoreticd si simularea spectrelor de absorbtie si de dicroism circular la nivel

DFT si TDDFT.

Datele experimentale sunt rationalizate avand in vedere rezultatele TDDFT
pentru trei modele conformationale ale liganzilor: cele doud modele cu forma de
acoperis, concav (I) si convex (II), prezentate in Fig. 24 si una complet plana. in ceea ce
priveste substituentii CH,Br si COCHj3, calculele au fost efectuate variind unghiul t

(Fig. 24), in intervalul 0-360 grade, adicd presupunand rotatia completa a gruparii.

: :O
T
S, : ?‘R
7N
(@) (@)

R=H Phx-SO,
R:CHzBI' PhX—SOz—CHzBI‘
R= COCH3 PhX—SOz— COCH3

Fig. 24 Structura liganzilor; cele doua posibile conformatii in forma de acoperis ale
heterociclului, concava si convexa, sunt notate cu I si respectiv II; T reprezintd unghiul

de torsiune al gruparilor CH,Br si COCH3 in raport cu heterociclul.
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Polarizarea calculatd a tranzitiilor electronice in conexiune cu datele experimentale

permit stabilirea modului de includere a compusilor in cavitatea CyD.

5.2.2 REZULTATE SI DISCUTII
10,10-dioxid-fenoxatiina

Avand 1n vedere cele trei modele deja mentionate pentru structura heterociclului,
o estimare a barierei de energie de inversiune, a fost facuta ca diferenta dintre structura
complet plana si una in forma de acoperis.

Valorile obtinute (Tab. 7), au fost 0.53 kcal mol” cu ajutorul setului de bazi 6-
31G(d) si 0,11 keal mol™ folosind baza mai extinsd 6-311++G(d,p). Folosind ambele
seturi de baza, spectrele calculate ECD pentru conformatiile (modelele) in forma de
acoperis, prezintd unul fatd de celalalt relatia obiect-imagine in oglindd, cum se poate
observa in Fig. 25 pentru setul de baza 6-31G. Semnalele au intensitate scdzutd, cea mai
mare fiind in intervalul 220-230 nm, unde calculele O.M. prezic tranzitii care implica in

principal O.M. legate de ciclul fenilic.

Tab. 7 Energiile totale (ha) pentru conformatiile planara si concava ale Phx-SO; si

bariera de inversie, AE (kcal mol™).

Set Atomic de Energia (Ha) AE =E-Ey

Baza Conformatia I Conformatia planara (kcal mol™)
6-31G(d) -1085.8831888 -1085.8823479 0.53
6-311++G(d,p) | -1086.1061656 -1086.1059956 0.11

Desi conformatiile inghetate sunt chirale, valorile mici ale barierei de energie
intre cei doi enantiomeri sprijind observatia experimentald asupra achiralitatii
fenoxatiinsulfonei in solutie. Polarizarile tranzitiilor electronice I, II, IV si V sunt

prezentate 1n Fig. 26.
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Fig. 25 Spectrele ECD calculate (B3LYP/6-31G(d)) pentru conformatiile I si II ale
PhX-SOz.

Fig. 26 Directia momentelor de tranzitie pentru principalele tranzitii electronice ale

Phx-SO, (B3LYP/6-31G(d)); O — originea sistemului; I, II, IV, V — tranzitiile cu valoare

f semnificativa.

Compararea spectrelor electronice experimentale si teoretice, permite
urmatoarele remarci. Pozitiile celor doua benzi in regiunea de lungime de unda cea mai
lunga sunt prezise la valori usor mai scdzute decat cele experimentale, cea mai intensa
fiind calculata la 272 nm (set de bazd 6-31G (d)) si 280 nm (set de baza 6-311++G(d,p))

in loc de 290 nm. Intensitatile relative ale celorlalte doud grupe de benzi (225 nm vs 260

nm) sunt prezise corect.
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Prin corelarea semnelor benzilor dicroice induse cu directiile momentelor de
tranzitie, regulile Kodaka-Harata [41,42], reflectd includerea axiald a acestui ligand in
cavitatea CyD. Polarizarea primei tranzitii electronice (272 nm) este ortogonala la axa
moleculard lunga, in timp celelalte trei tranzitii (254, 226 si 221 nm, II, IV si V) sunt
polarizate de-a lungul axei moleculare majore, reprezentand secventa de semne -, +, +,

+ a semnalului ICD.

2-brommetil-10,10-dioxid-fenoxatiina

Acest compus, (Phx-SO,-CH,Br), prezintd doud elemente posibil chirale:
miscarea flip-flap a heterociclului in ansamblu si rotatia substituentului. Curba de
potential pentru calculul B3LYP/6-31G este prezentata in Fig. 28. Punctele minime de

energie au fost gasite la + 90 grade, la optimizarea totald valoarea fiind -92.7 grade.

