W,

\/\ . D, 3{///

UNIVERSIDAD DE GRANADA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA INORGANICA

Hilos moleculares basados en hibridos de

oligonucleotidos y metales de transicion

TESIS DOCTORAL

CoN MENCION EUROPEA

Noelia de la Luz Santamaria Diaz

Granada, abril de 2016



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autora: Noelia de la Luz Santamaria Diaz

ISBN: 978-84-9125-957-2

URI: http://hdl.handle.net/10481/44063


http://hdl.handle.net/10481/44063

Hilos moleculares basados en hibridos de

oligonucleotidos y metales de transicion

Memoria de Tesis Doctoral presentada por

D2. Noelia de la Luz Santamaria Diaz para aspirar al grado de Doctor por la Universidad de Granada.

Granada, 29 de abril de 2016

Fdo. Noelia de la Luz

LOS DIRECTORES DE LA TESIS

DI Miiguel Angel Galindo Cuesta
Investigador --Reincorporacién de Doctores en

Quimica Inorganica de la Universidad de Granada

~J0an Manuel Salas Peregrin
Catedratico de Quimica Inorgénica
de la Universidad de Granada






La doctoranda Noelia de la Luz Santamaria Diaz y los directores de la tesis Dr. Juan Manuel
Salas Peregrin y el Dr. Miguel Angel Galindo Cuesta, garantizamos, al firmar esta tesis
doctoral, que el trabajo ha sido realizado por la doctoranda bajo la direccién de los directores
de la tesis y hasta donde nuestro conocimiento alcanza, en la realizacién del trabajo, se han
respetado los derechos de otros autores a ser citados, cuando se han utilizado sus resultados

o publicaciones.

Granada, 29 de abril de 2016

La Doctoranda,

Los Directores de la Tesis,

Dr. Juan Manuel Salas Peregrin Dr. Miguel Angel Galindo Cuesta
Catedratico de Quimica Inorgdnica Investigador - Reincorporacion de Doctores en
de la Universidad de Granada Quimica Inorganica de la Universidad de Granada






A los que anhelo.
A los que vivo.

A los que espero.

How these papers have been placed in sequence will be made manifest in the reading of them.
All needless matters have been eliminated, so that a history almost at variance with the
possibilities of later-day belief may stand forth as simple fact. There is throughout no
statement of past things wherein memory may err, for all the records chosen are exactly
contemporary, given from the standpoints and within range of knowledge of those who made

them.

Bram Stoker, Dracula.
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Resumen (Abstract)

EI reto cientifico-tecnoldgico que plantea esta tesis doctoral consiste en

desarrollar metodologias eficientes para conferir propiedades de interés tecnoldgico
a los oligonucledtidos, con el fin de obtener nanomateriales con propiedades a la
carta. En concreto, esta tesis persigue disefiar, sintetizar, caracterizar
estructuralmente y estudiar las propiedades conductoras de nuevos hilos
moleculares, basados en sistemas hibridos metal-ADN, obtenidos mediante procesos
de auto-ensamblaje entre oligonucledtidos y compuestos de coordinacion
previamente disefiados o mediante la formacion de oligonucledtidos que contengan
iones de Ag(l) intercalados entre dobles la hebra de ADN, es decir, a través de la

formacion de pares de bases mediados por iones de Ag(l).

Estos objetivos se pretenden conseguir mediante el desarrollo de dos

metodologias;

i) Mediante procesos de auto-asociacién entre de los complejos
metdlicos, previamente programados, y moléculas de ADN de cadena

simple.

i) Mediante el empleo de oligonucleétidos que contengan la nucleobase
artificial 7-deaza-adenina en su secuencia de bases, con objeto de

formar pares de bases mediadas por enlaces de coordinacion.
iii) Estudios de conductividad de los sistemas hibridos metal-ADN

A continuacion se resumen los resultados obtenidos mediante el desarrollo y
empleo de ambas estrategias. Finalmente, se resumiran los resultados obtenidos en
el estudio de las propiedades conductoras de los hibridos metal-ADN obtenidos a

partir de la formacidn de pares de bases mediados por iones de Ag(l).
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Hilos moleculares basados en hibridos de oligonucleétidos y metales de transicién

1. Procesos de auto-asociacidon entre complejos metalicos y moléculas de ADN

de cadena simple

Para este estudio se ha llevado a cabo, en primer lugar, el disefio y la sintesis de
diferentes moléculas orgdnicas que puedan actuar como ligandos y formar
complejos metdlicos, los cuales interactuaran posteriormente con las nucleobases o

las hebras de oligonucledtidos.

Los ligandos organicos estudiados en este trabajo de tesis tienen las siguientes

caracteristicas en comun:

i)  Son moléculas aromaticas-planos capaces de dar lugar a interacciones
de apilamiento -1t

ii) Son capaces de formar enlaces de hidrégeno cooperativos con los
grupos amino y/o carbonilo complementarios presentes en las
nucleobases

iii) Son capaces de coordinarse a iones metalicos sin deterioro de las
caracteristicas anteriormente expuestas

iv) Son portadores de grupos susceptibles de ser funcionalizados con
objeto de introducir nuevas propiedades fisico-quimico en estos

sistemas y sin poner en peligro las caracteristicas anteriores.

Con estos objetivos se han sintetizado tres tipos de ligandos, clasificados de
acuerdo a los grupos portadores capaces de formar enlaces de hidrégeno con las

nucleobases:

a) Ligandos hidroxo-hidroxo, que contienen grupos hidroxilo y/o
carboxilo capaces de formar enlaces de hidréogeno con los grupos
amino de las nucleobases (adenina y 7-deaza-adenina)

b) Ligandos de tipo hidroxo-amino, portadores de grupos carboxilo y
amino, capaces de formar enlaces de hidrégeno con los grupos
carbonilo y amino de las nucleobases (guanina, 7-deaza-guanina y

citosina)
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c) Ligandos de tipo amino-amino, poseedores de grupos amino capaces
de formar enlaces de hidrégeno con los grupos carbonilo de las

nucleobase timina.

Posteriormente, se llevd a cabo una seleccién de los ligandos organicos mas
apropiados para obtener complejos metalicos primarios mediante su reaccidon con
iones de Pd(Il), Pt(ll) y/o Cu(ll). La eleccion de iones metalicos, tales como Pd(Il) o
Pt(ll) se a la gran tendencia que tienen estos iones para dar complejos con geometria
plano-cuadrada, la alta afinidad de estos metales por atomo de nitrégeno donadores
localizados en posiciones especificas de las bases nitrogenadas, la robustez de los
enlaces de coordinacidn formados y al control de su reactividad a través del uso de
ciertos grupos de coordinacién al idn metalico. Sin embargo, se han sintetizado
también complejos con Cu(ll), cuyos enlaces de coordinacién son mas labiles, su
cinética de reaccidn es mas rapida y ademads permite entornos de coordinacidn mas

variados.

A continuacion se llevaron a cabo estudios de interaccion entre complejos
primarios de Pd(Il), Pt(ll) y Cu(ll), seleccionados por sus propiedades, y las
nucleobases modelos 1-metilcitosina (mC), 9-metil-7-deaza-adenina (mdA), 9-propil-
7-deaza-adenina (pdA), 9-propil-guanina (pG), 9-propil-7-deaza-guanina (pdG) y/o 1-

etil-timina (eT).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la coordinacidn de los complejos
primarios cheldPd, 2Pd y cheldPt (derivados de ligandos de tipo hidroxo-hidroxo)
con las nucleobases modelo 1-metilcitosina (mC), 9-metil-7-deaza-adenina (mdA) y
9-propil-7-deaza-adenina (pdA), sin que se hayan obtenido complejos con las
nucleobases 9-propil-guanina (pG) o 1-etil-timina (eT), debido en ambos casos, a la
repulsion entre los grupos carbonilo de estas nucleobases y los grupos hidroxo de los

complejos, junto con la necesidad de desprotonacion de las mismas.

Las interacciones del complejo cheldPd y cheldPt con las diferentes
nucleobases han sido estudiadas tanto en fase sdlida (IR y DRX, en aquellos casos en
los que se obtuvieron cristales adecuados del complejo) como en disolucidn (lH—

RMN, HRMS, UV-visible). En el caso del complejo 2Pd estos estudios sélo pudieron
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ser llevados a cabo en disolucion (*H-RMN, HRMS) debido a la dificultad para aislar

dicho complejo en fase sdlida.

El analisis estructural mediante DRX de los complejos cheldPd_mC vy
cheldPd_pdA permitié determinar que sélo la interaccion complejo-nucleobase para
el complejo cheldPd_pdA tiene lugar de forma casi coplanar (1.62°), interaccién que
se ve estabilizada por la formacién de un enlace de hidrégeno intramolecular entre
el grupo amino exociclico de la nucleobase pdA y uno de los grupo carboxilato del
complejo cheldPd. Este efecto también tiene lugar en el complejo cheldPt_pdA,
isoestructural a su analogo de Pd(ll), presenta un angulo diedro de 1.49°. Sin
embargo, en el caso del complejo cheldPd_mC, la interaccion complejo-nucleobase
ocurre de forma casi perpendicular (74.96°) sin que lleguen a formarse enlaces de

hidrégeno complejo-nucleobase.

De esta manera, y gracias a los estudios de DRX, se han puesto en evidencia la
formacion de enlaces de hidrégeno de tipo Watson-Crick entre los grupos
carboxilato de los complejos cheldPd, cheldPt y el grupo amino de la nucleobase 7-
deaza-adenina. Igualmente, ha sido posible estudiar la repulsidon originada por los

grupos carboxilato de estos complejos y el grupo carbonilo de la 1-metil-citosina.

Los estudios de interaccion complejos primarios de Cu(ll) con nucleobases solo
se realizaron para el complejo 1Cu (derivado de ligando hidroxo-hidroxo),
obteniéndose informacion sobre la capacidad de este complejo para interaccionar
con pares de bases mediante la formacion de enlaces de coordinacidon y de

hidrégeno cooperativos.

Debido a los grupos carboxilato del complejo, las nucleobases modificadas que
contengan grupos amino exociclicos en su estructura van a ser las mas favorables
para que tenga lugar la interaccidon (adenina, citosina y guanina) ya que estas
nucleobases podran formar enlaces de hidrégeno cooperativos. Sin embargo
aquellas nucleobases que posean grupos carbonilos (citosina, guanina y timina)
tendran una alta probabilidad de originar repulsiones electrostaticas que dara lugar
a un distanciamiento de dichos grupos. Para estudiar este tipo de interacciones se
han sintetizado y caracterizado complejos de 1Cu con las nucleobases modificadas

N3-metil-citosina (mC), N9-etil-timina (eA), N9-propil-7-deaza-adenina (pdA) y N9-
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propil-guanina (pG). Desafortunadamente no se han obtenido complejos entre la
timina y 1Cu, probablemente debido las repulsiones electrostaticas anteriormente

descritas. Los estudios se han realizado tanto en estado sélido como en disolucién.

La determinacién estructural mediante DRX de los complejos 1Cu_mC, 1Cu_eA,
1Cu_pdA y 1Cu_pG permitié determinar que la interaccién entre el complejo y la
nucleobase para el complejo 1Cu_eA tiene lugar de forma casi coplanar (6.97°)
favoreciendo la formacidn de un enlace de hidrégeno intramolecular entre el grupo
amino de la nucleobase y el grupo carboxilato del complejo. Sin embargo, para los
complejos de 1Cu_mC, 1Cu_pdA y 1Cu_pG, no se observa la interaccién coplanar

complejo-nucleobase (77.73°, 45.67° y 80.41°, respectivamente).

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente, los complejos chleldPd y
1Cu, serian buenos candidatos para estudiar su interaccién y organizacién a lo largo
de hebras de ADN de cadena simple. Por ello, estos complejos se utilizaron en los
estudios de interaccion frente a oligonucledtidos de cadena simple. Los
oligonucledtidos frente a los que se ha estudiado esta interaccion complejo-
nucleobase consisten en secuencias homogéneas formadas por quince bases,
candnicas como la adenia (A), la citosina (C), la guanina (G) y no candnicas como la 7-
deaza-adenina (A). El propésito de estos estudios ha sido que los complejos
metalicos interaccionen con éstas monohebras homogéneas dando lugar al auto-
ensamblaje de los mismos mediante la formacidn de un enlace de coordinacién con
uno de los atomos de nitrégeno disponibles en la nucleobase, asi como por enlaces
de hidréogeno que estabilicen y refuercen la interaccién en este tipo de sistemas.
Interaccion que se ha comprobado que tiene lugar al realizar los estudios

estructurales de los complejos metalicos y las mononucleobases (Figura 1).
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Complejo

primario

o ©
poly15(X) Hibrido
X:A7CA,G,C complejo-ADN

Figura 1. Representacion de la interaccion complejo primario-monohebra de ADN.

El complejo cheldPd se ha ensayado frente a las monohebras polyl5A y
pon15(7CA) mientras que el complejo 1Cu se ha ensayado frente a las monohebras

poly15A, poly15(’“A), poly15C y poly10G.

2. Sintesis de oligonucledtidos gue contengan pares de bases mediadas por

enlaces de coordinacién

Otra de las estrategias llevadas a cabo para la formacién de hibridos metal-
oligonucledtido ha consistido en el estudio de la formacidon de pares de bases
mediadas por enlaces de coordinacion. Se ha desarrollado una nueva estrategia que
permite a un oligonucledtido auto-ensamblarse a través de sus enlaces de hidrégeno
Watson-Crick, y que posteriormente se transforman en interacciones Watson-Crick

pero mediadas por un enlace de coordinacion en presencia de iones Ag(l).

Concretamente, se ha sintetizado y caracterizado un oligonucleétido de 18
pares de bases de tipo °A-T alternadas. Este oligonucledtido es capaz de alojar iones

Ag(l) en el interior de su doble hebra a través de la formacién de pares de bases del
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tipo “A-Ag’-T, donde un enlace de hidrégeno es reemplazado por un enlace de

coordinacién a un ion Ag(l) central (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de un sistema metal-ADN a través de la formacion de pares de bases
mediados por iones de Ag(l).

La formacion de este sistema metal-ADN constituido por pares de bases
mediados por iones Ag(l) ha sido estudiado por diferentes técnicas cémo

espectroscopia UV, dicroismo circular, estabilidad térmica y HRMS.

Estos estudios han demostrado que es posible la formacién de hibridos metal-
oligonucledtido, altamente estables, a partir de un oligonucleétido previamente
organizado a través de sus enlaces de hidrogeno Watson-Crick, mediante la

sustitucion de los enlaces de hidrégeno por enlaces de coordinacién a unién Ag(l).

3. Estudios de las propiedades conductoras de oligonucledtidos que

contengan pares de bases mediadas por iones Ag(l) consecutivos

Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de las propiedades conductoras en
los sistemas formados por dobles hebras de oligonucleétido capaces de alojar iones
Ag(l) en su interior mediante la formacidn de pares de bases mediados por dicho ion.

Estos estudios se han realizado mediante el empleo de la técnica STM-break junction
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en colaboracion con expertos en este campo como el Prof. Richard Nichols de la

Universidad de Liverpool.

Se han realizado medidas de conductividad para estudiar el efecto de la
formacion de pares de bases 7CA-AgJ'-T en el transporte de carga que tiene lugar en
oligonucledtidos con pares de bases "“A-T. Ademds, estos estudios han servido para
estudiar cémo afecta la sustitucién de nucleobase candnica adenina por 7-deaza-
adenina al valor de la conductancia. Los oligonucleétidos empleados han sido la
poly6(NH,-A-T), la poly6(NH,-"A-T) y la poly10(NH,-"“A-T) capaces de dar lugar a
pares de bases mediados por iones Ag(l) y adecuados para llevar a cabo las medidas
de conductividad, ya que han sido modificados con un grupo amino terminal que
permite la fijacion del oligonucledtido a la superficie de deposicidn de la muestray a

la punta del STM (Figura 3).

Figura 3. Representacion del oligonucledtido poly6(NH,-A-T) y poly10(NH2-7cA-T) durante el
registro de una medida de STM-break junction.

Una vez analizados los datos obtenidos por STM-BJ, se ha comprobado que el
transporte de carga, que tiene lugar de forma natural entre pares de bases gracias al

apilamiento n-rt* de las nucleobases, no se ve afectado tras la interaccidén de iones
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. L 7C .z
Ag(1) con los pares de bases originando hibridos ““A-Ag"-T; aunque la formacién de
estos sistemas implique un aumento en la estabilidad. Ademas de comprobar que la
sustitucion de la nucleobase candnica adenina por 7-deaza-adenina en el

oligonucledtido no implica cambio alguno en el valor de la conductancia.
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The scientific and technological challenge of this thesis is to develop efficient

methodologies to introduce innovative properties to oligonucleotides in order to
obtain nanomaterials with customized properties. Specifically, this thesis aims to
design, synthesize, characterize and study the conducting properties of new
molecular wires based on metallo-DNA hybrid systems, obtained by self-assembly
processes between oligonucleotides and metal complexes or by the formation of

silver-mediated base pairs inside double stranded DNA molecules.