Estimand bariera de energie ca diferenta dintre valorile la T = 180 grade si T = 90 grade,
vom obtine 3.33 kcal mol™. Folosind baza largitd de orbitali atomici, bariera de rotatie a
fost ceva mai mare, 3.92 kcal mol™ (Tab. 8). Curba de energie potentiali, in raport cu
unghiul de torsiune al substituentului in raport cu ciclul fenilic (t in Fig. 24) a fost

construita pentru valori fixe ale T (0 <t <360 grade, cu un pas de 30 de grade).
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Fig. 28 Curba de energie potentiald construitd in functie de unghiul de torsiune t al

gruparii CH,Br, avand 1n vedere conformatia I a heterociclului (B3LYP/6-31G (d)).
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Tab. 8 Energii totale (Ha) ale Phx-SO,-CH,Br pentru conformatiile utilizate pentru

estimarea barierei de rotatie a gruparii CH,Br, AE (kcal mol™).

Set Atomic de Energia (Ha) AE =E.=130-E+=90
Baza T=-90° T=-180° (kcal mol™)
6-31G(d) -3696.0036200 -3695.99830000 3.34
6-311++G(d,p) -3698.9793045 -3698.97305924 3.92

Putem presupune prin urmare ca, in absenta CyD, grupul se roteste liber, adica
are proprietati achirale. Valorile mici ale barierei de energie calculate pentru ambele
procese aratd cd, in solutie toate conformatiile sunt posibile, conferind moleculei
achiralitatea observatd. Cu toate acestea, am constatat sensibilitatea la pozitia atomului
de brom, in raport cu gruparea SO; si cu forma heterociclului. Reprezentarea spectrelor

ECD simulate pentru cei trei conformeri este data in Fig. 29.
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Fig. 29 Spectrele ECD calculate (B3LYP/6-31G(d)) pentru Phx-SO,-CH,Br; a, b, ¢ —
conformerii prezentati in Fig. 9, diferind prin pozitia gruparii CH,Br (conformatia I a

heterociclului); a’- enantiomer al lui a, conformatia II.
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Spectrul electronic calculat al Phx-SO,-CH,Br este similar cu cel al compusului
nesubstituit, sprijinind astfel observatia experimentald asupra usoarei influente produse
de substituent asupra sistemului global. Momentele de tranzitie ale principalelor tranzitii

pentru acesti conformeri sunt reprezentate in Fig. 31.

a b

Fig. 31 Directia momentelor de tranzitie pentru principalele tranzitii electronice ale
Phx-SO,-CH,Br (B3LYP/6-31G(d)), conformerii a si b; O - Originea sistemului; [-IX

tranzitiile cu valori f semnificative.

Pentru ambii conformeri, prima tranzitie, desi atribuitd la O.M. diferite, este
polarizati de-a lungul axei moleculare scurte. In ceea ce priveste celelalte tranzitii, cele
mai intense, sunt polarizate paralel cu axa moleculard lungd. Prin urmare, corelarea
regulilor Harata-Kodaka cu rezultatele TDDFT cu directiile momentelor de tranzitie
permite de a se considera ca cele doua molecule sunt incluse in cavitatile CyD intr-un

mod axial.
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2-acetil-10.10-dioxid-fenoxatiina

Tranzitiile electronice pentru Phx-SO,-COCHj; au fost calculate pentru mai multi
conformeri caracterizati prin valori t diferite. Astfel T a fost variat cu un pas de 30° in
intervalul 0° —180°. Spectrele experimental si cel calculat pentru conformatiile planare,

T = 0°si ortogonala, T = 90°, sunt prezentate in Fig. 32.
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Fig. 32 Spectrele de absorbtie experimental si calculat TDDFT (B3LYP/6-31G) ale
Phx-SO,-COCHj3: 1) experimental; 2) calculat, T = 0°; 3) calculat, T = 90°. Insertie:

spectrele experimentale in metanol (1) si etilen glicol (2).

Cateva rezultate relevante sunt enumerate in Tab.9, iar directiile momentelor de
tranzitie pentru cele mai intense (f > 0.0030) benzi electronice in gama 230-350 nm sunt

afisate 1n Fig. 33, pentru trei conformeri (t: 0°; 60°; 90°).

Compararea spectrelor in Fig. 32 conduce la urmdtoarele observatii. Desi
pozitiile estimate ale benzilor corespund intr-un mod satisfacdtor cu spectrul
experimental, largimea spectrului este mai mare decat in spectrul calculat, reflectand

probabil prezenta in solutie de conformeri diferiti.
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Tab. 9

Lungimi de unda (1), taria oscilatorului (f) si atribuire (2 = homo; | = lumo) a benzilor
de absorbtie electronice calculate la nivel B3LYP/6-31G, pentru conformerii

Phx-SO,-COCHj total planari, ==0° si 180° si ortogonal, T = 90°.

T 0°; 180° T 90°

E | —1238.5291566 Ha ; —1238.5294281Ha E —1238.51806 Ha
Nr A (nm) f Atribuire Nr A (nm) f Atribuire
1 324.99 0.0002 h-1—>1 1 286.43 0.0021 h-1—[+2
2 289.51 0.3448 h—>1 2 273.57 0.0569 h—>1

3 273.63 0.0230 h—>1+1 3 255.55 0.1169 h —>I1+1
4 250.07 0.0332 * 4 244 .37 0.0310 h-1—1

*Contributii ale mai mult decat doua tranzitii.

Fig. 33 Directii momentelor de tranzitie relevante (f> 0.0030) pentru benzile in
intervalul de 230-350 nm, pentru conformerii Phx-SO,-COCHj3: a) t = 0° b) 1 =90° ¢)
T = 60°; 0 reprezinta originea axelor moleculare, iar numerele corespund tranzitiilor in

Tab. 9.

Calculele DFT prezic ca fiind mult mai stabile conformatiile planare. O estimare

a barierei de rotatie considerand diferenta dintre energia pentru t = 90° (punctul maxim
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pe suprafata de energie potentiald, construitd in raport cu unghiul de torsiune t) si
energia pentru conformatia planara (t = 180°), valorile sunt 6.93 kcal/mol si 6.42
kcal/mol pentru functionalele B3LYP si PBE, respectiv. Analizind rezultatele pentru
cei doi conformeri limitd, planar si ortogonal (Tab. 9), se poate observa ca spectrul
calculat difera prin pozitiile si intensitdtile relative ale benzilor.

Examinand Fig. 33 se observd cd pentru conformerul planar, momentul
corespunzator tranzitiilor 2 si 4 (289.51 nm si 257 nm) sunt polarizate de-a lungul axei
moleculare lungi si tranzitia 3 este polarizata de-a lungul axei moleculare scurte.

O comparatie a spectrului experimental ICD in prezenta B-Cyd cu tranzitiile
electronice calculate pentru acesti doi conformeri arata ca un mod de includere paralela
(axiald) este sustinut de calcule.

Pentru 2HP-B-CyD putem si concluziondm ca astfel cavitatea acesteia permite
un mod de includere axial, dar determind de asemenea, o selectie a conformerilor
inclusi, conformerii cu t in jurul 60° fiind favorizati.

In cazul a-CyD, se observa aceleasi benzi de ICD, dar semnul este negativ.
Putem presupune, prin urmare, o pozitie ortogonald a liganzilor in raport cu axa

cavitatii. Aceasta corespunde mai bine unei stoechiometrii 1:2 ligand:a-CyD.

5.3 Modelarea teoretica a complecsilor de incluziune prin simularea de dinamica

moleculara.

Simularea de dinamicd moleculara a complexului 2:1 solvatat in apa, aratd
preponderent o structurd in care una din ciclodextrine se poate afla intr-o orientare

cvasi-ortogonala fatda de axa lunga a ligandului, Fig. 36.
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Fig. 36 Dispozitii preponderente ale ciclodextrinelor in complexul de incluziune

al Phx-SO,-COCHj; cu o-CyD intr-o traiectorie de 1000 ps (apa nu este aratata).

28



5.4 CONCLUZII

Rezultatele prezentate in acest capitol conduc la urmétoarele concluzii.
Constantele de legare pentru complecsii ciclodextrinelor cu unii compusi achirali, pot fi
estimate cu suficientd credibilitate folosind datele experimentale ICD ale liganzilor
pentru cazurile in care elipticitatile induse sunt suficient de mari, de pana la 8-10 mdeg.

Pentru liganzii Phx-SO; si Phx-SO,-CH,Br, analiza spectrelor experimentale
ICD arata ca stoechiometria complecsilor de incluziune pentru B-, y- si 2-HP-y-CyD a
fost 1:1 oaspete:gazda. Interactia mai mica cu a-CyD determind o chiralitate indusa
scazuta, facand dificila estimarea constantelor de asociere.

Substituentul afecteazd nesemnificativ spectrele ICD, pozitia benzilor,
alternanta de semne, fiind similare. Pentru ambii compusi, constantele de asociere mai

mari au fost obtinute in prezenta B-CyD.

Calculele teoretice efectuate au condus la doua rezultate principale. In primul
rand, estimarea barierelor de energie pentru cele doud procese, miscarea flip-flap a
heterociclului si rotatia gruparii CH,Br, bariere care explicd achiralitatea liganzilor
heterociclul si gruparea sulfona care prezinti o tirie de rotatie semnificativa. In al doilea
rand, liganzii alesi reprezintd un caz favorabil pentru testarea calculelor TDDFT in care
polarizarile tranzitiilor electronice sunt diferite si explica bine alternanta de semne in
spectrul experimental ICD. Directiile momentelor de tranzitie calculate, prezic un mod
de includere axiala in cavitatea CyD.

O comparatie a spectrului ICD experimental in prezenta B-CyD cu tranzitiile
electronice calculate pentru acesti doi conformeri aratd cd modul de includere paralel
(axial) este justificat de calcule. Pentru aceste conformatii, tranzitiile mai intense (2
pentru T = 0°; 3 pentru T = 90°) sunt polarizate de-a lungul axei moleculare lungi si
pozitiile lor sunt in acord cu benzile experimentale. Cu toate acestea, este dificil sd se
facd o predictie asupra conformerilor celor mai favorizati, dar intensitatea mare a
semnalului dicroic pozitiv la 280 nm, sugereazd o predominantd a conformerilor cvasi-

planari.
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Interactia 2HP-B-CyD cu Phx-SO,-CH,Br permite un mod de includere axial al
ligandului in cavitate, dar determind, de asemenea, o selectie a conformerilor inclusi,
conformerii cu t in jurul valorii de 60° fiind favorizati.