In order to achieve the objectives of the thesis, two main methodologies were

studied and investigated:

i) Self-assembly processes between pre-programmed metal complexes
and single-stranded DNA molecules

ii) The use of oligonucleotides containing timine/7-deaza-adenine base
pairs within its base sequence, in order to form silver-mediated base

pairs upon addition of silver(l) metal ions.

A summary of the outcomes obtained during the study and development of
these methodologies is given subsequently, along with the results found for the

conducting properties studies performed on these metallo-DNA hybrid systems.

1. Self-assembly process between metal complexes and ss-DNA

molecules

Firstly, various organic molecules were designed, synthesized and characterized
in an effort to obtain ligands capable of forming metal complexes for their

subsequently interaction with nucleobases and oligonucleotides.

For the aim of this thesis, all organic ligands must fulfil the following

characteristics:
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i)  They consist of aromatic rings capable of participating in m-it stacking
interactions

ii) They are able to form cooperative hydrogen bonds with the amino
and/or carbonyl groups of nucleobases

iii) They can coordinate to metal ions without jeopardizing the preceding
characteristics

iv) They possess functional groups susceptible of chemically modification
in order to introduce new physical-chemical properties into these

systems without compromising the above characteristics.

Three types of ligands were prepared with these features, and classified

according to their groups capable of forming hydrogen bonds with nucleobases:

a) Hydroxo-hydroxo ligands, containing hydroxyl and/or carboxyl groups
capable of forming hydrogen bonds with the nucleobases amino
groups (adenine and 7-deaza-adenine)

b) Hydroxo-amino ligands, containing carboxyl and amino groups capable
of forming hydrogen bonds with the nucleobases carbonyl and amino
groups (guanine,7-deaza-guanine and cytosine)

c¢) Amino-amino ligands, containing amino groups capable of forming

hydrogen bonds with the nucleobase carbonyl groups of thymine

Subsequently, we performed a selection of the most suitable organic ligands to
prepare metal complexes by reaction with Pd(ll), Pt(ll) and/or Cu(ll) metal ions.
Metal ions such as Pd(ll) or Pt(ll) were chosen due to the square plane geometry that
provides their coordination environment, to the high affinity of these metals ions for
nucleobases donor nitrogen atoms, their robustness coordination bonds and the
easy to control their reactivity through the use of certain groups coordinated to the
metal ion. In addition, Cu(ll) metal ions were also employed to evaluate more labile
coordination bonds, higher reaction kinetics and more varied coordination

environments.

Afterwards, the interaction studies between Pd(ll), Pt(ll) and Cu(ll) metal

complexes and 1-methyl-cytosine (mC) , 9-methyl-7-deaza-adenine (mdA), 9-propyl-
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7-deaza-adenine (pDA), 9-propyl-guanine (pG), 9-propyl-7-deaza-guanine (pdG)

and/or 1-ethyl-thymine (eT) were carried out both in solution and solid state.

The results obtained from the interaction studies showed the interaction of
metal complexes cheldPd, 2Pd and cheldPt (derived ligand hydroxo-hydroxo type) to
the model nucleobases 1-methylcytosine (mC), 9-methyl-7-deaza-adenine (mdA)
and 9-propyl-7-deaza-adenine (pdA). However, no interaction was found between
the complexes and 9-propyl-guanine (pG) or 1-ethyl-thymine (eT). This could be due
to the repulsion forces between nucleobases carbonyl groups and complexes
hidroxo groups, along with the necessity to deprotonate for the eT. The interactions
of cheldPd and cheldPt complexes with nucleobases have been studied in solid state
(IR and XRD, in those cases where appropriate crystals of the complex were
obtained) and solution (*H-NMR, HRMS, UV-visible). In the case of 2Pd complex
these studies were carried out exclusively in solution (*H NMR, HRMS) since it was
not possible to isolate the 2Pd-nucleobaes complexes in solid state. The complexes
cheldPd_mC and cheldPd_pdA were studied by XRD structural analysis indicating
that only the complex cheldPd_pdA complex holds an almost coplanar (1.62°)
configuration with the formation of an intramolecular hydrogen bond between the
nucleobase exocyclic amino group and one of the complex carboxylate group. This is
also seen for the isoestructural cheldPt_pdA complex, which shows a dihedral angle
of 1.49° and the formation of the equivalent hydrogen bonding complex-nucleobase.
However, in the case of complex cheldPd_mC, the units hold and almost
perpendicular (74.96°) configuration, with the absence of intramolecular hydrogen

bonds.

Thus, the results obtained by DRX made possible to evaluate the formation of
cooperative Watson-Crick hydrogen bonds between the complex carboxylate groups
of cheldPd, cheldPt and the7-deaza-adenine amino group, as well as the repulsion
caused by the complexes carboxylate groups and the carbonyl group of the 1-

methyl-cytosine.

The interaction between Cu(ll) metal complexes, namely 1Cu (derived from
ligand hydroxo-hydroxo type), and model nucleobases was also studied in an effort

to get some insight about the ability of this complex to interact with nucleobases
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through the formation of both coordination and cooperative hydrogen bonds. The
nucleobases containing exocyclic amino groups (adenine, cytosine and guanine) are
the most suitable to interact with 1Cu due to the presence of the carboxylate groups
in the complex, since they can also form cooperative hydrogen bonds. However,
those with carbonyl groups (cytosine, guanine and thymine) have a high probability
to experience electrostatic repulsions with the carboxylate groups of the complex
impeding the formation of 1Cu_nucleobase complexes. To study these effects we
have synthesized and characterized metal complexes with 1Cu and the nucleobases
N3-methyl-cytosine (mC), N9-ethyl-thymine (eA), N9-propyl-7-deaza-adenine (pdA)
and N9 -propyl-guanine (pG). Unfortunately, it was not possible to obtain complexes
with thymine, probably due to electrostatic repulsions previously mentioned. The
studies were performed in solid state and solution. XRD structural characterization
of 1Cu_mC, 1Cu_eA, 1Cu_pdA and 1Cu_pG complexes determined that the 1Cu_eA
complex holds an almost coplanar (6.97°) configuration facilitating the formation of
an intramolecular hydrogen bond between the nucleobase amino group and the
complex carboxylate group. However, this coplanar arrangement was not observed
for 1Cu_mC, 1Cu_pdA and 1Cu_pGcomplexes nucleobases (coplanar angles

of77.73°, 45.67° and 80.41°, respectively).

The information obtained from the synthesis and characterization of the
complexes-nucleobases systems proved to be very important for the subsequent
experiments completed to study the interaction of the complexes and

oligonucleotides.

According to these results, chleldPd and 1Cu complexes were the best
candidates to study their interaction and organization along single-stranded DNA
molecules (ss-DNA). Therefore, these complexes were used in the interaction studies
against single-stranded oligonucleotides. These oligonucleotides consist of an
homogeneous sequence formed by fifteen canonical bases, such as adenine (A),
cytosine (C), guanine (G), or non-canonical nucleobases as 7-deaza-adenine ("“A).
These studies were performed to evaluate the interaction between metal complexes
and homogeneous ss-DNA via self-assembly recognition, with the formation of

supportive coordination bonds and hydrogen bonds (Figure 1).
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Figure. 1.Metal complex-ssDNA interaction.

The interaction of cheldPd complex and single-stranded oligonucleotides
poly15A and poly15(’°A) have been also studied in solution by means of circular
dichroism, since previous results have shown the formation of cheldPd_mdA and
cheldPd_pdA complexes. On the other hand, the interaction of 1Cu complex and
single-stranded oligonucleotides poly15A, poly15(7cA), polyl5C and polyl0G were
evaluated, as a consequence of the results obtained for 1Cu-nucleobases complexes

previously.

2. Synthesis of oligonucleotide containing metal-mediated base pairs

based on Ag(l

The second strategy developed in this thesis to prepare metal-DNA hybrid
systems consist in the formation of metal-mediated base pairs within double-
stranded DNA molecules (ds-DNA). The aim has been to developed a new strategy
that allows oligonucleotide to self-assembly through their nucleobases Watson-Crick

hydrogen bond recognition, and subsequently become metal-mediated Watson-
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Crick recognition by replacing a hydrogen bond of the base pairs by a coordination

bond to a central Ag(l) ion.

Specifically, an oligonucleotide comprising eighteen °A-T alternated base pairs
has been prepared and characterized. This oligonucleotide has shown to be capable
of accommodating Ag(l) ions inside its double strand through the formation of silver-
mediated base pairs 7CA—Ag+—T where an hydrogen bond is replaced by a coordinate

bond to an ion Ag(l) (Figure 2).
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Figure 2. Proposed reaction pathway for the formation of a silver(l)-mediated base pairs that
retains the canonical Watson-Crick base pairing.

The formation of this Ag(l)-mediated base pairs has been studied in solution by
different techniques such as UV-visible spectroscopy , circular dichroism , thermal

stability and HRMS .

These studies have shown that is possible to form a highly stable hybrid metal-
oligonucleotide via replacing its native Watson-Crick hydrogen bonds by Ag(l)

coordination bonds.
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3. Conducting studies of oligonucleotides containing Ag(l)-mediated base

pairs

Finally, the conducting properties of oligonucleotide containing sequential Ag(l)
mediated 7-deaza-adenine/thymine Watson-Crick base pairs were measured. These
studies were performed by using the STM-break junction technique in collaboration

with Prof. Richard Nichols (University of Liverpool).

The electronic conductance was studied using the Scanning Tunneling
Microscope Break Junction technique (STM-BJ) of a series of DNA and ds-DNA
double helices and the effect of the addition of Ag(l) ion to modified DNA sequences
resulting on stabilization on the conductance properties of short DNA duplexes.
Oligonucleotides used were poly6(NH,-AT), poly6(NH,-"“A-T) and poly10(NH,-"“A-T)
capable of giving rise to pairs of bases mid ions Ag(l) and suitable for performing
conductance measurements thanks to have a terminal amino group which permits
attachment of the oligonucleotide to the gold surface and the STM gold tip (Figure
3).

Fig. 3. Cartoon illustrating the STM -break junction electrode for oligonucleotide poly6(NH,-A-
T) and poly10 (NH,-"A-T).
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After analyzing the data obtained by STM-BJ, it was found that the addition of
Ag(l) does not change the conductance properties of the oligonucleotide sequences
but improve the stability of the double helix by increasing the melting temperature.
These studies also prove the non-effects in the substitution of the adenine bases to
7-deaza-adenine ones in the electronic properties of the system proving that the
synthetic ds-DNA molecules have no impact on the charge transport properties

compare with the biological DNA.
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Introduccién

Es sabido desde hace tiempo que los metales son indispensables para la vida;
desde luego, muchos de ellos como el sodio, el potasio y el calcio han sido ampliamente
hallados en los seres vivos. Aunque el rol de los metales y su impacto en la vida no
encontré explicacion adecuada hasta que la quimica inorganica, y en concreto la
quimica de la coordinacién, desarrollé herramientas experimentales y tedricas que,
junto a sus aplicaciones a los problemas bioquimicos, permitieron el desarrollo de
disciplinas intimamente relacionadas como Quimica Bioinorgdnica, Bioquimica

Inorgdnica, o Quimica Inorgdnica Bioldgica.

El desarrollo en los ultimos 40 afios de la Quimica Inorganica se ha visto influido
por diversos factores; entre ellos podemos contemplar el estudio de la interaccidn entre
iones metdlicos y péptidos, nucledtidos, hormonas o vitaminas; los esfuerzos por
comprender la acumulacidn, el transporte, el metabolismo y la toxicidad de los iones
metdlicos en sistemas bioldgicos; la sintesis biomimética de sistemas con el objeto de
entender los procesos biolégicos naturales y crear sistemas cataliticos mas eficientes; la
determinacion estructural eficiente de proteinas, acidos nucleicos y otras biomoléculas;
el empleo de herramientas espectroscépicas que permitan mejorar los estudios
estructurales dinamicos; o como mas recientemente se viene desarrollando, el empleo
de la ingenieria macromolecular para desarrollar nuevos sistemas bioldgicamente

1
relevantes a voluntad.™

Si nos centramos en los acidos nucleicos, debido a su naturaleza polianidnica es
impensable suponer su existencia sin que estos estén asociados a una serie de cationes
metalicos; es mas, la formacién de estructuras secundarias depende de la presencia de
iones metalicos ya que son responsables de un esqueleto cargado formado por
entidades demasiado proximas entre si.?¥ La mayor parte del tiempo, estos iones
forman parte del medio en el que se encuentran los acidos nucleicos dando lugar a una
atmosfera idnica difusa que provee la carga de neutralizacién necesaria pero sin
interaccionar directamente con estos;[4] por otra parte, una pequefia fraccién de estos
iones metalicos esta coordinada estrechamente en las pequefias cavidades disponibles
que forman la estructura de los acidos nucleicos. A medio camino entre estas dos

posibles formas de interaccion de los iones metalicos con los acidos nucleicos, se
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encuentran los iones metalicos que interaccionan especificamente con los acidos
nucleicos posibilitando la formacién de una red de enlaces de hidrégeno los cuales se
encuentran localizados principalmente en el surco mayor de la hélice.”’ La naturaleza
del ADN se ve fuertemente condicionada por estas formas dinamicas de interaccién por

lo que también se vera reflejado en sus caracteristicas.

Pero no sdlo los iones metalicos se encargan de estabilizar la molécula de ADN sino
que también son responsables de sus numerosos cambios estructurales induciendo el

plegamiento o estiramiento de estas estructuras, como por ejemplo, la transicién de la

forma B a la Z de la doble hélice.®”

Ademas de su rol estructural, los iones metalicos coordinados a los acidos

[8-11]

nucleicos pueden desarrollar funciones catalizadoras de los ribosomas, redistribuir

[12-17]
Ka/

las densidades electrénicas provocando variaciones en el p provocar la

transicion a geometrias mas favorables o estabilizar tautdmeros desfavorecidos
- 16,18
energetlcamente.[ ]

Esto convierte el estudio de la interaccion metal-ADN en una fuente de
conocimiento fundamental ya que su arquitectura o sus propiedades termodinamicas y
cinéticas son una pieza clave en el entendimiento de la estructura y funcién de los

acidos nucleicos.

En el marco de este desarrollo cientifico se encuentra recogido este trabajo de
investigacién, donde el empleo de moléculas de ADN se contempla como un sistema

ampliamente versatil para el desarrollo de aplicaciones independientes a su funcién

, . L. Y [19,20]
natural como pueden ser las nanotecnoldgicas (mdaquinas nanométricas,

[22—24])

21 , . . s0e
nanocables,” sensores la sintesis de plantillas basadas en su doble hélice para

-27]

. . . . 25 . .
depositar el material que deseemos en su superf|C|e,[ su uso como andamio previa

[28,29] [30-32]

funcionalizacién quimica de sus componentes o la catdlisis.
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El ADN como material inteligente

Los acidos nucleicos son cadenas de oligonucleétidos cuyos grupos fosfatos unen
las posiciones 3’ y 5’ de unidades de ribosa vecinas (Figura 1.1). La unién entre
nucledtidos individuales, o residuo nucleotidico, se conoce como enlace fosfodiéster. El
residuo terminal cuyo atomo de carbono 5’ no esta unido a otro nucledtido se conoce
como extremo 5’, y lo mismo ocurre con el extremo 3’. De esta forma se originan
unidades de mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros y asi sucesivamente hasta
obtener oligdmeros cuyas propiedades fisicas variardn en funcién del tamafio que

presente.

NH;

extremo 5'

N
</7 ’ "N Adenina (A)
3
N o

9
N

| 3™ Timina (T)
N o]

NH;

Guanina (G)

OH H
3

extremo 3'

Figura 1.1. Estructura quimica del dcido nucleico d(pATCG). Por
convencion, la secuencia se escribe en direccion 5°— 3’; la “p” indica un
grupo 5’ fosforilo y la “d” que se trata del desoxitetranucledtido (ausencia
de los grupos 2°-OH).
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De esta forma, el ADN esta formado por una doble hebra de un polimero de
desoxinucledtidos unidos por enlaces diéster, es decir, dos hélices donde cada base esta
unida por enlaces de hidrégeno a una base de la hebra opuesta para formar un par de
bases plano. Estas interacciones por enlaces de hidrégeno, se conocen como
apareamiento de bases complementarias y dan como resultado la asociacion especifica
de las dos cadenas de la doble hélice originando los surcos mayor y menor de la doble

hebra (Figura 1.2).