In cazul sistemelor Phx-SO:a-CyD si Phx-SO,-CH,Br:a-CyD, sunt observate
aceleasi benzi de ICD ca si in cazul celorlalte CyD, dar semnul este negativ. Putem
presupune, prin urmare, o pozitie ortogonala a liganzilor in raport cu axa cavitatii care

corespunde mai bine unei stoechiometrii 1:2 ligand:a-CyD.

In cazul interactiei Phx-SO,-COCH; cu CyD estimarea constantei de legare a
fost posibila pentru B- si 2HP-B-CyD, care formeaza complecsi 1:1 , dar nu si pentru o-
CyD. Constanta de legare pentru sistemul Phx-SO,-COCH;:B-CyD este in acord cu cea
obtinutd prin masuratori de fluorescentd (manuscris in pregatire). Corelarea regulilor
empirice Harata si Kodaka cu calcule TDDFT furnizeaza o explicatie rationalda pentru
diferentele dintre semnalele induse de B-CyD si 2HP-B-CyD, avand in vedere ca
asimetria produsd de procesul de incluziune este reprezentatd de torsiunea gruparii
acetil, in raport cu sistemul 7 al ciclului heteroaromatic si de includerea preferentiala de
conformeri diferiti, dependent de dimensiunea cavitatii. in cazul a-CyD, atét rezultatele
teoretice cit si cele experimentale sprijind formarea unui complex cu stoechiometria 1:2
Phx-SO,-COCH3;:a-CyD

Studiul din prezenta lucrare aratd ca spectroscopia de dicroism circular
reprezintd un instrument fiabil si util pentru studierea complecsilor de incluziune ai
CyD. Analiza semnalelor de ICD, in prezenta CyD, permite estimarea constantelor de
asociere si ofera informatii cu privire la modul de includere in cavitate. Informatiile
structurale obtinute prin corelarea datelor experimentale ICD cu date TDDFT sunt un
punct de plecare in modelarea complecsilor supramoleculari ligand-ciclodextrina.

Simularea de dinamicd moleculard evidentiaza o structurd a complexului de
incluziune 2:1 CyD:ligand, in care una din ciclodextrine se afla intr-o pozitie cvasi-
ortogonald fata de axa lunga a ligandului, ceea ce poate fi o explicatie a spectrelor ICD

ale complecsilor de incluziune ai a-CyD, in care apar benzi dicroice cu semn negativ.

30



Capitolul 6

STUDIUL INTERACTIEI LIGAND-CICLODEXTRINE PRIN TITRARE
CALORIMETRICA IZOTERMA

In cadrul acestui capitol sunt prezentate, rezultatele studiului prin titrare calorimetrica

izoterma a interactiei o-, B-, Y-ciclodextrinelor cu o serie de liganzi.

10.10-dioxid-fenoxatiina (Phx-SQ,)

Pentru interactia Phx-SO; cu a-, -, Y-CyD fitarea datelor experimentale s-a facut

cu fixarea parametrului stoechiometric n. Rezultatele obtinute sunt redate in Tab. 11.

Tab. 11 Parametrii termodinamici ai interactiei FxSO; cu a-, B-, y-CyD la 25°C.

K AH AS AG
™M™ (cal-mol™) | (cal-mol™-grad™) (cal-mol™)

*

CyD n

a 1 371424.9 | -4578+230.3 -3.59+0.78 -3502.78+39.73

§ 1 357+24.1 | -4708+240.2 -4.11+0.81 -3480.0+£39.96

Y 1 250+20.6 | -3215+219.3 0.189+0.75 -3269.07+48.78

* . . . -
stoechiometrie impusa.

Variatia parametrilor termodinamici a indicat ca procesul de incluziune decurge spontan
(AG <0), fiind insotit de eliberare de caldura (AH <0) si scaderea entropiei (AS <0).
Fortele de legare a Phx-SO; cu a- si B-CyD au, conform parametrilor termodinamici
(AH <0, AS <0 si AG <0), ca principale contributii legaturile de hidrogen si van'der
Waals. Scaderea de entropie poate fi datd de schimbari conformationale si de
confinarea ligandului in cavitatea CyD. Constantele de legare scad de la o- la - si y-
CyD. Pentru y-CyD procesul de legare a Phx-SO, decurge cu o variatie mai micd de
entalpie decat in cazul celorlalte doud CyD, iar variatia de entropie este foarte mica si

pozitiva, reflectdnd astfel interactia Phx-SO,, cu cavitatea mai mare a y-CyD.
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Atenololul (ATE)

Interactia ATE cu a-, B-, y-CyD a fost studiata la temperatura de 25°C, atat
pentru solutii in apa purd cat si in solutii tampon de pH 4.5, 7.4 si 10. In Fig. 40 este

redata fitarea datelor experimentale pentru titrarea B-CD cu ATE in apa pura.

-0.10j 1 Model: OneSites
Chi"2/DoF = 2.324
N 1.01 £ 0.119 Sites
0151 1l Kk 3s2:284m?