Timina

Citosina
H—¢

Figura 1.2. A la izquierda, estructura tridimensional del ADN. A la derecha,
dos cadenas de polinucledtidos asociadas por el apareamiento de bases al
formar enlaces de hidrégeno.

La forma mas comun de esta doble hebra se conoce como forma B donde las dos
hebras de polinucledtidos antiparalelas se enrollan hacia la derecha originando un giro
por cada 10 pares de bases y con un didmetro aproximado de 20 A. Dado que cada base
aromatica tiene un ancho de 3.4 A y estas se encuentran parcialmente apiladas unas
sobre otras, cada vuelta de hélice tendria una longitud de 34 A. Sin embargo, la doble
hélice también puede presentar las estructuras conocidas como forma Ay forma Z cuyas

principales caracteristicas se encuentran recogidas en la figura 1.3 y Tabla 1.5
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Z- ADN

Figura 1.3. Representacion de las distintas conformaciones que puede
manifestar la doble hebra de ADN. (Fuente: www.biologyexamns4u.com)

Tabla 1.1. Caracteristicas ideales de las formas A, By Z de ADN.

Sentido de la hélice
Didmetro

Pares de bases por
vuelta de hélice
Longitud de la hélice
por par de base
Longitud de una
vuelta de hélice
Conformacion del

enlace glucésido

A

Hacia la derecha
~26 A

11.6

34 A

Anti

B

Hacia la derecha
~20A

10

34 A

Anti

z

Hacia la izquierda
~18A

12

44 A

Anti para las
pirimidinas; syn para

las purinas
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Estas caracteristicas estructurales junto con el desarrollo de la nanotecnologia han
convertido al ADN en una importante base para el desarrollo de nuevas estructuras que
confieran a la molécula diferentes propiedades.[34_39] Pero, éseria posible usar el ADN sin
modificar como un nanocable molecular? Diversos estudios han demostrado que la
molécula de ADN por si misma no tiene la suficiente habilidad conductora como para ser
empleada como tal en circuitos moleculares electrénicos.*” La literatura establece su
valor de conductividad en el amplio rango de 1 a 1x10’ MQ, dependiendo de las
diferentes técnicas experimentales en las que se han llevado a cabo las medidas
(basadas en AFM, mediante contacto en nanotubos de carbono, etc.), a los diferentes
medios empleados (humedad, contenido en sales, tampdn) y los efectos de la
superficie;[“’“] sin olvidar que la diferencia entre las hebras estudiadas juega un papel

determinante.

Por lo tanto, muchos equipos de investigacion han empleado para sus estudios
estructuras de ADN modificadas. En concreto, la ingenieria molecular electrénica
establece estas estructuras como nuevas bases del desarrollo de circuitos

miniaturizados.*”!
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4ilip

\._w \ “L”"

Figura 1.4. Algunos ejemplos desarrollados en nanotecnologia basada en el
ADN. a) Sintesis de “origamis de ADN”; b) incorporacion de moléculas que
actuen como ligandos de meta/es[57]; ADN con moléculas enlazadas
covalentemente a algunos de sus nucleobases centrales; d) ADN con
moléculas enlazadas covalentemente a sus extremos 3’y 5°.

Aunque en los ultimos afios se han realizado una gran variedad de modificaciones
sintéticas del ADN (Figura 1.4), no siempre estaban dirigidas al desarrollo de nanocables
moleculares. Por ejemplo, ha sido posible enlazar covalentemente marcadores
fluorescentes o anclajes superficiales en los extremos 3’ o 5’ de la doble hebra, lo que

.. . . - 44-49
origina un cambio sustancial en su solubilidad; ™"

otras modificaciones se han
realizado en la mitad de la hélice, reemplazando algunos de sus pares de bases
naturales por otros artificiales con objeto de estudiar su influencia en la estabilidad
estructural.®®*Y Por otra parte, basados en la posibilidad de sintetizar de forma
controlada el ADN incluyendo ciertas modificaciones, muchos investigadores han
enfocado sus investigaciones hacia el desarrollo de “origamis de ADN”.5%% En estos
sistemas se disefia la secuencia sobre la que la hebra simple va a hibridar hacia doble

hebra de manera que confirme estructuras complejas basadas en un auto ensamblaje

bidimensional y tridimensional.

=, M aMlhd
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Interaccidn entre iones metalicos y acidos nucleicos

La coordinacién de los iones metdlicos a los acidos nucleicos estd influenciada en
buena manera por el potencial de los metales o los ligandos, concepto que estd
intimamente relacionado con la electronegatividad o polarizabilidad de los grupos.[sal La
mayoria de los iones metalicos pequerios con estados de oxidacidn elevados encuentran
como sitios favorables de enlace los dtomos de oxigeno de los grupos fosfatos o los

. - 59]
oxigenos exociclicos de las nucleobases,

mientras que los iones metalicos de mayor
tamafio y con un bajo estado de oxidacidn prefieren interaccionar con los atomos de
oxigeno endociclicos.”** con respecto a los grupos amino de las nucleobases, no se
han encontrado casos en los estos se coordinen a iones metalicos ya que el par

electrénico del grupo amino se encuentra deslocalizado en el anillo aromatico.

La interaccion con los iones metalicos es un hecho a considerar a la hora de
interpretar los resultados obtenidos en la caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los
sistemas en los que estd presente la molécula de ADN, sobre todo cuando la
concentracion de las sales inorganicas sea mayor a las encontradas fisioldgicamente de
forma natural. Por ejemplo, estudios simulados de dinamicas moleculares, junto con
alguna informacién aportada por estructuras cristalinas, han identificado que iones
como CI, ClO,, SO, vy PO43' (los mas empleados en la elaboracién de los medios en los
que se han llevado a cabo los estudios) pueden interaccionar con el ADN reemplazando
las moléculas de agua cercanas a los grupos amino de las nucleobases asi como con los
nitrégenos endociclicos. Sin embargo, también se ha encontrado que en algunos casos
la presencia de aniones origina un efecto sinérgico en la interaccién de los iones
metdlicos con el ADN. En concreto, es posible sugerir que la presencia de estos aniones

. , . ., e . [65-67]
entre cationes favoreceria la aproximacién de dos cargas positivas en el sistema.

Tal y como se ha mencionado, la mayoria de los tampones en los que se realizan
estudios de ADN interaccionan de forma significativa con los iones metalicos.®*”* Por
ejemplo, uno de los mds empleados en el estudio de las propiedades espectroscépicas o
bioquimicas de los acidos nucleicos como es el tampdn fosfato, interacciona de forma

significativa con los iones metalicos lo que originaria errores en los datos obtenidos
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como por ejemplo en experimentos donde se pretendan calcular constantes de

d[62] [76-78]

afinida o velocidades de reaccion; un hecho que también se ha podido
comprobar para algunos de los tampones mas utilizados (Figura 1.5).[76’79] Esto ha

provocado que algunos investigadores se decanten por realizar los experimentos en

medios libres de tampdn.”%5%%!
HO HO
" OH
g on
e N HO S
HO \P/
OH I
(6]
HO . .
Tris O Bis-Tris Fosfato

ﬁo NH

o sZ 0
Ho/\/O/\/ k - _\_\//O

—0
o/
(e}
HEPES MOPS

Figura 1.5. Tampones mads utilizados en los estudios de ADN. Todos los
tampones se representan en su forma protonada.

Sin embargo, no solo los iones metalicos pueden interaccionar con el tampdn, sino
que los propios acidos nucleicos han visto afectada su conformacién o su capacidad para

. 82,83
formar complejos de alguna manera.®>%

Por lo tanto, la interaccién de sales metdlicas con el ADN ha sido ampliamente
estudiada,® focalizandose en los ultimos afios en el estudio con iones metalicos tales
como el Co¥, Ni*, Mn*, Zn*, cd*, cu®, Hg** o Ag'® llegando a la conclusién de que
los iones metdlicos interaccionan con el ADN de forma muy diversa[86'87],
particularmente los iones Hg2+ y Ag’ lo cuales son capaces de formar un fuerte enlace

. ape . . 87
con la doble hebra sin modificar su estructura o interaccionar con los grupos fosfato™”.

Estos sistemas conocidos como metalo-ADN han ganado recientemente mucha

atencién por parte del mundo cientifico, en concreto por algunas de sus posibles

11
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propiedades como la conductividad eléctrica.®

Basadas en estas propiedades
eléctricas, se considera factible la creacion de un sistema metalo-ADN enfocado a
aplicaciones nanoelectrénicas donde su comportamiento como cable molecular esté
favorecido frente a otro tipo de sistemas. Para apoyar esta hipdtesis, se han realizado
ensayos donde se ha observado que el auto ensamblaje de ADN en monocapas sobre
electrodos de oro aumenta la transferencia electrénica con respecto a sistemas donde
se deposite ADN en su forma B.1B9% Etos resultados han sido confirmados gracias a la
incorporacion de fluordforos donores y aceptores en los extremos de una cadena de
metalo-ADN, donde el atenuamiento de la fluorescencia se puede interpretar como un

. . ;. . Lo 91
posible mecanismo electrdnico de transferencia electrénica.l®

Interaccién de Ag(l) con acidos nucleicos

En los ultimos afios se han sintetizado un amplio nimero de nucleobases
artificiales capaces de enlazarse a un atomo metalico central para formar los llamados
pares de bases intercalados por metales (metal-mediated base pairs).[gz_%] Estos
metales se introducen en las secuencias de oligonucledtidos originando sistemas

metalo-ADN, donde los iones metalicos otorgan sus caracteristicas quimicas y fisicas.

Si profundizamos en los estudios que versan sobre las interacciones con Ag’, se

conoce desde hace mas de cincuenta afios el enlace reversible que esta forma con

[9

. - . . 7 . Ly . .
oligonucledtidos ricos en citosina,” " interaccion que fue estudiada en primer lugar por

, . P fals 86,98 L
métodos potenciométricos y fotométricos.®**® Aunque al principio no estuvo clara la
forma de unién del i6n Ag" a las pares de bases, esta fue considerada como un enlace de

I”

“tipo 11”-donde uno de los protones presentes en las nucleobases es sustituido por un

4tomo de Ag’, lo que generaria la incorporacién de un ién Ag* por cada par de base
presente en la doble hélice, ademas del desplazamiento del protén para convertir el

sistema N-H:--N en N-Ag-N o N-Ag---O en N-Ag-O.[%_lOO]

En bibliografia es posible encontrar sistemas donde los iones metdlicos se

. 101-
encuentran unidos a dobles hebras con pares de bases naturales como las T-T y c-c

103 . e . . .
! Estas estructuras estan formadas por enlaces especificos de coordinacién surgidos



Introduccién

como consecuencia de la desaparicion de los enlaces de hidrégeno presentes entre las

nucleobases de la doble hebra de forma natural.

Por ejemplo, en la interaccion de citosina con plata se observa un sistema donde
una doble hebra de oligonucledtidos y que comprende un Unico par de bases C:C se
encuentra estructuralmente estabilizada gracias a la formacién de un enlace con Ag’,
hecho que conlleva la subida en 8°C de su temperatura de desnaturalizacion (Tm).[m]
Con respecto a la orientacidn de las citosinas al interaccionar con Ag" (Figura 1.6),
aunque al enfrentar dos citosinas esto daria lugar a un estructura tipo cisoide, la
estructura tipo transoide se veria reforzada por la formacién de un enlace de hidrégeno
adicional."® Esta teoria se reafirma al comparar los espectros de dicroismo circular (CD)
registrados en condiciones normales con aquellos registrados en presencia de un medio
acidificado; ademas de por otros estudios experimentales y teoricos." " Incluso ya se
han empezado a desarrollar algunas aplicaciones para este sistema, como por ejemplo
sensores de plata basados en oligonucledtidos con citosina donde se produzca un
cambio en la fluorescencia del sistema asociado al cambio conformacional que tiene

lugar tras la interaccion.®!

a) NH, HoN b) \N—Hmunnnno R

4 4 2
/ 4>N"Ag+<-N4 \ / §N+Ag*<—N 3
N N N \ /

/ \ L/

o] o R R o) H,N

C-Ag-C (cisoide) C-Ag-C (transoide)

Figura 1.6. Estructuras propuestas para la interaccion de Ag(l) con citosina.
a) Estructura tipo cisoide; b) estructura tipo transoide.

Una de las ventajas de esta estrategia es la posibilidad de programar las secuencias

de ADN para la formacion de los sistemas de pares de bases intercalados por metales,

13
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ya que es posible controlar de forma precisa la estructura de una doble hebra de ADN

artificial.

Por otra parte, la falta de reconocimiento para originar un auto ensamblaje por
parte de las nucleobases modificadas para actuar como ligandos (LNTs) puede afectar a
la disponibilidad de estas para originar un efecto plantilla en las dobles hebras de ADN
artificial. Por lo tanto, a menudo es necesaria la introduccién de secuencias terminales
de nucleobases naturales que favorezcan la hibridacion del oIigonucleétido.[108’109] Estas
regiones terminales hibridaban mediante la formacién de enlaces de hidrégeno
complementarios del tipo Watson-Crick (W-C) lo que permite mantener la estructura de
doble hélice en las zonas terminales de las dobles hebras dejando las nucleobases que
van a actuar como ligandos en las zonas centrales de la doble hebra. Este tipo de
sistemas permite la formacidén de un complejo de coordinacion metdélico en el interior
de la doble hebra entre las nucleobases metalicas que actuaran como ligandos (LNTs) y

el ién metalico.

En esta linea, Muller y col. han desarrollado un elegante sistema donde prevén el
uso de nucleobases candnicas terminales que permitan la hibridacién de los
oligonucledtidos por la cara Hoogsteen de la doble hebra mediante el uso de
nucleobases modificadas como 1-deaza-adenina y 1,3-dideazaadenina que
interaccionen con timina de forma que el protén imino sea reemplazado por el idn
metdlico (Figura 1.7).[110‘111] La gran ventaja del uso de estas nucleobases es el hecho de
que las hebras que las incorporan poseen una estabilidad térmica muy similar a aquellas

. , . 108
que contienen Unicamente nucleobases naturales,[ ]

esto genera la posibilidad de
desarrollar sistemas con un elevado niumero de nucleobases mediadas por metales sin

perder la posible reversibilidad del proceso de hibridacion.
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a) b) ©
_— — ——
o o)
4= 4=
rR—N %, H rR—N %, H rR—N 4 O\\Ag‘\
N Hep' N e
3\ =N 3\ N N3 HoN
H/ — Ag — \A
o /’//N 1 o \N 1 o Q\
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P P /
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4 } !
R
T-c'A T-Ag-c'A T-Agy-c'3A

Figura 1.7. Interaccion de nucleobases modificadas con plata. a) Timina (T)
y 1-deazaadenina (c'A); b) timinato, Ag® y 1-deazaadenina (c*A); ¢)
timinato, Ag’ y 1,3-dideazaadenina (cl'3A).
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Justificacion y objetivos

El empleo de oligonucledtidos para el disefio de nanomateriales es una estrategia
de tipo “bottom-up” con un gran potencial para el desarrollo de sistemas muy bien
organizados a escala nanométrica. La ventaja que presenta dicha estrategia es que la
estructura de los oligonucledtidos puede ser disefiada de una forma sencilla mediante la
programacién de su secuencia de bases, existiendo actualmente una tecnologia

establecida para su sintesis, caracterizacion y manipulacién.

El reto cientifico-tecnoldgico que plantea esta tesis doctoral consiste en desarrollar
metodologias eficientes para conferir propiedades de interés tecnoldgico a los
oligonucledtidos, con el fin de obtener nanomateriales con propiedades a la carta. En
concreto, esta tesis persigue disefiar, sintetizar, caracterizar estructuralmente y estudiar
las propiedades fisico-quimicas de nuevos hilos moleculares obtenidos mediante
procesos de auto-ensamblaje entre oligonucledtidos y compuestos de coordinacion
previamente disefiados o metales intercalados entre dobles hebras de ADN. Este
objetivo se pretende conseguir mediante el control de la secuencia de bases del
oligonucleétido monohebra de tal manera que se defina su reactividad frente a los
fragmentos de coordinacion funcionales o los metales, que se deseen incorporar
utilizando un proceso de autoasociacidén. Estos hibridos resultantes poseeran una
estructura definida por la secuencia de bases del oligonucledtido monohebra plantilla y
las propiedades funcionales de los compuestos de coordinacién o iones metalicos
ensamblados a posiciones especificas mediante la formacion de enlaces de coordinacién
selectivos. Los compuestos de coordinacidon que se pretenden incorporar al
oligonucledtido poseerdn grupos funcionales de tipo porfirina, terpiridina o residuos -
conjugados con objeto de conferir a dichos nanosistemas propiedades de conductividad

electrénica y/o fotoluminiscencia.