1 1 AH -1161 + 171.4 cal/mol
= AS 7.75 cal/mol/deg
g ] |
2 -0.20 4
£ ] J |
° o
g 1 ‘/

3 -0.25- / 4
2 1 ]
"
-0.30 y ]
/
-0.35 ]
T T

0.0 ' OTS ' 1TO ' lj5 ' 2TO ' 2.5 ' 3.0
Raport Molar ATE/B-CD
Fig. 40 Termograma titrarii unei solutii 1.122x10~ M B-CD cu o solutie 20.38x10° M

ATE 1in apa pura si fitarea datelor experimentale pentru un model de legare

la un singur set de situsuri independente.

Masuratorile in solutiile tampon de pH au avut ca scop evidentierea interactiei
diverselor specii ale atenololului cu CyD.

Variatia marimilor termodinamice cu pH-ul solutiei aratd influenta mediului
asupra speciei participante majoritar la interactie. Considerdnd valoarea pKa=9 a
atenololului, se poate presupune ca la pH=10 specia activa in solutie este cea
deprotonatd. Rezultatele fitarilor obtinute pentru titrarile calorimetrice atenolol:B-CyD
efectuate in apa si in solutii tampon cu valori pH= 4.5, 7 si 10, sunt date in Tab. 12.
Efectul termic al interactiei Y-CD cu ATE in apa purd a fost prea mic si nu a putut fi
analizat. Pentru titrérile a- si y-CyD cu ATE in solutii la pH=10, nu s-a putut evidentia

un efect termic al interactiei ATE cu CyD.
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Tab. 12 Valorile parametrilor de legare pentru atenolol:3-CyD 1in diferite medii apoase

obtinute prin fitarea datelor experimentale.

apa pura pH=4.5 pH=7.4 pH=10
n 1.01£0.11 1* 1.47+0.28 1*

K MM 352+28.4 222+425.9 263+44.5 294+11.6
AH (cal/mol) | -1161+171.4 | -745.2459.69 | -824,5£213.2 | -840.7+18.4
AS 7.75 8.24 8.31 8.48

(cal/mol/deg)

*parametru impus

3-carboxi-5,6-benzocumarina (BzCum)

Pentru interactia BzZCum cu B-CyD, fitarea datelor experimentale este prezentata
in Fig. 44, in care este redata si fitarea realizatd pentru modelul de legare secventiala la

doua situsuri independente.

-0.04 1 . . . . . . .

Model: OneSites
Chi*2/DoF = 1.835
N =2.14 +0.158 Sites

K =684+119 Mt
AH =-243.7 + 31.89 cal/mol
AS =12.2 cal/mol/deg

-0.06

-0.08 - / ]
] " ] Model: Sequential Binding Sites
/ A Chi"2/DoF = 2.594

KL = 553E3+3.1E2M "
AH1 =-148.1 * 2.22 cal/mol
AS1 = 16.6 cal/mol/deg

K2 = 256+18 Mt
AH2 = -514.6 + 27.9 cal/mol
AS2 = 9.30 cal/mol/deg

KCal/Mole of Injectant

-0.09 ]
-0.10

-0.11

\
.
\
1
Il

0124 ]

Raport Molar 3CD/BzCum

Fig. 44 Datele experimentale ale titrarii unei solutii 0.7055x10° M BzCum cu o
solutie 1.59x10 M B-CD si fitarea datelor experimentale pentru interactia B-CyD cu

BzCum pentru cele doud modele de legare.
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6.4 CONCLUZII

Pentru interactia FxSO2 cu a-, B- si Y-CyD constantele de legare obtinute au
variat de la 371+24.9 M pentru ciclodextrina mai mica, la 250+20.6 M™ pentru

ciclodextrina mai mare.

Deoarece constantele de legare a Phx-SO, cu - si Y-CyD au fost determinate si
prin masuratori de dicroism circular indus, putem constata cd pentru sistemul Phx-
SO,:B-CyD constantele obtinute coincid, avand valoarea 357+24.1 M. Pentru sistemul
Phx-SO,:y-CyD constanta de legare obtinutd prin dicroism circular a fost de 223+17 M’
! fata de 250+20.6 M, cea obtinuta calorimetric.

In interactia ATE cu a-, - si y-CyD sau obtinut date fiabile doar pentru

interactia cu B-CyD. Rezultatele fitdrilor obtinute pentru titrarile calorimetrice 3-CyD-
atenolol efectuate 1n apa si n solutii tampon cu valori de pH = 4.5, 7 si 10 au aratat o
stoechiometrie 1:1 pentru masuratorile efectuate in apa si 1,4:1 la pH=7.4, valoarea lui n
fiind obtinuta prin fitare liberd. In celelalte medii, datele obtinute sunt mai putin clare.
Impunand stoechimetria 1:1 pentru complexul de incluziune, rezultatele experimentale
au putut fi fitate cu parametri statistici convenabili, dar prin fitarea liberd a
stoechiometriei rezultatele nu au fost acceptabile. Constantele de legare au fost, de la
cea mai mica, 2224259 M la pH=4.5, 1a 352+28.4 M, cea mai mare, in apa pura.