Teniendo en cuenta esto y los antecedentes bibliograficos descritos, los objetivos

de este trabajo son:

1. Disefo, sintesis, caracterizacién y estudio de las propiedades fisico-quimicas de

moléculas que contengan unidades de porfirina, terpiridina o mondmeros
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precursores de polimeros m-conjugados, y que puedan actuar como ligandos en la
sintesis de compuestos de coordinacion que se utilizaran, posteriormente, en los
procesos de auto-asociacion con nucleétidos y oligonucledtidos mediante enlaces
de coordinacidn en cooperacién con interacciones supramoleculares (enlaces de
hidrogeno e interacciones m-m).

Sintesis y caracterizacion de compuestos de coordinacion funcionales, con
posiciones de coordinacion labiles, haciendo reaccionar iones metalicos, tales
como paladio(ll), platino(ll) y cobre (Il), con las moléculas disefiadas en el punto
anterior.

Estudio de la asociacidn compuesto de coordinacion-nucledtido en disolucién y en
estado sélido, mediante el uso de técnicas espectroscépicas (resonancia magnética
nuclear, espectroscopia ultravioleta-visible, espectrometria de masas) y difraccion
de rayos X.

Disefio y sintesis de oligonucleétidos con secuencias de bases programadas (homo-
y/o heterogéneas) de cadena corta (decenas de bases) utilizando métodos de
sintesis de ADN conocidos.

Preparacién vy caracterizacion de los hibridos (discretos y extendidos)
oligonucledtido-compuesto de coordinacion en disolucién utilizando técnicas
espectroscépicas  (dicroismo  circular, resonancia  magnética  nuclear,
espectroscopia ultravioleta-visible, espectrometria de masas).

Explorar las posibilidades de enlace de Ag(l) con las dobles hebras de
oligonucledtidos cuya secuencia esté formada por nucleobases candnicas (timina)
y no candnicas (7-deazaadenina).

Estudio de las propiedades eléctricas de los sistemas mediante medidas de
conductancia molecular basados en la metodologia “break-junction” basada en un

microscopio de efecto tunel (STM-based break-junction).
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Materiales y métodos

2.1 Materiales

En este apartado se describen de forma detallada las sintesis correspondientes a

los materiales utilizados en este trabajo de investigacion.

El acido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico (cheld) fue suministrado por TC/ Europe y

se ha utilizado directamente, sin ninguin proceso de purificacidn previo.

La molécula 2,6-piridin-dicarboxiamina (pidiam), el resto de reactivos y disolventes
fueron suministrados por Sigma Aldrich®, y se utilizaron directamente en las reacciones

correspondientes sin necesidad de purificacion previa.

2.1.1 Nucleobases modelo

21.1.a 1-metil-citosina (mC)

1-metil-citosina, (mC). La sintesis de esta nucleobase se realiza siguiendo un

método descrito previamente en biinografl’a.[”

2.1.1b 1-etil-timina (eT)

1-etil-timina, (eT). La sintesis de esta nucleobase se realiza siguiendo un método

descrito previamente en bibliograﬂ’a.m
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2.1.1c N9-metil-7-deaza-adenina (mdA)

NH, NHz
N| \ \ Eﬁ?} hidréxido N| \ \
kN/ N o ‘\N/ N\

6-amino-7-deazapurina mdA

N9-metil-7-deaza-adenina, (mdA). A una disolucion de 6-amino-7-deazapurina
(0.69 g, 5 mmol) en diclorometano (15 mL) se le afiade hidréoxido de tetrabutilamonio
(3.26 mL, 5 mmol) y yodometano (1.25 mL, 20 mmol). La mezcla de reaccion se deja
agitando a temperatura ambiente durante 24 horas. Tras ese tiempo, se observa un
precipitado blanco en el seno de la reaccién que se disuelve en agua (250 mL). Por
ultimo, se lava con diclorometano (1x100 mL), la fase orgdnica se recoge, se seca con
sulfato de magnesio y posteriormente se filtra y concentra en rotavapor para obtener
mdA como precipitado blanco. Rendimiento: 520 mg (70.1%). 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg): 6 8.05 (s, 1H; CH), 7.10 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH), 6.90 (s, 2H; NH,), 6.5 (d, J=3.4
Hz, 1H; CH), 3.67 (s, 3H; CHs). IR: 3394 (f), 3316 (f), 3104 (f), 2125 (d), 1650 (mf), 1592
(mf), 1555 (f), 1475 (f), 1389 (m), 1317 (m), 1268 (m), 1073 (d), 987 (d), 898 (d), 710 (f).
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2.1.1.d NS-propil-7-deaza-adenina (pdA)

NH, NH;

NaH 1,leq
N CH;CH,CH,l leg NN \

DMF anhy

—
\
N

\
—
\

6-amino-7-deazapurina pdA

N9-propil-7-deaza-adenina, (pdA). A una disolucidon de 6-amino-7-deazapurina (1g,
7.23 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (200 mL) se le afiade hidruro de sodio
(0.0992 g, 2.48 mmol) bajo una atmdsfera de N,. La mezcla de reaccién se mantiene
agitando durante 30 minutos hasta que la generacién de H, deja de observarse.
Posteriormente se afiade 1-yodopropano (0.22 mL, 2.26 mmol) y se continua agitando a
temperatura ambiente durante 24 horas en una atmodsfera de N,. Se elimina el
disolvente en rotavapor, el residuo obtenido se disuelve en diclorometano (200 mL) y se
lava con una disolucion acuosa de hidrégeno carbonato de sodio al 10% (1x150 mL) y
cloruro de sodio (1x150 mL). La fase organica se recoge, se seca con sulfato de magnesio
y posteriormente se filtra y concentra en rotavapor. El residuo resultante se recristaliza
en diclorometano obteniéndose cristales de pdA. Rendimiento: 700 mg (55%). 'H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg): 6 8.04 (s, 1H; CH), 7.13 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH), 6.87 (s, 2H; NH,),
6.51 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH), 4.05 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH,), 1.90 — 1.61 (m, 2H; CH,), 0.81 (t,
J=7.4 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para CgHisN, [M+H]": 177.1140;
encontrado: 177.1113. IR: 3290 (m), 3078 (mf), 2926 (mf), 1670 (d), 1591 (mf), 1551 (d),
1320 (m), 1268 (m), 712 (mf), 611 (mf).
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2.1.1e N9-etil-adenina (eA)

NH, NH,
N NaH 1,02 eq \ N
N)ii \> CH,CH,Br 1,05 eq N‘ \>
DMF anhy o k
kN = N N/ N
H

adenina eA

N9-etil-adenina (eA). A una disolucion de adenina (1.35 g, 10 mmol) en N,N-
dimetilformamida anhidra (200 mL) se le afiade hidruro de sodio (0.410 g, 10.2 mmol)
bajo una atmédsfera de N,. La mezcla de reaccion se agita durante 30 minutos hasta que
la generacion de H, deja de observarse. A continuacién se afiade bromoetano (0.78 mL,
10.5 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 24 horas en atmdsfera inerte. Se
elimina el disolvente en rotavapor y el residuo obtenido se recristaliza en etanol,
obteniendo un precipitado cristalino de eA. Rendimiento: 815 mg (50 %). 'H-RMN (300
MHz, DMSO-dg): 6 8.15 (s, 2H; CH), 8.13 (s, 1H; CH), 7.18 (s, 2H; NH,), 4.16 (q, J=7.2 Hz,
2H; CH,), 1.39 (t, J=7.2 Hz, 3H; CH;).
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2.1.1f N9-propil-guanina (pG)

cl cl )
O~ 00 = 10
HoN N/ N HoN N/ N HoN \N N

2-amino-6-cloropurina pCIG rG

a) N9-propil-6-cloro-2-aminopurina (pCIG). A una disolucién de 2-amino-6-
cloropurina (1 g, 5.9 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (50mL) se le
afiade hidruro de sodio (0.4 g, 9.7 mmol) bajo una atmdsfera de N,. La mezcla
de reaccidon se mantiene agitando hasta que la generacion de H, deja de
observarse. A continuacién, se afiade 1-yodopropano (2 mL, exceso) y se
mantiene agitando durante 5 dias a temperatura ambiente y en atmésfera
inerte. Posteriormente, se elimina el disolvente en rotavapor y el residuo
obtenido se disuelve en diclorometano (50 mL) y agua (10 mL). La fase
orgdnica se lava con una disolucion acuosa de hidrégeno carbonato de sodio al
10% (1x50 mL) y cloruro de sodio (2x50 mL). La fase orgdnica se recoge, se
seca con sulfato de magnesio y posteriormente se filtra y concentra en
rotavapor. El aceite obtenido se recristaliza en etanol para obtener un
precipitado de pCIG. Rendimiento: 1.1 g (76.4%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-
de): 6 8.37 (s, 1H; CH), 6.61 (s, 2H; NH,), 4.24 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH,), 1.79 (m, 2H;
CH;), 0.84 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;).

El segundo paso de la sintesis de la N9-propil guanina esta basado en un método

descrito previamente en biinograﬁa:B]

b) N9-propil-guanina (pG). Una disolucion de pCIG (1,1 g, 5.2 mmol) en &acido
clorhidrico (70 mL, 6 M) se mantiene a reflujo durante 2 horas. Tras ese
tiempo, la disolucion se deja enfriar a temperatura ambiente y se introduce en
un bafo de hielo, y el pH se neutraliza con una disolucidon concentrada de

hidréxido de sodio. El precipitado blanco resultante se filtra y se disuelve en
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cl cl
0= L0~ L0
HoN N/ N HoN N/ N HoN \N N

una disolucién acuosa de hidréxido de sodio al 4% (20 mL), a la que se le
afladen dos cucharadas de carbdn activo. La suspension se mantiene en
ebulliciéon unos minutos y se filtra en caliente sobre Cellite®. Las aguas madres
se neutralizan con acido clorhidrico (6 mL aprox., 3 M), apareciendo un
precipitado blanco que se filtra a vacio. Finalmente, este precipitado se
recristaliza en metanol (75 mL), obteniéndose unos cristales incoloros
prismaticos de pG. Rendimiento: 450 mg (46.6%). ‘H-RMN (300 MHz, DMSO-
de): 6 10.68 (S, 1H; NH), 7.88 (s, 1H; CH), 6.04 (s, 2H; NH;), 4.12 (t, J=6.8 Hz, 2H;
CH,), 1.77 (m, 2H; CH,), 0.80 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado
para CgHi,NsO [M+H]": 194.1042; encontrado: 194.1035.

2.1.1g N9-propil-7-deaza-guanina (pdG)

6-cloro-2-amino-7-deazapurina pCldG pdG

a)

N9-propil-6-cloro-2-amino-7-deazapurina (pCldG). A una disolucién de 6-cloro-
2-amino-7-deazapurina (1 g, 5.9 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (100
mL) se le afiade hidruro de sodio (0.24 g, 6 mmol) bajo una atmdsfera de N,.
La mezcla de reaccion se mantiene agitando hasta el cese del desprendimiento
de H,. A continuacion, se afade 1-yodopropano (0.58 mL, 6 mmol) y se deja
agitando durante 24 horas a temperatura ambiente y atmédsfera inerte. Se
elimina el disolvente en rotavapor, y el residuo obtenido se disuelve en
diclorometano (200 mL). Se lava con una disoluciéon acuosa de hidrégeno
carbonato de sodio al 10% (1x150 mL) y cloruro de sodio (1x150 mL). La fase
organica se recoge, se seca con sulfato de magnesio, se filtra y se elimina el

disolvente en rotavapor. El residuo obtenido se recristaliza en diclorometano
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obteniéndose pCldG en forma cristalina. Rendimiento: 850 mg (68%). "H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg): & 7.17 (d, J=3.5 Hz, 1H; CH), 6.61 (s, 2H; NH,), 6.28 (d,
J=3.4 Hz, 1H; CH), 3.97 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH,), 1.73 (m, 2H; CH,), 0.82 (t, J=7.3
Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para CgH;,N,Cl [M+H]": 211.0750;
encontrado: 211.0732

N9-propil-7-deaza-guanina, (pdG). Una disolucion de pCldG (400 mg, 1.9
mmol) en una mezcla de acido clorhidrico (25 mL, 1 M) y etanol (5 mL) se
mantiene a reflujo durante 2 horas. La mezcla de reaccion se lleva a sequedad
en rotavapor y el residuo obtenido se disuelve en etanol (20 mL). Se elimina el
disolvente en rotavapor y el residuo obtenido se disuelve en agua (20 mL). Se
ajusta su pH a 7 usando una disolucién de hidréxido de sodio concentrado, y el
disolvente se elimina en rotavapor. Al residuo obtenido se le afade
diclorometano (50 mL), y aparece un precipitado blanco de pdG que se filtra,
lava y seca. Rendimiento: 55 mg (15%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 10.22
(s, 1H; NH), 6.71 (d, J=3.2 Hz, 1H; CH), 6.19 (d, J=3.3 Hz, 1H; NH,), 6.17 (s, 1H;
CH), 3.85 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH,), 1.68 (m, 2H; CH,), 0.82 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;).
HRMS (ESI): m/z: calculado para CsHi3N,ONa [M+H]": 193.1089; encontrado:
193.1086.
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2.1.2 Ligandos

2.1.2.a Ligandos hidroxo-hidroxo

2.1.2.a.1  Acido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico (1)

OH OH 0/ o/
X X X X
., | b) | 9
O, Z o [¢] P o — O = O ——» 0 — o
N N N N
OH OH oW oﬁ OW OW OH OH

a)

b)

la 1b 1

Dietil 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilato, (1a). La obtencién de esta molécula,
utilizada como intermedio de reaccidon en algunas de las sintesis que a
continuacion se describen, se llevd a cabo segin un proceso descrito
previamente en bibliograﬁa.m

Dietil-4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilato, (1b). A una disolucién de 1a (3 g, 12.5
mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (150 mL) se le afiade hidruro de
sodio (0.5018 g, 12.5 mmol) bajo una atmédsfera de N,. Después de 30
minutos, se afiade 1-yodometano (0.79 mL, 12.5 mmol), y la mezcla de
reaccion resultante se mantiene agitando durante 48 horas bajo una
atmdsfera de N,. Se elimina el disolvente en rotavapor y el residuo resultante
se disuelve en diclorometano (150 mL). Se lava con una disolucion acuosa de
hidrégeno carbonato de sodio al 10% (1x150 mL) y cloruro de sodio (1x150
mL). La fase organica se recoge, se seca con sulfato de sodio, se filtra y se
elimina el disolvente en rotavapor hasta obtener 1b en forma de precipitado
blanco. Rendimiento: 1.85 g (87.55%). ‘H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.72 (s,
2H; CH), 4.38 (t, J=10.6, 4H, CH,;), 3.98 (s, 3H; CH3), 1.34 (t, J=7.1 Hz, 6H; CH;).
HRMS (ESI): m/z: calculado para C;,HigNOs [M+H]": 254.1028; encontrado:
254.1037.



Materiales y métodos

c) Acido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico, (1). El compuesto 1b (2 g, 8.37 mmol)
se disuelve en una disolucién acuosa de hidroxido de sodio (25 mL, 0.5 M) y se
mantiene a reflujo durante 12 horas. A continuacién se acidifica con acido
clorhidrico concentrado hasta alcanzar un pH de 3.6, y la disolucion se
concentra en rotavapor hasta obtener 1b en forma de precipitado blanco.
Rendimiento: 1.21 g (57.6%). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.36 (s, 2H; CH),
3.80 (s, 3H; CHs). HRMS (ESI): m/z: calculado para CgHgNOs [M+H]": 198.0402;
encontrado: 198.0406. IR: 3566 (m), 2923 (f), 1722 (mf), 1631 (mf), 1602 (f),
1575 (mf), 1480 (f), 1466 (f), 1439 (m), 1410 (f), 1374 (m), 1312 (mf), 1234
(mf), 1214 (m), 1169 (d), 1113 (f), 1048 (mf), 999 (d), 893 (m), 867 (m), 815
(m), 783 (m), 697 (f), 631 (d), 579 (m), 556 (d).

2.1.2.a.2  Acido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-

il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilico (2)

OH
N
| b)
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2-(tiofen-2-il)-1H-pirrolo, (tp). La sintesis de esta molécula ha sido descrita

previamente en biinografl'a.[S]
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a)

b)

1-(3-bromopropil)-2-(tiofen-2-il)-1H-pirrolo, (2a). A una disolucién de tp (3 g,
20 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (300 mL) se le afade 1,3-
dibromopropano (103 mL, 1 mol) bajo una atmésfera de N,. Tras unos minutos
de agitacion, se afiade hidruro de sodio (2 g, 0.05 mol) y la mezcla de reaccién
se mantiene agitando a temperatura ambiente y en oscuridad durante 5 dias.
Posteriormente, el disolvente se elimina en rotavapor obteniéndose un aceite
verde que se disuelve en acetato de etilo (200 mL aprox.), se lava con agua
(2x100 mL) y el color de la disoluciéon cambia a rojo burdeos. La fase organica
se recoge, se seca con sulfato de sodio, se filtra y el disolvente se elimina en
rotavapor hasta obtener un aceite dorado que es purificado por cromatografia
(gel de silice, hexano). Las fracciones que contienen el producto 2a se unifican
y se concentran en rotavapor. Rendimiento: 5 g (92.5%). "H-RMN (300 MHz,
DMSO-dg): 6 7.51 (dd, J=0.7 y 4.6 Hz, 1H; CH), 7.11 (m, 2H; CH), 6.92 (s, 1H;
CH), 6.21 (m, 1H; CH), 6.09 (m, 1H; CH), 4.15 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH,), 3.40 (t,
1=6.4 Hz, 2H; CH,), 2.12 (m, 2H; CH,). HRMS (ESI): m/z: calculado para
C11H12NSBr [M+H]": 269.9952; encontrado: 269.9949.

Dietil 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilato, (2b). A
una disolucion de 1a (0.48 g, 2 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (15
mL) se le afiade hidruro de sodio (0.1 g, 2.5 mmol) bajo una atmdsfera de N, y
en oscuridad, y se mantiene agitando a temperatura ambiente hasta el cese de
desprendimiento de H,. Tras la aparicion de un precipitado blanco se le afiade
una disolucidon de 2a (0.4 g, 1.48 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra, y la
mezcla de reaccidn se mantiene agitando a temperatura ambiente, en
oscuridad y bajo una atmédsfera de N, durante 5 dias. A continuacion, se
elimina el disolvente en rotavapor y se disuelve el producto en diclorometano
(100 mL). Se lava la disolucién con agua (3x50 mL) y la fase acuosa final con
diclorometano (1x50 mL). Las fases orgdnicas se unifican y se secan con sulfato
de sodio, se filtran y el disolvente se elimina en rotavapor obteniéndose 2b de
forma pura. Rendimiento: 670 mg (78.24%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): &
7.61 (s, 2H; CH), 7.42 (dd, J=0.9 y 5.0 Hz, 1H; CH), 7.08 (dd, J=0.9 y 3.3 Hz, 1H;
CH), 7.03 (dd, J=3.6 y 5.0 Hz, 1H; CH), 6.94 (dd, J=1.9 y 2.5 Hz, 1H; CH), 6.19



c)

Materiales y métodos

(dd, J=1.7 y 3.4 Hz, 1H; CH), 6.07 (dd, J=2.9 y 3.4 Hz, 1H; CH), 4.38 (q, J=7.1, 4H;
CH,), 4.24 (t, J=6.8 Hz, 2H; CH,), 4.07 (t, J=5.5 Hz, 2H; CH,), 2.10 (dd, J=7.9y 3.7
Hz, 2H; CH,), 1.34 (t, J=7.1 Hz, 6H; CHs). HRMS (ESI): m/z: calculado para
CyHysN,0:S [M+H]™: 429.1484; encontrado: 429.1492.

Acido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilico, (2). A
una disolucién de 2b (0.67 g, 1.56 mmol) en metanol anhidro (30 mL) se le
afiade gota a gota una disolucién anhidra de metdxido de sodio (3 mL, 1 M). Se
mantiene agitando a temperatura ambiente 1 hora y 3 minutos a 60°C. Se
observa un precipitado blanco que desaparece al bajar el pH a 7 adicionando
Amberlite® (2 cucharadas aprox.) y manteniendo agitando la disolucién
durante 30 minutos. Posteriormente, la disolucién se filtra a vacio y el
disolvente se elimina en rotavapor, obteniéndose 2 en forma de precipitado
amarillo. Rendimiento: 560 mg (62%). AE calculado para (CigHi6N,05S),
(Pm=372.4): C, 58.05; H, 4.33; N, 7.52; S, 8.61. Encontrado: C, 58.61; H, 5.36; N,
6.20; S, 9.29. "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.61 (s, 2H; CH), 7.42 (dd, J=1.1y
5.1 Hz, 1H; CH), 7.09 (dd, J=1.1y 3.5 Hz, 1H; CH), 7.03 (dd, J=3.6 y 5.0 Hz, 1H;
CH), 6.94 (dd, J=1.7 y 2.5 Hz, 1H; CH), 6.19 (dd, J=1.8 y 3.5 Hz, 1H; CH), 6.07 (m,
1H; CH), 4.23 (t, J=6.9 Hz, 2H; CH,), 4.09 (t, J=5.8 Hz, 2H; CH,), 2.08 (dt, J=6.1y
12.6 Hz, 2H; CH,). HRMS (ESI): m/z: calculado para CigHi7N,0sS [M+H]":
373.0858; encontrado: 373.0844. IR: 3224 (m), 2921 (mf), 2857 (m), 1729 (mf),
1603 (m), 1447 (m), 1400 (mf), 1361 (mf), 1194 (f), 1105 (m), 1038 (m), 773
(m), 684 (m).
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2.1.2.a.3  (4-propoxipiridin-2,6-diil)dimetanol (3)
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(4-propoxipiridin-2,6-diil)dimetanol, (3). A una disolucién de 4a (3.17 g, 11.3 mmol)
en diclorometano anhidro (20 mL) y etanol anhidro (50mL) se le afiade borohidruro de
sodio (1 g, 37.6 mmol) bajo una atmésfera de N, y a 0°C. La mezcla de reaccion se
mantiene agitando a esa temperatura durante 30 minutos y posteriormente a
temperatura ambiente durante 2 horas. La disolucion se neutraliza adicionando acido
clorhidrico (1 M) gota a gota. El disolvente se elimina en rotavapor y se adiciona
diclorometano. Aparece un precipitado granulado blanco correspondiente a 3 que se
filtra, lava y seca. Rendimiento: 254 mg (11.40%). AE calculado para (CyoHi5sNO3),
(Pw=197.1): C, 60.88; H, 7.67; N, 7.11. Encontrado: C, 61.00; H, 7.96; N, 7.30. ‘H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg): 6 6.84 (s, 2H; CH), 5.31 (t, J=5.8 Hz, 2H; OH), 4.45 (d, J=5.8 Hz, 4H;
CH,), 4.01 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH;), 1.75 (m, 2H; CH,), 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH3). HRMS
(ESI): m/z: calculado para CyoH1gNO3 [M+H]": 198.1122; encontrado: 198.1122. IR: 3314
(m), 2975 (d), 2926 (d), 2876 (d), 2780 (d), 1599 (mf), 1567 (m), 1432 (m), 1375 (m),
1358 (m), 1323 (f), 1227 (d), 1160 (f), 1126 (m), 1094 (f), 1060 (f), 1034 (mf), 984 (m),
960 (d), 941 (md9, 858 (d), 781 (d), 691 (d), 630 (m), 583 (d), 518 (d).



Materiales y métodos

2.1.2.b Ligandos hidroxo-amino

2.1.2.b.1  Acido 6-(aminometil)-4-propoxipicolinico (4)

La sintesis del ligando se ha llevado a cabo utilizando una modificacién de un

método previamente descrito en biinografia.[G]
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a) Dietil-4-propoxipirimidin-2,6-dicarboxilato, (4a). A una disolucion de 1a (3.03
g, 12.67 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (75 mL) se le afiade hidruro
de sodio (0.62 g, 15.4 mmol) bajo una atmédsfera de N,. La mezcla de reaccién
se mantiene agitando durante 30 minutos. Después de ese tiempo, se afiade
1-yodopropano (5 mL, 50 mmol), y la mezcla de reaccién resultante se
mantiene agitando bajo una atmdsfera de N, durante 72 horas. Después de
ese tiempo, el disolvente se elimina en rotavapor. El producto resultante se
disuelve en diclorometano (50 mL) y se lava con una disolucién acuosa
saturada de hidrégeno carbonato de sodio (1x50 mL) y cloruro de sodio (1x50
mL). La fase orgdnica se recoge, se seca con sulfato de sodio, se filtra y el

disolvente se elimina en rotavapor hasta obtener 4a en forma de precipitado

39



40

Capitulo Il

b)

c)

d)

blanco. Rendimiento: 3.43 g (96.3%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & 7.71 (s,
2H; CH), 4.37 (q, J=7.1 Hz, 4H; CH,), 4.17 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH,), 1.76 (dt, J=6.8 y
13.5 Hz, 2H; CH,), 1.34 (t, J=7.1 Hz, 6H; CH;), 0.99 (t, J=7.5 Hz, 3H; CH;). HRMS
(ESI): m/z: calculado para Ci4H,0NOs [M+H]": 282.1341; encontrado: 282.1336.
Etil 6-(hidroximetil)-4-propoxipicolinato, (4b). A una disolucion de 4a (2.25 g, 8
mmol) en diclorometano anhidro (20 mL) y etanol anhidro (70mL) se le afiade
borohidruro de sodio (0.6 g, 16 mmol) bajo una atmdsfera de N, y a 0°C. La
mezcla de reaccién se mantiene agitando a esa temperatura durante 30
minutos y, posteriormente, a temperatura ambiente durante 4 horas. Se
neutraliza la disolucién adicionando acido clorhidrico (1 M) gota a gota. El
disolvente se elimina en rotavapor y se purifica mediante una cromatografia
en columna para obtener 4b (gel de silice, diclorometano/metanol 98:2
vol/vol). Rendimiento: 1.05 g (62.18%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.39
(d, J=2.3 Hz, 1H; CH), 7.21 (d, J=2.2 Hz, 1H; CH), 5.52 (t, J=5.9 Hz, 1H; OH), 4.55
(d, J=5.8 Hz, 2H; CH,), 4.32 (q, J=7.1 Hz, 2H; CH,), 4.09 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH,),
1.76 (m, 2H; CH;), 1.31 (t, J=7.1 Hz, 3H; CH3), 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH;). HRMS
(ESI): m/z: calculado para CioH14NO, [M+H], fragmento de la molécula:
212.0923; encontrado: 212.0922.

Etil 6-(clorometil)-4-propoxipicolinato, (4c). A una disolucion de 4b (1.05 g, 5
mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (20mL) se le adiciona dicloruro de
tionilo (1.62 mL, 22.4 mmol) bajo atmdsfera de N,, y la mezcla de reaccién se
mantiene agitando durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se elimina el disolvente y el exceso de dicloruro de tionilo en rotavapor para
obtener 4c en forma de sirupo. Rendimiento: 1.28 g (reaccidn cuantitativa).
'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.51 (s, 1H; CH), 7.44 (s, 1H; CH), 4.80 (s, 2H;
CH,), 4.34 (q, J=7.0 Hz, 2H; CH,), 4.13 (t, J=6.4 Hz, 2H; CH,), 1.74 (m, 2H; CH,),
1.31 (t, J=7.1 Hz, 3H; CHs), 0.96 (t, J=7.4 Hz, 3H; CHs). HRMS (ESI): m/z:
calculado para C;,H;7NO5Cl [M+H]": 258.0897; encontrado: 258.0887.

Etil 6-(azidometil)-4-propoxipicolinato (4d). A una disolucién de 4c (1.28 g, 5
mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (20 mL aprox.) se le afiade azida de

sodio (390.1 mg, 6 mmol) bajo una atmaésfera de N,, y la mezcla de reaccién se



e)

1)

Materiales y métodos

mantiene agitando a temperatura ambiente durante 3 horas. El disolvente se
elimina en rotavapor y se adiciona diclorometano (20 mL). El precipitado no
disuelto se filtra, y el disolvente se elimina en rotavapor. Se realiza una
cromatografia para obtener 4d de forma pura (gel de silice,
cloroformo/metanol 9:1 vol/vol). Rendimiento: 710 mg (53.8%). "H-RMN (300
MHz, DMSO-d¢): & 7.49 (d, J=2.3 Hz, 1H; CH), 7.36 (d, J=2.3 Hz, 1H; CH), 4.77 (s,
2H; CH,), 4.34 (q, J=7.1 Hz, 2H; CH,), 4.11 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH,), 1.76 (m, 2H;
CH;), 1.33 (t, J=7.1 Hz, 3H; CH;), 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH;3). HRMS (ESI): m/z:
calculado para C;,Hi7N4O3 [M+H]": 265.1301; encontrado: 265.1302.
6-((tert-butoxi-carbonilamino)metil)-4-propoxipicolinato de etilo, (4e). A una
disolucion de 4d (750 mg, 2.84 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (15
mL) se le afiade trifenilfosfina (745 mg, 2.84 mmol) bajo una atmdsfera de N,,
y la mezcla de reaccion se mantiene agitando a temperatura ambiente durante
3 horas. A continuacidn se afiade agua (2 mL) y se mantiene a reflujo durante
5 horas. el disolvente se elimina en rotavapor y se adiciona tolueno (20 mL),
dicarbonato ditertbutilo (940 mg, 4.30 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (70.14
mg, 0.574 mol). La mezcla de reaccion se mantiene agitando 16 horas, se
elimina el disolvente en rotavapor, se afiade diclorometano (20 mL aprox.) y se
lava con agua (3x75 mL). La fase orgdnica se recoge, se seca con sulfato de
sodio, se filtra, y se elimina el disolvente en rotavapor. El residuo se purifica
mediante una cromatografia en columna para obtener 4e (gel de silice,
hexano/acetato de etilo/diclorometano 6:3:1 vol/vol/vol). Rendimiento: 500
mg (52.09%). "H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & 7.43 (d, J=2.4 Hz, 1H; CH), 7.20
(d, J=2.3 Hz, 1H; CH), 4.33 (q, J=4.3 Hz, 2H; CH,), 4.16 (s, 2H; CH,), 4.08 (t, J=6.5
Hz, 2H; CH,), 1.75 (m, 2H; CH,), 1.44 (s, 9H; CH;), 1.32 (t, J=7.1 Hz, 3H; CH;),
0.97 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para Cy7H,7;N;05 [M+H]™:
339.1936; encontrado: 339.1920.

Etil 6-(aminometil)-4-propoxipicolinato, (4f). A una disolucidon de 4e (500 mg,
1.48 mmol) en diclorometano (1 mL aprox.) se le afiade acido trifluoroacético
(1.81 mL, 25.86 mmol) gota a gota y se mantiene agitando a temperatura

ambiente durante 6 horas. A continuacién, se afiade tolueno (5 mL) y se
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g)

elimina el disolvente en rotavapor. El residuo se purifica mediante una
cromatografia en columna para obtener 4f (gel de silice,
diclorometano/metanol 7:3 vol/vol). Rendimiento: 350 mg (99.35%). "H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg): 6 7.45 (s, 1H; CH), 7.13 (s, 1H; CH), 4.33 (dd, J=7.2 y 14.0
Hz, 2H; CH,), 4.06 (m, 4H; CH,), 1.75 (m, 2H; CH,), 1.30 (t, J=6.7 Hz, 3H; CH;),
0.97 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para Ci;H1gNO3 [M+H],
fragmento de la molécula: 210.1130; encontrado: 210.1139.

Acido 6-(aminometil)-4-propoxipicolinico, (4). A una disolucién de 4f (350 mg,
1.24 mmol) en metanol (50 mL) se le adiciona metéxido de sodio (1 mL, 1 M) y
se deja agitando a temperatura ambiente durante 48 horas. Tras ese tiempo,
aparece un precipitado. A la disolucion se le afiaden 2 cucharadas de
Amberlite® y se deja agitando hasta que el pH de la disolucién es neutro. Se
filtra y la disolucion se deja evaporar hasta que precipita 4 de forma pura.
Rendimiento: 282 mg (90%). ‘H-RMN (300 MHz, DMSO-de): 7.35 (s, 1H; CH),
7.08 (s, 1H; CH), 4.06 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH,), 3.85 (s, 2H; CH;), 1.74 (m, 2H; CH,),
0.97 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para C;,H;9N,05 [M+H]™:
239.1396; encontrado: 239.1391. IR: 3422 (m), 1684 (f), 1439 (d), 1381 (d),
1208 (f), 1142 (m), 848 (d), 803 (d), 725 (d), 668 (md), 604 (md), 521 (md).