In cazul interactiei BzCum cu CyD, datele de titrare calorimetrica releva o
stoechiometrie de 2:1 B-CyD:BzCum in modelul de fitare OneSites, obtinandu-se o
constanta de afinitate K=684+119 M. Pentru fitarea datelor experimentale, modelul
legarii secventiale la doua situsuri independente ar putea fi mai plauzibil, deoarece cele
doua capete ale BzZCum ce intra fiecare in cite o B-CyD, nu sunt indentice si ca urmare
este mai firesc de a avea doua valori ale constantelor de legare ce ar ilustra aceasta
diferentd intre gruparile BzZCum incluse in fiecare f-CyD si in plus interactia intre cele
doua ciclodextrine in complex.

Pentru interactia BzZCum cu y-CyD a rezultat o stoechiometrie N=0,298+0,01

ceea ce inseamnd ca un numar de 3 molecule de BzCum interactioneazd cu y-CyD, in
cadrul fie a unui complex de incluziune fie a unui complex mixt de incluziune si
neincluziune. Parametrii termodinamici ai interactiei aratd o constantd de afinitate K =
3.86E3+151 M si variatiile de entalpie si entropie AH= -8255+339.7 cal/mol si AS=-
11.3 cal/mol/deg.
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Capitolul 7

STUDIUL INTERACTIEI LIGAND-ALBUMINA PRIN TITRARE
CALORIMETRICA IZOTERMA

In cadrul acestui capitol este prezentat, studiul prin titrare calorimetrica izoterma

a interactiei unor derivati carboxilici ai cumarinei cu albumina sericd umana.

7.2 MATERIALE SI METODE

Albumina sericd umand a fost obtinutd de la Sigma Chemical (St Louis, MO,
S.U.A). Compusii 3-carboxi-5,6-benzocumarina si 3-carboxi-7-metoxicumarina au fost

procurati de la ABCR (Germania).

Substantele au fost utilizate fara purificare suplimentard. Solutiile au fost
preparate prin cantdrire. Solutia stoc de tampon fosfat pH 7,4 a fost preparata cu apa
distilatd si deionizata. Solutiile de BzCum si MtCum au fost preparate in solutie

tampon fosfat pH 7,4.
7.3 REZULTATE SI DISCUTII
3-carboxi-5,6-benzocumarina (BzCum)
Termogramele pentru interactia BzCum cu HSA, obtinute prin titrare

calorimetrica secventiald si titrare calorimetricd continud, la temperatura de 25°C, sunt

prezentate Fig. 45.
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Fig. 45 A) Puterea diferentiala (pcal/sec) in functie de timp pentru titrarea HSA cu
BzCum la 25°C in tampon pH 7,4 fosfat, indicdnd raspunsul calorimetrului la: I)
injectarea succesiva a ligandului in celula de reactie; II) injectarea continua a ligandului
in celula de reactie. B) Céldura integrald a picurilor din panoul (A) pe mol de injectant
versus raportul molar injectant/HSA. Linia continud reprezintd fitarea celor mai mici

patrate a datelor experimentale pentru modelul cu doua seturi de situsuri independente.

Cele mai bune fitari ale datelor experimentale pentru cele trei temperaturi,
prezentate in Tab. 13 si 14, au fost obtinute pentru modelul de legare la doua seturi de
situsuri independente (TwoSites), model implementat in software-ul Origin pentru [TC

[105].
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Tab. 13 Parametrii termodinamici pentru legarea BzCum la HSA din datele ITC

secvential.
Temp ny K AH, AS; AG, AC,,
°C Sites ) (cal'mol™) | (cal'mol”-grad™) (cal'mol™) (cal'mol-grad™)
15 |0,824+0,02 | 2,54E6+5,15E5 | -6890+231 5,39+0,89 -8438,74+116,01
25 10,84+0,02 | 1,55E6+3,44E5 | -7383+299 3,56+1,09 -8439,17+131,4 -89,7+23,3
35 [0,85+0,04 | 5,25E5+9,63E4 | -8684+337 -2,01£1,15 -8059,74+112,24
Temp ny K, AH, AS, AG, ACy,
°C Sites ™M™ (cal'mol™) | (cal'mol-grad™) (cal-mol™) (cal'mol-grad™)
15 | 2,44+0,07 | 9,97E4+8,56E3 | -3609+231 10,3+0,81 -6586,07+49,12
25 | 2,67+0,13 | 5,87E4+5,88E3 | -4125+376 7,98+1,27 -6501+59,3 -153,4+58,7
35 2,28+0,2 | 2,80E4+2,35E3 | -6676+£966 -1,3243,13 -6266,07+51,35

Tab. 14 Parametrii termodinamici pentru legarea BzCum la HSA din datele ITC

continuu.