Materiales y métodos

2.1.2.b.2  Acido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilico (5)
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a) Metil 8-nitro-4-propoxiquinolina-2-carboxilato y propil 8-nitro-4-
propoxiquinolina-2-carboxilato, (5a y 5a’). A una disolucidon de metil-8-nitro-4-
oxo-1,4-dihidroquinolina-2-carboxilato, NOqui, (1.5 g, 6.09 mmol) en N,N-
dimetilformamida anhidra (50 mL) se le afiade hidruro de sodio (0.36 g, 9.14
mmol) bajo una atmdsfera de N,. La mezcla de reaccién se mantiene agitando
a temperatura ambiente durante 30 minutos, se aflade 1-yodopropano (5 mL,
51.26 mmol) y se mantiene agitando a temperatura ambiente durante 6 dias.
Se elimina el disolvente en rotavapor y se afiade tolueno (100 mL). Se lava con
agua (2x75 mL) y la fase orgdnica se recoge, se seca con sulfato de magnesio,
se filtra y se elimina el disolvente en rotavapor. El residuo se purifica mediante
una cromatografia en columna para obtener una mezcla de 5ay 53’ (1:1), que
no se pudo separar (gel de silice, hexano/acetato de etilo 8:2 vol/vol).
Rendimiento: 2 g. 5a ‘H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 8.46 (d, J=8.7 Hz, 1H;
CH), 8.35 (d, J=7.4 Hz, 1H; CH), 7.83 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.68 (s, 1H; CH), 4.38
(t, 1=6.2 Hz, 2H; CH,), 3.95 (s, 3H; CH3), 1.94 (m, 2H; CH,), 1.09 (t, J=7.3 Hz, 3H;
CHs). 5a' "H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): & 8.47 (d, J=8.5 Hz, 1H; CH), 8.37 (d,
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b)

c)

J=7.5 Hz, 1H; CH), 7.85 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.66 (s, 1H; CH), 4.37 (m, 4H; CH.,),
1.94 (m, 2H; CH,), 1.78 (m, 2H; CH,), 1.11 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH,), 1.01 (t, J=7.4
Hz, 3H; CHs).

Metil ~ 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilato y  propil ~ 8-amino-4-
propoxiquinolina-2-carboxilato, (5b y 5b’). A una disolucion de 6a y 6a’ (2g) en
metanol previamente purificado con “carbén activo” (200 mL) se le aflade una
cantidad catalitica de Pd/C (200 mg, 10%). La mezcla de reaccién se mantiene
agitando bajo una atmadsfera de H, (1 atm) durante 40 horas, se filtra sobre
Cellite® y el disolvente se elimina en rotavapor para obtener Ia
correspondiente mezcla de 5b y 5b’ en forma de sirupo amarillo. Rendimiento:
1g.5by 5b’ "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.46 (d, J=4.6 Hz, 2H; CH), 7.38 (t,
J=7.8Hz, 2H; CH), 7.29 (d, J=8.1Hz, 2H; CH), 6.9 (d, J=7.5 Hz, 2H; CH), 6.02 (s,
4H; NH,), 4.26 (t, 1=6.4 Hz, 4H; CH,), 4.11 (q, J=5.2 Hz, 2H; CH,), 3.95 (s, 3H;
CHs), 1.90 (dq, J=7.3 y 14.4 Hz, 4H; CH,), 1.79 (m, 2H; CH,), 1.08 (t, J=7.4 Hz,
6H; CH;), 1.04 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH;). 5b HRMS (ESI): m/z: calculado para
CisH17N,0;5 [M+H]™: 261.1239; encontrado: 261.1232. 5b’ HRMS (ESI): m/z:
calculado para Cy6H,1N,03 [M+H]": 289.1552; encontrado: 289.1543.

Acido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilico, (5). A una disolucién de 5b y
5b’ (1 g) en metanol anhidro (20 mL) se le afiade gota a gota una disolucion de
metdxido de sodio (10 mL, 1 M) en metanol anhidro. La mezcla de reaccién se
mantiene agitando a temperatura ambiente durante 12 horas v,
posteriormente, se calienta a 60°C durante 2 horas. El pH se ajusta a 7
adicionando Amberlite® (0.5 g aprox.), se filtra y el disolvente se elimina en
rotavapor para obtener 5 en forma de precipitado marréon. Rendimiento: 900
mg. AE calculado para (Cy3H14N503)(H20)g65, (Pm=257.9): C, 60.51; H, 5.98; N,
10.86. Encontrado: C, 60.50; H, 5.54; N, 10.59. '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢): 6
12.74 (s, 1H; OH), 7.48 (s, 1H; CH), 7.38 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.24 (d, J=8.42 Hz,
1H; CH), 6.89 (d, J=7.8 Hz, 1H; CH), 6.52 (s, 2H; NH,), 4.27 (t, J=6.4 Hz, 2H; CH.,),
1.90 (m, 2H; CH,), 1.08 (t, J=7.3 Hz, 3H; CH;). HRMS (ESI): m/z: calculado para
Ci3H1sN,05 [M+H]": 247.1083; encontrado: 247.1073. IR: 3334 (m), 3140 (f),
2969 (m), 1682 (f), 1634 (f), 1608 (d), 1579 (f), 1536 (f), 1488 (mf), 1458 (m),
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1430 (f), 1352 (mf), 1304 (m), 1281 (d), 1255 (d), 1217 (d), 1124 (d), 1075 (m),
1028 (m), 938 (md), 891 (m), 854 (d), 799 (m), 774 (m), 747 (m), 720 (m), 623
(d), 604 (d9, 578 (d), 562 (d), 527 (d), 508 (md), 482 (md).

2.1.2.b.3  Acido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilico (6)

OH o/ o/ 0/
S a) ~ b) = ) N
—_— —_— B
o]
N/ 8 N/ ° N/ ° N/
NO, /o NO, /o NH, /0 NH, OH
6a 6b 6

NOqui

8-nitro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-2-carboxilato, (NOqui). La sintesis de este
compuesto se llevd a cabo de acuerdo con un método descrito previamente en

bibliografia.m

a) Metil 4-metoxi-8-nitroquinolina-2-carboxilato, (6a). A una disolucién de NOqui
(2g, 8.06 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (200 mL) se le afiade
hidruro de sodio (0.3226 g, 8.06 mmol) bajo una atmadsfera de N,. Se mantiene
agitando a temperatura ambiente durante 30 minutos, se le afiade
yodometano (2.5 mL, 40.2 mmol) y se mantiene agitando a temperatura
ambiente durante 12 horas. Se elimina el disolvente en rotavapor y se afiade
diclorometano (500 mL), tras lo que aparece un precipitado insoluble que se
elimina por filtracidn. La disolucién se lava con una disolucién acuosa de
hidrégeno carbonato de sodio al 10% (4x100 mL) y cloruro de sodio (2x100
mL). La fase organica se recoge, se seca con sulfato de magnesio, se filtra y el
disolvente se elimina en rotavapor. El precipitado se recristaliza en etanol, se
filtra y se seca a vacio obteniendo el producto 6a. Rendimiento: 1.3 g (61.5%).
'H-RMN (400 MHz, DMSO-de): & 8.42 (d, J=8.5 Hz, 1H; CH), 8.35 (d, J=7.5 Hz,
1H; CH), 7.83 (t, J=8.0 Hz, 1H; CH), 7.68 (s, 1H; CH), 4.19 (s, 3H; CH3), 3.97 (s,
3H; CH;).
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b)

c)

Metil 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilato, (6b). A una disolucién de 6a
(1.3 g, 4.96 mmol) en metanol (120 mL) se le aflade una cantidad catalitica de
Pd/C (130 mg, 10%). La mezcla se mantiene agitando a temperatura ambiente
y bajo una atmdsfera de H, (1 atm) durante 24 horas. A continuacion, se filtra
a través de Cellite® para eliminar el Pd/C vy el filtrado se lleva a sequedad en
rotavapor obteniéndose 6b en forma de precipitado amarillo. Rendimiento:
1.17 g (99.7%). AE calculado para (Cy,H15N,03)(H,0)05, (Pm=236.7): C, 60.89;
H, 5.29; N, 11.84. Encontrado: C, 60.05; H, 6.13; N, 11.85. 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg): 6 7.49 (s, 1H; CH), 7.37 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.28 (d, J=8.2 Hz, 1H;
CH), 6.96 (dd, J=2.2 y 7.6 Hz, 1H; CH), 4.08 (s, 3H; CH;), 3.94 (s, 3H; CHs). HRMS
(ESl): m/z: calculado para Ci;pHipN,O; [M+H]™: 233.0926; encontrado:
233.0845.

Acido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilico, (6). Una disolucién de 6b
(1.165 g, 5.02 mmol) en hidroxido de sodio (120 mL, 0.5 M) se mantiene a
reflujo durante 24 horas. La mezcla de reaccion se enfria, se acidifica con una
disolucidn de acido clorhidrico al 20% hasta alcanzar un pH de 5.3 y se enfria a
4°C durante 2 horas. El precipitado se filtra, lava y seca obteniendo el
producto 6. Rendimiento: 1.06 g (96%). AE calculado para (C;1H1oN,03)(H,0)g5,
(Pm=227.2): C, 58.15; H, 4.85; N, 12.33. Encontrado: C, 58.17; H, 5.22; N, 12.15.
'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg): & 12.79 (d, J=11.5 Hz, 1H; OH), 7.49 (s, 1H; CH),
7.36 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.20 (d, J=8.1 Hz, 1H; CH), 6.87 (d, J=7.6 Hz, 1H; CH),
6.53 (s, 2H, NH.,), 4.08 (s, 3H, CH,). IR: 3440 (f), 3335 (d), 3113 (d), 1366 (md),
1340 (md), 1692 (d), 1638 (m), 1586 (d), 1541 (m), 1487 (m), 1416 (d), 1353
(m), 1080 (m), 1044 8md), 893 (md), 793 (d), 774 (d), 736 (d), 716 (d), 617
(md), 465 (d).
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2.1.2.c Ligandos amino-amino

2.1.2.c.1  Piridin-2,6-diildimetanamina (7)

X X X
a) b) >
= = =
N N N
Br N3 N3 NH

2 NH,

2,6-bis(bromometil)piridina Ta 7

a)

b)

2,6-bis(azidometil)piridina (7a). A una disolucion de 2,6-
bis(bromometil)piridina (0.25g, 1 mmol) en etanol:agua (10:1) se le afiade
azida de sodio (0.62 g, 10 mmol) y se mantiene a reflujo durante 48 horas. El
disolvente se elimina en rotavapor y se le afiade diclorometano (100 mL). Se
lava con una disolucidn acuosa de hidrégeno carbonato de sodio al 10%
(1x100 mL) y otra de cloruro de sodio (1x100 mL). La fase orgénica se recoge,
se seca con sulfato de magnesio, se filtra y el disolvente se elimina en
rotavapor para obtener 7a en forma de sirupo amarillo. Rendimiento: 100 mg
(77.3%). "H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 7.86 (td, J=1.2 y 7.8 Hz, 1H; CH), 7.38
(d, J=7.7 Hz, 2H; CH), 4.51 (s, 4H; CH,). C-RMN (500 MHz, DMSO-d¢): & 54.66
(CH,), 122.07 (CH), 138.75 (CH), 156.21 (C). IR: 2929 (d), 2109 (mf), 1718 (d),
1594 (m), 1576 (m), 1458 (m), 1435 (d), 1332 (m), 1280 (f), 1159 (d), 1095
(md), 996 (d), 902 (md), 797 (d), 761 (m), 655 (d), 556 (d).

Piridin-2,6-diildimetanamina (7). A una disolucién de 7a (40 mg, 0.3 mmol) en
metanol (3 mL) previamente purificado con “carbdn activo” se le afiade una
cantidad catalitica de Pd/C (6 mg, 10% aprox.). La mezcla de reaccién se
mantiene agitando bajo una atmdsfera de H, (3 atm) durante 16 horas, se
filtra sobre Cellite® y el disolvente se elimina en rotavapor para obtener 7a en
forma de sirupo amarillo. Rendimiento: reaccién cuantitativa. "H-RMN (400
MHz, DMSO-dg): & 7.88 (t, J=7.7 Hz, 1H; CH), 7.40 (d, J=7.7 Hz, 2H; CH), 4.52 (s,
4H; CH,). BC-RMN (500 MHz, DMSO-dg): & 54.67 (CH,), 122.07 (CH), 138.74

47



48

Capitulo Il

(CH), 156.19 (C). HRMS (ESI): m/z: calculado para C;H;;N; [M+H]™: 138.1031;

encontrado: 138.1029.

2.1.3 Complejos metalicos

2.1.3.a Complejos primarios de Pd(ll), Pt(ll) y Cu(ll) con
ligandos hidroxo-hidroxo

2.1.3.a.1  [Pd(cheld)(NCCHs)], cheldPd

OH OH
X PdCl,(CH;CN), | N
o _ o - o) N/ o
N |
O—Pd—O
OH OH
NCCHjg
cheld cheldPd

Sintesis del complejo [Pd(cheld)(CH;CN)], cheldPd. Una suspension de PdCl, (354.66
mg, 2 mmol) en acetonitrilo (60 mL) se mantiene a reflujo durante 30 minutos hasta su
completa disolucién. Se filtra a temperatura ambiente para eliminar las impurezas
insolubles y a continuacién se le afiade una disolucién de cheld (366.24 mg, 2 mmol) en
agua (50 mL). La mezcla de reaccion se mantiene a reflujo durante 12 horas.
Posteriormente, se deja enfriar a temperatura ambiente, apareciendo el producto
cheldPd como un precipitado naranja que se recoge por filtracién, se lava y se seca. La
disolucidn se deja evaporar a temperatura ambiente obteniéndose mas producto por
evaporacion. Rendimiento: 350 mg (68.47%). AE calculado para Pd(C;H3NOs)(CH3CN),
(Pw=328.6): C, 32.92; H, 1.83; N, 8.53. Encontrado: C, 32.65; H, 1.96; N, 8.51.'"H-RMN
(400 MHz, DMSO-ds, 75°C): 8 7.05 (s, 2H, CH,,), 2.03 (s, 3H, CH3zacer)- IR: 3458 (m), 3022
(m), 2928 (m), 2716 (d), 2597 (d), 2334 (m), 2309 (md), 1684 (mf), 1628 (mf), 1582 (md),
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1458 (f), 1359 (mf), 1269 (m), 1228 (m), 1176 (md), 1085 (mf), 924 (m), 911 (m), 799
(m), 757 (m), 701 (md), 638 (m), 571 (m), 460 (m).

2.1.3.a.2 [Pd(2)CI], 1Pd
OCHs B OCHs 1o
X
AN ®
PACL(CH3CN), . | P o | Na
o _ o > N
N |
O—Pd—O
OH OH |
L Cl -
1 1Pd

Sintesis del complejo [Pd(1)Cl], 1Pd. Una suspensién de PdCl, (148 mg, 0.5 mmol)
en acetonitrilo (10 mL) se mantiene a reflujo durante 30 minutos hasta su completa
disolucion. Se filtra a temperatura ambiente para eliminar impurezas insolubles y, a
continuacion, se afiade sobre una disolucion de 1 (136.6 mg, 0.5 mmol) en agua (5 mL)
con unas gotas de una disolucién de hidréxido de sodio saturada. La mezcla de reaccién
se calienta sin que llegue a ebullicion y se mantiene agitando durante 5 minutos. A
continuacioén, se concentra en rotavapor hasta que empieza a precipitar el complejo
1Pd. Se guarda el matraz en el frigorifico durante unas horas, tras lo cual el precipitado
de color naranja se filtra, lava y seca. Rendimiento: 130 mg (65.42%). AE calculado para
[Pd(CgHsNOs)CI](Na)(H,0),.4, (Pm=397.8): C, 24.15; H, 2.33; N, 3.52. Encontrado: C, 24.13;
H, 3.13; N, 3.78. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.25 (s, 2H; CH), 3.99 (s, 3H; CH;). IR:
3411 (d), 1615 (mf), 1473 (f), 1398 (f), 1329 (f), 1259 (d), 1128 (m), 1059 (f), 931 (d), 878
(d), 796 (m), 741 (m), 598 (md), 537 (md), 481 (d).
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2.1.3.a.3  [Pd(2)(H,0)], 2Pd

—
N\ _-S
O/\/\N \
—
| X
0 o. = o
|
OH O—Pld (o]
H,0
2 2Pd

Sintesis del complejo [Pd(2)(H,0)], 2Pd. Una suspension de PdCl, (209 mg, 0.8
mmol) en acetonitrilo (50 mL) se mantiene a reflujo durante 30 minutos hasta su
completa disoluciéon. Se filtra a temperatura ambiente para eliminar impurezas
insolubles y, a continuacion, se le afiade gota a gota una disolucion de 2 (300 mg, 0.8
mmol) en una mezcla de acetonitrilo:agua (20 mL, 3:4). A medida que se va
completando la adicion, la disolucidn inicial de color naranja intenso se va oscureciendo
a la vez que empieza a aparecer un precipitado. En ese momento, el pH de la reaccién
estd en torno a 5. La mezcla de reaccion se mantiene agitando a 60°C durante 2 horas
en oscuridad. La disolucion se filtra en caliente y el precipitado oscuro se desecha. La
disolucién de color naranja se guarda en oscuridad para dejarla evaporar a temperatura
ambiente. El complejo que precipita después de 4 dias (165 mg) se filtra, lava, y seca, y
se disuelve en diclorometano:metanol (40 mL, 6:4). La disolucién se concentra en
rotavapor hasta que precipita el complejo 2Pd de color naranja que se filtra, lava y seca.
Rendimiento: 40 mg (9.8%). AE calculado para [Pd(CigH14N,0sS)(H,0)]-(H,0),
(Pm=512.83): C, 42.15; H, 3.53; N, 5.46; S, 6.25. Encontrado: C, 42.04; H, 3.39; N, 5.17; S,
5.24. "H-RMN (300 MHz, DMSO-d): & 7.43 (s, 1H, CH), 7.23 (s, 2H, CH), 7.15 (s, 1H; CH),
7.02 (s, 1H; CH), 6.87 (s, 1H; CH), 6.17 (s, 1H; CH), 6.05 (S, 1H; CH), 4.22 (m, 2H; CH,),
4.09 (m, 2H; CH;), 2.04 (m, 2H; CH,). IR: 3419 (m), 3098 (d), 2925 (d), 1660 (mf), 1612
(mf), 1446 (m), 1347 (mf), 1127 (d), 1089 (m), 1057 (d), 794 (m), 755 (d), 627 (md), 575
(md), 453 (md).
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2.1.3.a.4  [Pd(3),Cl,], 3Pd

he

IO | §
Na,PdCl 7 OH
| D T OH
N/ OHC /Pd/CI
| \N AN
OH OH Ho |
F O/\/
3 3Pd

Sintesis del [Pd(3),Cl,], 3Pd. A una disoluciéon de 3 (98.62 mg, 0.5 mmol) en una
mezcla de agua:acetonitrilo (20 mL, 9:1) se le afiade gota a gota una disolucién de
Na,PdCl, (147.1 mg, 0.5 mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando a 75°C durante
12 horas. El precipitado oscuro que se observa se filtra y desecha. El filtrado de color
amarillo se guarda en oscuridad, se deja evaporar a temperatura ambiente y, después
de varios dias, precipita una pequefia cantidad de un sdlido de color oscuro que se
desecha. A las tres semanas se obtienen cristales romboédricos de 3Pd aptos para su
analisis por difraccidon de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 30 mg (11.2%). AE
calculado para [Pd(CyoH15NO3),Cl5](H20),5, (Pm=616.82): C, 38.94; H, 5.71; N, 4.54.
Encontrado: C, 38.84; H, 6.09; N, 5.39. ‘H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 7.05 (s, 4H; CH),
6.17 (t, J=5.7 Hz, 4H; OH), 5.13 (d, J=5.8 Hz, 8H; CH,), 4.13 (t, J=6.5 Hz, 4H; CH,), 1.77 (m,
4H; CH,), 0.98 (t, J=7.3 Hz, 6H; CH;). IR: 3446 (f), 3338 (m), 2968 (m), 2934 (d), 2882 (d),
1742 (f), 1618 (mf), 1515 (m), 1445 (f), 1384 (m), 1310 (m), 1226 (f), 1160 (m), 1073 (f),
919 &d), 854 (d), 601 (md), 537 (md), 476 (md).
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2.1.3.a.5 [Pt(cheld)(CHsCN)], cheldPt

OH OH
N | X
KthCl4 O P4 o
o) > 0 ——» N
N
0——Pt—0
OH OH

NCCH;
cheld cheldPt

Sintesis del complejo [Pt(cheld)CH;CN], cheldPt. A una disolucién de K,PtCl, (204.9
mg, 0.5 mmol) en agua (28 mL) y acetonitrilo (2 mL) se le afiade una disolucién de cheld
(98.4 mg, 0.5 mmol) en agua (20 mL), que ha estado previamente a reflujo durante 30
minutos. La disolucidn final se mantiene a reflujo durante 2 horas, observandose como
su color cambia de rojo a amarillo. Tras ese tiempo, aparece un precipitado amarillo
correspondiente al complejo cheldPt que se filtra, lava y seca. Rendimiento: 133.6 mg
(64.03%). AE calculado para [Pt(C;H3NOs)(CHsCN)], (P,=417.2): C, 25.89; H, 1.43; N, 6.71.
Encontrado: C, 25.97; H, 1.53; N, 6.29. '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.26 (s, 2H,
CHpy), 2.07 (s, 3H, CH3 acet)- IR: 3053 (d), 1703 (mf), 1647 (mf), 1617 (md), 1455 (m), 1353
(mf), 1275 (d), 1220 (md), 1092 (f), 925 (d), 906 (d), 819 (md), 795 (d), 769 (md), 642 (d),
565 (md), 469 (d).
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K[Pt(1)Cl], 1Pt
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—
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Materiales y métodos

Sintesis del complejo K[Pt(1)Cl], 1Pt. La sintesis de este complejo se llevd a cabo

siguiendo el procedimiento descrito en bibliograﬁa.[s] Fue posible la obtencién de

cristales en forma de agujas que permitieron estudiar la estructura del complejo 1Pt

mediante difraccion de rayos X (véase Anexo Il). AE calculado para K[Pt(CsHgNOs),Cl],

(P,=660.95): C, 29.05; H, 1.83; N, 4.23. Encontrado: C, 30.98; H, 2.99; N, 4.57. 'H-RMN

(400 MHz, DMSO-dg): & 7.70 (s, 2H, CH), 3.98 (s, 3H; CHs). IR: 3434 (m), 1653 (mf), 1614
(mf), 1482 (f), 1353 (f), 1256 (f), 1067 (f), 1015 (d), 909 (m), 794 8m), 709 (m), 652 (md),
623 (md), 562 (d), 498 (md), 412 (md).
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2.1.3.a.7 [Cu(1)(H,0),], 1Cu

\O
\O

A

X 0 | o

Cu(CH;CO0), N
(0] (0] =

N/ 0 0\ | /O

Cu
OH OH

| \OH2
OH,

1 1Cu

Sintesis del complejo [Cu(1)(H,0),], 1Cu. A una disolucién de Cu(CH;C0O0),-H,0 (98
mg, 0.49 mmol) en agua (15 mL) se le afiade gota a gota una disolucion de 1 (99 mg, 0.5
mmol) en agua (20 mL), y se mantiene agitando a 90°C durante 30 minutos. Tras ese
tiempo, se observa la aparicién de un precipitado de color azul que se filtra, lava y seca.
El filtrado se deja evaporar a temperatura ambiente y aparecen unos cristales de 1Cu
que fueron aptos para su analisis por difracciéon de rayos X (véase Anexo ).
Rendimiento: 68 mg (50%). AE calculado para [Cu(CgH;NOg)](H,0)11, (Pm=296.5): C,
32.40; H, 3.13; N, 4.72. Encontrado: C, 32.55; H, 3.75; N, 4.81. IR: 3445 (m), 1645 (mf),
1471 (m), 1375 (mf), 1121 (m), 1072 (f), 1007 (m), 889 (m), 795 (m), 743 8m), 697 8d),
649 (d), 607 (d), 576 (m), 530 (d), 453 (d), 421 (d).



Materiales y métodos

2.1.3.b Complejos primarios Pd(ll), Pt(ll) y Cu(ll) con
ligandos hidroxo-amino

2.1.3b.1  [Pd(5)(NOs)], 5Pd
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5 5Pd

Sintesis del complejo [Pd(5)(NOs)], 5Pd. A una disolucién de Pd(NOs),-2H,0 (333.1
mg, 0.5 mmol) en agua (10 mL) se le afiade una disolucién de 5 (123.1 mg, 0.5 mmol) en
una mezcla de acetonitrilo:agua (30 mL, 4:3), y el pH se ajusta entre 4-5 con una
disolucién concentrada de hidréxido de sodio. La disolucién se mantiene agitando
durante 30 horas a temperatura ambiente y 2 horas a 50°C, en oscuridad. Tras ese
tiempo, se filtra para eliminar impurezas, y el filtrado se guarda la disolucién en
oscuridad, dejandolo evaporar a temperatura ambiente. Después de una semana,
precipita el complejo 5Pd en forma de polvo de color marrén que se filtra, lava y seca.
AE calculado para [Pd(C;3H;13N,03)(NOs)](Pd(NO3),)08(H20)0ss, (Pm=613.3): C, 25.46; H,
2.42; N, 10.51. Encontrado: C, 25.53; H, 2.70; N, 10.42. "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): &
8.81 (d, J=7.1 Hz, 1H; CH), 8.67 (d, J=8.4 Hz, 1H; CH), 7.98 (t, J=8.0 Hz, 1H; CH), 7.50 (s,
1H; CH), 4.50 (m,2H; CH,), 1.92 (dd, J=7.1y 14.0 Hz, 2H; CH,), 1.08 (t, J=7.1 Hz, 3H; CH;).
HRMS (ESI): m/z: calculado para Cy3H14N306Pd [M+H]": 413.9917; encontrado: 413.0502.
IR: 3429 (m), 3078 (d), 2969 (d), 2934 (md), 2879 (md), 1673 (mf), 1625 (d), 1584 (mf),
1529 (mf), 1470 (md), 1423 (f), 1371 (md), 1336 (mf), 1284 (md), 1135 (m), 1016 (m),
891 (m), 789 (m), 758 (m), 739 (d), 639 (md), 588 (d), 501 (md).
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2.1.3.b.2  [Pd(6)Cl], 6Pd
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Sintesis del complejo [Pd(6)Cl], 6Pd. Una disolucién de PdCl, (54.18 mg, 0.18 mmol)
en acetonitrilo (20 mL) se mantiene a reflujo durante 30 minutos. La disolucion se filtra
en caliente para eliminar las impurezas insolubles y, a continuacién, se adiciona sobre
una disolucién en caliente de 6 (40 mg, 0.18 mmol) en una mezcla de acetonitrilo:agua
(20 mL, 4:1). Aparece un precipitado amarillo, y la mezcla de reaccién resultante se
mantiene agitando a 60°C durante 2 horas, en oscuridad. A continuacion, el precipitado
correspondiente a 6Pd se filtra, lava y seca. Rendimiento: 50 mg (75.3%). AE calculado
para [Pd(Cy;HgN,05)Cl](H20)06s, (Prm=368.8): C, 35.79; H, 2.76; N, 7.59. Encontrado: C,
35.78; H, 2.60; N, 7.63. "H-RMN (500 MHz, DMSO-de): & 8.03 (s, 2H; NH.), 8.03 (d, J=8.3
Hz, 1H; CH), 7.77 (t, J=7.8 Hz, 1H; CH), 7.71 (d, J=7.3 Hz, 1H; CH), 7.29 (s, 1H; CH), 4.23 (s,
3H; CH;). *C-RMN (500 MHz, DMSO-dg): & 58.41 (CHs), 102.51 (CH), 121.37 (CH), 123.06
(C), 129.06 (CH), 130.91 (CH), 141.77 (C), 145.76 (C), 151.18 (C), 165.57 (C), 172.17 (C).
IR: 3207 (m), 3135 (m), 3059 (d), 1659 (mf), 1589 (d), 1554 (d), 1511 (f), 1469 (m), 1389
(f), 1323 (f), 1284 (d), 1236 (d), 1188 (md), 1145 (m), 1055 (f), 890 (d), 790 (d), 762 (m),
729 (md), 687 (md), 646 (md), 601 (md), 543 (md), 472 (md).



Materiales y métodos

2.1.3.b.3  [Cu(4)(CH;CO0)(H,0)], 4Cu
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Sintesis del complejo [Cu(4)(CH3;COO)(H,0)], 4Cu. A una disolucion de
Cu(CH;C00),.H,0 (100.4 mg, 0.5 mmol) en agua (20 mL) se le afiade una disolucién de 4
en una mezcla de acetonitrilo:agua (9.32 mL, 0.5 mmol, 95.19 mM), y se mantiene
agitando a 50°C durante 1 hora. Tras ese tiempo, se filtra, y la disolucion se guarda para

que cristalice.

Ya que fue imposible la obtencién de un precipitado para el analisis y estudio del
complejo en estado sdlido, se llevd a cabo su determinacion en disolucién mediante la
técnica de ESI-MS. HRMS (ESI): m/z: calculado para Cj,Hi7N,0sCu [M+H]": 332.0433;
encontrado: 332.0437. IR: 3479 (f), 3373 (f), 3267 (f), 2292 (d), 2240 (d), 1602 (mf), 1444
(mf), 1358 (d), 1053 (m), 1033 (d), 691 (f), 628 (f), 521 (m).
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2.1.3.b.4  [Cu(5),]-(H,0),, 5Cu
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Sintesis del complejo [Cu(5),]-(H;0),, 5Cu. A una disolucién de Cu(CH;COO),-H,0
(49.9 mg, 0.25 mmol) en agua (20 mL) se le afiade gota a gota una disolucién en caliente
de 5 (124 mg, 0.5 mmol) en una mezcla de acetonitrilo:agua (60 mL, 4:1), y se mantiene
agitando a 50°C durante 1 hora y 30 minutos. La disolucién inicial de color azul cambia a
marrén en el transcurso de la adicion. Después de ese tiempo, la disolucidn se guarda a
la espera de que precipite el producto. Al cabo de unos dias aparece un precipitado de
color marrén correspondiente al complejo 5Cu que se filtra, lava y seca. Posteriormente,
de las aguas madres, se pudieron obtener cristales de 5Cu aptos para su analisis por
difraccién de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 123 mg (82.3%). AE calculado para
[Cu(Cy3H13N,03),](H20)25, (P=598.1): C, 52.16; H, 5.22; N, 9.36. Encontrado: C, 52.13; H,
5.31; N, 9.64. HRMS (ESI): m/z: calculado para C,gH3iN,OgCu [M+H]": 590.1438;
encontrado: 590.1118. IR: 3435 (m), 3325 (d), 3200 (d), 2966 (d), 2927 (md), 2876 (d),
1644 (m), 1626 (f), 1595 (f), 1510 (f), 1470 (m), 1422 (m), 1373 (f), 1319 (f), 1252 (md),
1143 (d), 1064 (m), 1028 (m), 947 (d), 896 (d), 867 (d), 785 (m), 762 (m), 569 (d).



Materiales y métodos

2.1.3.c Complejos primarios de Pd(ll) y Cu(ll) con ligando
de tipo amino-amino

2.1.3.c.1  [Pd(CHsCN)(pidiam)], pidiamPd
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Sintesis del complejo [Pd(CH;CN)(pidiam)], pidiamPd. A una suspension de pidiam
(85.1 mg, 0.5 mmol) en acetonitrilo:agua (25 mL, 4:3) se le afiade gota a gota una
disolucién de Na,PdCl, (147.1 mg, 0.5 mmol) en agua (5 mL), y se mantiene agitando 12
horas a temperatura ambiente. El color de la disolucién cambia de naranja a amarillo, y
aparece un precipitado que se desecha. La disolucién se guarda en oscuridad y, tras 20
dias, precipita el complejo pidiamPd, que se filtra, lava y seca. Rendimiento: 10 mg
(5.6%). AE calculado para [Pd(NCCHs)(C;HsNs0,)](CH3CH,0H), (P.,=356.0): C, 37.07; H,
3.96; N, 15.73. Encontrado: C, 37.01; H, 3.48; N, 15.39. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): &
8.32 (t, J=7.6 Hz, 1H; CH), 7.77 (d, J=7.1 Hz, 2H; CH), 6.4 (s, 2H; NH). HRMS (ESI): m/z:
calculado para CsHgN,O,Pd [M+H]": 310.9760; encontrado: 310.9724. IR: 3319 (d), 3303
(d), 1641 (d), 1585 (m), 1390 (d), 1259 (d), 1150 (d), 1092 (d), 835 (md), 765 (d), 692 (d),
588 (d), 476 (d).