Temp n K AH, AS; AG, AC,
°C Sites ™ (cal'mol™) | (cal-mol™-grad™) (cal'mol™) (cal'mol-grad™)
15 ] 0,90+£0,01 | 2,38E6+2,12E5 | -6456+114 6,78+0,43 -8401,51+50,96
25 | 0,76+0,02 | 1,59E6+4,14E4 | -7028+306 4,80+1,03 -8454,25+15,41 -104,8+£27,5
35 1,08+0,01 | 7,19E5+4,00E4 | -8552+96,4 -0,95+0,33 -8252,17+34,04

Temp 7y K AH, AS, AG, AC,,
°C Sites 1Y) (cal'mol™) | (cal'mol-grad™) (cal'mol™) (cal'mol-grad™)
15 2,15+0,04 | 8,03E4+3,38E3 | -3414+130 10,6+0,46 -6462,24+24,08
25 2,47+0,11 | 6,04E4+521E3 | -4410+367 7,08+1,24 -6517,9+£51,07 -161,15+35,5
35 2,34+0,09 | 2,80E4+1,16E3 | -6637+413 -1,19+1,34 -6266,07+25,35

Valorile AH<0 si AS> 0 la 15°C si 25°C, aratd ca atat entalpia cat si entropia

contribuie favorabil la energia liberda de legare astfel incat, interactia este condusa

entalpic si entropic. Fortele de legare a BzCum la HSA au, conform parametrilor

termodinamici (AH <0, AS> 0 si AG<0) ca principale contributii legaturile de hidrogen

si van'der Waals si forta hidrofoba.

Energia liberd de legare prezintd fenomenul de compensare intre contributiile

entalpiei si entropiei cu cresterea temperaturii. Entropia scade cu temperatura, dar

efectul este compensat de entalpia de legare (Fig. 47), relatia liniara entalpie-entropie

indicand participarea apei in procesele de legare ligand-proteine [107].
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AH (kcal-mol™)

B 25°C

AS (cal-mol™.grad™)

Fig. 47 Relatia liniard entalpie-entropie (valorile din Tab. 14, impreuna cu erorile)

pentru: A. situsurile cu afinitate joasa si B. situsul cu afinitate inalta.

Entalpia dominant negativa poate sugera ca existd un numar mare de contacte
favorabile, prin legaturi de hidrogen fie intre ligand si proteind si/sau intre apa de
solvatare eliberata dintre interfetele hidrofobe si apa in solutie.

ACp<0, de obicei este corelatda cu suprapunerea suprafetelor hidrofobe. Un ACp
negativ inseamna ca la cresterea temperaturii, forta termodinamica motrice neta pentru

asociere se va deplasa de la entropica la entalpica [108].
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3-carboxi-7-metoxicumarina (MtCum)

Pentru interactia MtCum cu HSA la 15, 25 si 35°C, rezultatele sunt prezentate in

Tab. 15.

Tab. 15 Parametrii termodinamici pentru legarea MtCum la HSA din datele ITC la

temperaturile 15, 25 si 35°C, pentru un model de legare secventiala la trei situsuri.

Temp Situsul Kl AHI AS] AG] AC;[
°C Nr. 1Y) (cal'mol™) (cal'mol™-grad™) (cal'mol™) (cal'mol”-grad™)
15 1 3,35E4+3,6E3 | -1,672E4+1,22E3 -37,3+4,23 -5962,01+61,49
25 1 4,49E4+6,1E3 | -1,458E4+1,22E3 -27,644,1 -6342,32+80,43 162,5+29,7
35 1 4,92E4+1,8E3 -1,347E44326 -22,3+1,06 -6611,01+£22,38

Temp Situsul K2 AHz ASZ AGQ AC, 2
°C Nr. V) (cal'mol™) (cal'mol™”-grad™) (cal'mol™) (cal'mol”-grad™)
15 2 4,88E4+2,9E3 | 1,860E4+1,79E3 86,0£6,21 -6177,26+34,0
25 2 2,90E4+4,4E3 | 1,711E4+1,83E3 77,8+6,14 -6083,51+89,83 407+148,95
35 2 2,87E4+1,7E3 1,046E4+539 54,3£1,75 -6281,18+36,24

Temp Situsul K3 AH3 ASg, AGg, AC(,3
°C Nr. ™™ (cal-mol ™) (cal-mol™-grad™) (cal'mol™) (cal'mol”-grad™)
15 3 6,34E4+5,0E3 -1,136E4+695 -17,442.41 -6327,03+45,12
25 3 4,79E4+3,6E3 | -1,51E4+1,03E3 -29,5+3,46 -6380,62+71,69 -206,5+96,7
35 3 1,66E4+8,5E2 -1,549E4+284 -31,0+0,92 -5946,16+31,33

7.4 CONCLUZII

Afinitatea de legare a acizilor 3-carboxi-5,6-benzocumarinic (BzCum) si 3-
carboxi-7-metoxicumarinic (MtCum) la albumina sericd umana (HSA), a fost
investigata la pH 7,4 in solutie tampon fosfat, prin titrare calorimetrica izoterma la mai
multe temperaturi. Legarea BzCum a fost studiatd utilizand atat metoda de titrare
secventiala cat si metoda titrdrii continue. Din fitarea datelor ITC, a rezultat cda BzCum
se leagd la HSA la doua clase de situsuri independente. Prima clasd contine un singur
situs cu afinitate mare de legare, caracterizat printr-o constanta de legare de aproximativ
1,5x10° M la 25°C. Clasa a doua se caracterizeaza prin cel putin doud situsuri cu o
constantd de legare de aproximativ 5,8x10* M. Legarea a fost un proces exoterm,
caracterizat printr-o variatie de entalpie de aproximativ -7 Kcal-mol pentru situsul cu
afinitate mare si de -4 Kcal-mol™ pentru situsurile cu afinitate mai mica. Variatiile de
entalpie si entropie au scazut cu temperatura, astfel incat, interactia a fost entalpic si

entropic determinatd la 15 si 25°C si a devenit in Intregime entalpic determinata la
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35°C. ACp a fost mai mic pentru situsul cu afinitate mare si negativ pentru ambele
seturi de situri.

Pentru legarea MtCum la HSA cele mai bune fitari ale datelor experimentale au
fost pentru un model de legare secventiald la trei situsuri independente. Afinitatile de
legare ale MtCum la HSA sunt de ordinul celor pentru legarea BzCum la HSA Ia
situsurile cu afinitate mica. Astfel la 25°C constantele de legare la cele trei situsuri au
valorile 4,95x10%, 2,51x10* si 3,41x10* M la cele trei situsuri, respectiv. Legarea a fost
un proces exoterm, caracterizat printr-o variatie de entalpie de aproximativ -18 si -16
Kcal-mol™ pentru primul si al treilea situs respectiv. Pentru cel de al doilea situs legarea
a fost un proces endoterm, caracterizat printr-o variatie de entalpie de aproximativ 18
Kcal-mol ™. Variatia de entropie a fost de -41,4 si -34,3 cal-mol™- grad” pentru primul si
al treilea situs si de 83,3 cal-mol™-grad pentru al doilea situs. Interactia a fost entalpic
determinatd pentru primul si al treilea situs si determinatd in intregime entropic pentru
al doilea situs. Variatia de capacitate calorica a fost pozitiva pentru primul si al doilea

situs si negativa pentru cel de al treilea situs.

CONCLUZII GENERALE

Teza elaboratd a cuprins studiul interactiilor moleculare in mai multe sisteme
supramoleculare de tipul ligand-ciclodextrind si ligand-albumind sericd umana, scopul
fiind estimarea parametrilor termodinamici (stoechiometria, afinitatea de legare,
entalpia si entropia) si structurali (modul de incluzie in ciclodextrine si modificarile
conformationale in urma procesului de legare). Metodele folosite au fost titrarea
calorimetricd izotermad si spectroscopia de dicroism circular, iar liganzii au fost alesi
astfel incat sa apartind unor clase diferite structural si anume derivati de cumarina,
derivati de fenoxatiind si un medicament cardiovascular, atenololul, moleculd cu o

flexibilitate deosebita.

Dezvoltarea obiectivelor propuse pentru aceastd teza de doctorat a condus la
elaborarea mai multor concluzii referitoare la fiecare sistem studiat in parte, concluzii
analizate la sfarsitul capitolelor respective. Urmarirea in ansamblu a rezultatelor

obtinute a permis stabilirea urmatoarelor concluzii generale:
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Cele doud metode folosite, metoda calorimetricd (titrarea calorimetrica
izoterma) si metoda spectralad (spectroscopia de dicroism circular indus) prezinta
un caracter total diferit si de aceea, pot conduce in unele cazuri la rezultate
diferite.

Astfel, diferenta principald dintre cele doud metode consta in faptul cd metoda
calorimetrica investigheaza un efect termic global, al tuturor proceselor ce au loc
in sistem, in momentul interactiei ligand-macromoleculd, in timp ce metoda
spectrald aleasd, bazatd pe inregistrarea spectrului de dicroism circular indus,
reflectd numai efectul exercitat de inconjurarea macromoleculei asupra
ligandului aflat in situsul de afinitate maxima al proteinei sau in cavitatea
asimetrica a ciclodextrinelor. Privite prin aceasta prisma, rezultatele pot fi
vazute ca fiind complementare. Desi unele sistemele din cadrul tezei, au fost
abordate prin ambele metode, din cauza efectului termic foarte mic inregistrat
pentru unele dintre acestea, nu s-a reusit a se reda o imagine comparativa legata
de abordarea acestor sisteme prin cele doud metode. In cazul interactiei FxSO,
cu B- si y-CyD, care a putut fi studiatd prin ambele metode, rezultatele obtinute
au fost similare 1n ceea ce priveste stoechiometria si constanta de legare.
Cuplarea metodelor teoretice (DFT, TDDFT) cu analiza spectrelor
experimentale de dicroism circular indus in cazul sistemelor liganzi—
ciclodextrind a permis obtinerea de informatii asupra structurii complexului
format, asupra modului de incluziune in cavitatea ciclodextrinei si, totodata, a
evidentiat elementul structural care conferd chiralitate ligandului aflat intr-un
mediu asimetric sau in care miscarile intramoleculare sunt restrictionate.
Corelarea rezultatelor mai multor metode experimentale si teoretice cu caracter
diferit si care, deaceea, inregistreaza aspecte diferite ale interactiilor moleculare
conduce la o imagine mai completd a sistemului supramolecular, ligand-
ciclodextrina si ligand-proteind si este esentiald pentru o mai buna intelegere a

mecanismelor moleculare ale interactiilor medicament—receptor.
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