59



60

Capitulo Il

2.1.3.c.2  [Pd(7)(CN)],-(PdCly)-(H,0), 7Pd
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Sintesis del complejo [Pd(7)(Cl)],(PdCl,)-(H,0), 7Pd. A una disolucién en caliente de
7 (79.6 mg, 0.58 mmol) en metanol:agua (10 mL) se le aflade gota a gota una disolucién
de Na,PdCl, (170.74 mg, 0.58 mmol) en agua (5 mL), que da lugar a la aparicién
instantdanea de un precipitado amarillo. La suspensién se mantiene agitando durante 1
hora a 40-45°C. El precipitado correspondiente al complejo 7Pd se filtra, lava y seca.
Después de unos dias, de las aguas madres se obtienen cristales de 7Pd aptos para su
andlisis por difraccion de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 141.2 mg (28.27%). AE
calculado para [Pd(C;H1;N5Cl)]5(PdCly)(H,0)1.75(CH3CH,0H)os, (P,=860.9): C, 20.93; H,
3.34; N, 9.76. Encontrado: C, 20.96; H, 3.38; N, 9.64. "H-RMN (400 MHz, DMSO-d;): &
8.05 (t, J=7.9 Hz, 1H; CH), 7.46 (d, J=8.0 Hz, 2H; CH), 5.63 (s, 2H; NH), 4.39 (t, J=5.9 Hz,
4H; CH,). C-RMN (400 MHz, DMSO-de): & 54.81 (C), 120.20 (CH,), 140.43 (CH), 163.06
(CH). IR: 3499 (m), 3204 (m), 3110 (d), 2927 (d), 1603 (m), 1576 (m), 1476 (m), 1426 (d),
1255 (md), 1168 (m), 1095 (md), 986 (md), 799 (d), 556 (md), 498 (md).



Materiales y métodos

2.1.3.c3  [Cu(7)(NO3)]-(NOs), 7Cu
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Sintesis del complejo [Cu(7)(NO3)](NOs), 7Cu. A una disoluciéon de Cu(NOs),-3H,0
(241 mg, 1 mmol) en agua (5 mL) se le afiade gota a gota una disolucién en caliente de 7
(79.6 mg, 0.58 mmol) en metanol:agua (10 mL), y se mantiene agitando durante 45
minutos a 60°C. Después de unos dias, en las aguas madres se observa un precipitado
azul de 7Cu que se filtra, lava y seca. Rendimiento: 25 mg (7.12%). AE calculado para
[Cu(C;H11N3)(NO3)I(NO3)(H,0) 155, (Pm=351): C, 23.84; H, 4.03; N, 19.85. Encontrado: C,
23.99; H, 4.77; N, 19.72. IR: 3438 (d), 3207 (d), 1600 (d), 1383 (mf), 1160 (md), 1125
(md), 1000 (md), 932 (md), 826 (md), 801 (md).
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Capitulo Il

2.1.3.d Complejos metal-nucleobase con ligandos de tipo
hidroxo-hidroxo

2.1.3.d.1  [Pd(cheld)(N3-mC)], cheldPd_mC
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Sintesis del complejo [Pd(cheld)(N3-mC)], cheldPd_mC. A una suspension de
cheldPd (50.0 mg, 0.15 mmol) en agua (20 mL) se afiade una disolucién de 1-metil-
citosina, mC, (18.75 mg, 0.15 mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando a 50°C en
oscuridad durante 12 horas (pH=5.3). Después de este tiempo, aparece el compuesto
cheldPd_mC en forma de precipitado amarillo que se filtra, lava y seca. Parte de este
precipitado se recristaliza en N,N-dimetilformamida, obteniéndose cristales anaranjados
aptos para su andlisis por difraccion de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 45 mg
(71.2%). AE calculado para [Pd(Cy,H1oN4O6)(H,0)33], (Pm=472.1): C, 30.54; H, 3.52; N,
11.87. Encontrado: C, 30.98; H, 3.59; N, 11.76. "H-RMN (400 MHz, DMSO-d¢): & 2.08 (s,
3H, NCH;), 5.78 (d, J=7.3 Hz, 1H, CH,,), 7.07 (s, 2H, CH,,), 7.76 (d, J=7.3 Hz, 1H, CH,,),
8.50 (s, 1H, NH,), 8.71 (s, 1H, NH,). HRMS: (ESI) m/z calculado para C;H.N,O¢NaPd,
[M+Na]": 366.9069; encontrado: 366.9082. IR: 3437 (f), 1637 (mf), 1515 (d), 1461 (d),
1366 (m), 1261 (m), 1175 (d), 1090 (m), 931 (d), 880 (d), 793 (d), 771 (md), 755 (md),
639 (d), 575 (d), 444 (d), 408 (d).



Materiales y métodos

2.1.3.d.2  [Pd(cheld)(N1-mdA)], cheldPd_mdA
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Sintesis del complejo [Pd(cheld)(N1-mdA)], cheldPd_mdA. A una suspension de
cheldPd (11.1 mg, 0.04 mmol) en agua (100 mL) y acetonitrilo (50 mL), que se ha
mantenido a reflujo durante 1 hora hasta su completa disolucién, se le afiade una
disolucion de mdA (5 mg, 0.04 mmol) en agua (20 mL), y se mantiene agitando a 50°C
durante 30 minutos. El precipitado amarillo correspondiente al complejo cheldPd_mdA
se filtra, lava y seca. AE calculado para [Pd(Cy4H11N505)1(H,0)0.4, (P=442.9): C, 37.96; H,
2.68; N, 15.81. Encontrado: C, 37.71; H, 3.15; N, 16.15. "H-RMN (400 MHz, DMF-d,): &
13.17 (s, 1H; OH), 7.34 (m, 1H; CH,), 7.27 (s, 1H; CH,), 7.14 (s, 1H; CH,), 6.82 (s, 1H; CH,),
3.76 (s, 1H; CH,), 3.51 (s, 3H; CHsp). IR: 3338 (d), 3197 (d), 1673 (mf), 1610 (mf), 1557
(md), 1499 (d), 1461 (m), 1357 (mf), 1220 (md), 1162 (d), 1117 (d), 1085 (f), 1021 (md),
925 (d), 877 (d), 793 (d), 713 (d), 639 (d), 617 (d), 565 (d), 453 (d).
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2.1.3.d.3  [Pd(cheld)(N1-pdA)], cheldPd_pdA
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Sintesis del complejo [Pd(cheld)(N1-pdA)], cheldPd_pdA. A una suspension de
cheldPd (70 mg, 0.2 mmol) en acetonitrilo:agua (30 mL), que se ha mantenido a reflujo
hasta su completa disolucién y posteriormente se ha filtrado en caliente, se le afiade
una disolucion de pdA (37.5mg, 0.2 mmol) en agua (20 mL), y se mantiene agitando a
60°C durante 1 hora y 30 minutos, en oscuridad. El complejo cheldPd_pdA, que aparece
como precipitado en el transcurso de la reaccidn, se filtra, lava y seca. Parte de este se
recristaliza en N,N-dimetilformamida, obteniéndose el complejo en forma de cristales
aptos para su estudio por difraccion de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 71.5 mg
(72.1%). AE calculado para [Pd(Cy6H15NsOs)](H,0)1 8, (Pm=496.1): C, 38.73; H, 3.78; N,
14.11. Encontrado: C, 38.55; H, 4.28; N, 14.51. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.99 (s,
1H; CH,), 7.34 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH,), 7.10 (s, 2H; CH,), 6.71 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH,), 4.11 (t,
J=7.0 Hz, 2H; CH,;), 1.76 (dq, J=7.2 y 14.4 Hz, 2H; CH,;), 0.81 (t, J=7.4 Hz, 3H; CH;),). IR:
3389 (mf), 3225 (d), 1664 (mf), 1603 (mf), 1502 (m), 1461 (m), 1370 (f), 1254 (m), 1084
(m), 797 (d), 733 (d).



Materiales y métodos

2.1.3.d.4  [Pt(cheld)(N3-mC)], cheldPt_mC
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Sintesis del complejo [Pt(cheld)(N3-mC)], cheldPt_mC. A una suspensién de cheldPt
(50.0 mg, 0.12 mmol) en agua (20 mL) se le afiade una disolucion de mC (14.7 mg, 0.12
mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando durante 3 horas a 60°C, en oscuridad
(pH=4.2). El complejo cheldPt_mC aparece como un precipitado verde que se filtra, lava
y seca. AE calculado para [Pt(Ci,H19N4Og)1(H,0),5, (Pm=546.34): C, 26.37; H, 2.74; N,
10.25. Encontrado: C, 26.31; H, 2.36; N, 9.45. "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 8.55 (s,
1H; NH,), 8.48 (s, 1H; NH,), 7.68 (d, J=7.4 HZ, 1H; CH,), 6.75 (s, 1H; CH,), 6.51 (s, 1H;
CH,), 5.71 (d, J=7.3 Hz, 1H; CHy), 3.22 (s, 3H; CHs3). HRMS (ESI): m/z: calculado para
C1,H10N4OPt: 502.0327; encontrado: 502.0522. IR: 3399 (m), 3078 (d), 2366 (d), 2343
(d), 1647 (mf), 1531 (d), 1509 (m), 1464 (md), 1427 (m), 1384 (md), 1360 (f), 1268 (d),
1172 (d), 1092 (m), 989 (md), 931 (d), 886 (d), 816 (md), 796 (md), 768 (d), 643 (d), 569
(d), 501 (md), 440 (d).
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2.1.3.d.5 [Pt(cheld)(N1-mdA)], cheldPt_mdA
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Sintesis del complejo [Pt(cheld)(N1-mdA)], cheldPt_mdA. A una suspension de
cheldPt (208.5 mg, 0.5 mmol) en agua (100 mL) y acetonitrilo (50 mL), que se ha
mantenido a reflujo durante 1 hora hasta su completa disolucién, se le afiade una
disolucién de mdA (74.07 mg, 0.5 mmol) en agua (20 mL), y se mantiene agitando a 50°C
durante 3 horas, en oscuridad. El complejo cheldPt_mdA aparece como un precipitado
amarillo que se filtra, lava y seca. AE calculado para [Pt(C14H11N505)1(H50)4.4, (P=603.6):
C, 29.80; H, 3.56; N, 13.03. Encontrado: C, 29.71; H, 3.65; N, 13.18. 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg, 75°C): 6 8.17 (s, 1H; CH,), 7.62 (s, 2H; NH,), 7.28 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH,), 7.15 (s,
2H; CH,), 6.76 (d, 1H; CH,), 3.77 (s, 3H; CHsp). HRMS: (ESI) m/z calculado para
C14H11NsOsNaPt [M+Na]’, 525.04; encontrado: 525.08. IR: 3284 (mf), 3168 (mf), 1719 (f),
1664 (mf), 1608 (mf), 1510 (d), 1453 (f), 1349 (f), 1257 (f), 1160 (d), 1083 (m), 995 (f),
922 (d), 730 (d), 631 (d).



Materiales y métodos

2.1.3.d.6  [Pt(cheld)(N1-pdA)], cheldPt_pdA
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Sintesis del complejo [Pt(cheld)(N1-pdA)], cheldPt_pdA. A una suspensiéon de
cheldPt (80 mg, 0.2 mmol) en agua:acetonitrilo:etanol (150 mL, 5:1:1), que se mantiene
a reflujo hasta su completa disolucion, se le afiade una disolucién de pdA (34 mg, 0.2
mmol) en agua (20 mL), y se mantiene agitando a 65°C durante 2 horas, en oscuridad. El
precipitado amarillo que aparece, correspondiente al complejo cheldPt_pdA, se filtra,
lava y seca. Parte del precipitado se recristaliza en N,N-dimetilformamida para obtener
cristales aptos para su analisis por difraccién de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento:
58 mg (49.7%). AE calculado para [Pt(Ci6H15N505)](H,0), 7, (P=583.0): C, 32.86; H, 3.18;
N, 12.01. Encontrado: C, 32.90; H, 3.43; N, 12.12. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 8.35
(s, 1H; NH,), 8.29 (s, 1H; NH,), 8.16 (s, 1H; CH,), 7.38 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH,), 7.17 (s, 2H;
CH,), 6.79 (d, J=3.4 Hz, 1H; CH,), 4.14 (t, J=6.8 Hz, 2H; CH,;), 1.77 (m, 2H; CH,;), 0.82 (t,
J=7.4 Hz, 3H; CH3,). IR: 3404 (f), 3229 (d), 3078 (d), 2969 (md), 2937 (md), 2876 (md),
2725 (d), 2610 (d), 2507 (md), 1678 (mf), 1610 (f), 1554 (d), 1502 (m), 1467 (m), 1422
(d), 1361 (f), 1277 (d), 1249 (md), 1162 (d), 1091 (m), 935 (d), 886 (d), 794 (d), 734 (d),
645 (d), 607 (md), 566 (d), 460 (d).
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2.1.3.d.7  [Cu(1)(H,0)(N3-mC)], 1Cu_mC

Q 0o
T f o o /
e N
o Da
\o / \N—Cu—OH2 + /“\) 2 \0 / \N—Cu\——N /
- ’ NH; 7 = ’HzO
o) o NH,
0 o
1Cu mC 1Cu_mC

Sintesis del complejo [Cu(1)(H,0)(N3-mC)], 1Cu_mC. A una disolucion en caliente
de mC (9.3 mg, 0.075 mmol) en agua (15 mL) se le afiade gota a gota una disolucién de
1Cu (22 mg, 0.075 mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando a 65°C durante 30
minutos. La disolucién se guarda para que se evapore lentamente a temperatura
ambiente, y después de unos dias se obtienen cristales azules correspondientes al
complejo 1Cu_mC aptos para su andlisis por difraccion de rayos X (véase Anexo Il).
Rendimiento: 2 mg (6%). AE calculado para [Cu(Cy3H1,N406)](H;0)37, (Pn=450.5): C,
34.66; H, 4.34; N, 12.43. Encontrado: C, 34.55; H, 4.50; N, 12.54. IR: 3419 (m), 3101
(md), 1657 (mf), 1609 (mf), 1544 (d), 1512 (md), 1474 (m), 1429 (d), 1377 (f), 1265
(md9, 1185 (md), 1124 (d), 1078 (m), 1012 (md), 912 (md), 877 (md), 799 (m), 774 (d),
748 (d), 582 (md), 530 (md), 437 (md).
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2.1.3.d.8  [Cu(1)(H,0)(N7-eA)], 1Cu_eA
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_ ‘ A _ ’ \\\ —N

o o N
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Sintesis del complejo [Cu(1)(H,0)(N7-eA)], 1Cu_eA. A una disolucion en caliente de
N9-etiladenina, eA, (16.4 mg, 0.1 mmol) en agua (15 ml) se le afiade gota a gota una
disolucién de 1Cu (29.3 mg, 0.1 mmol) en agua (15 mL), y se mantiene agitando a 65°C
durante 30 minutos. El complejo 1Cu_eA aparece como precipitado azul que se filtra,
lava y seca. Parte de este precipitado se recristaliza en N,N-dimetilformamida para
obtener cristales aptos para su analisis por difraccién de rayos X (véase Anexo Il).
Rendimiento: 38 mg (87%). AE calculado para [Cu(C;5H14NgOs)1(H,0);6, (Pm=558.5): C,
32.03; H, 5.30 N, 14.94. Encontrado: C, 31.84; H, 4.93; N, 15.45. IR: 3332 (f), 3153 (mf),
1997 (d), 1672 (f), 1594 (mf), 1472 (m), 1389 (f), 1340 (f), 1295 (f), 1186 (m), 1063 (m),
796 (m).
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2.1.3.d.9  [Cu(1)(H,0)(NI-pdA)], 1Cu_pdA

o} 0
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_ \ e or, N\ 7\
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o}
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Obtencion del complejo [Cu(1)(H,O0)(N1-pdA)], 1Cu_pdA. A una disoluciéon de 1Cu
(20.7 mg, 0.075 mmol) en agua (15 mL) se le afiade gota a gota una disolucién de pdA
(13.2 mg, 0.075 mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando a 60°C durante 30
minutos. El precipitado azul, correspondiente al complejo 1Cu_pdA, se filtra, lava y seca.
Parte del precipitado se recristaliza en N,N-dimetilformamida para obtener cristales
azules aptos para su analisis por difraccién de rayos X (véase Anexo Il). Rendimiento: 16
mg (45.3%). AE calculado para [Cu(C47H,7N505)](H,0),, (P,=470.9): C, 43.35; H, 4.49; N,
14.87. Encontrado: C, 43.18; H, 4.92; N, 14.70. IR: 3592 (m), 3351 (f), 3190 (f), 1656 (mf),
1603 (mf), 1488 (m), 1380 (f), 1269 (d), 1072 (m), 799 (d).
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2.1.3.d.10 [Cu(1)(H,0)(N7-pG)], 1Cu_pG
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Sintesis del complejo [Cu(1)(H,0)(N7-pG)], 1Cu_pG. A una disolucién de pG (19 mg,

1Cu

0.1 mmol) en agua (15 mL) se le afiade gota a gota una disolucién de 1Cu (29.4 mg, 0.1
mmol) en agua (10 mL), y se mantiene agitando a 65°C durante 30 minutos. El
precipitado fino y escaso que aparece se filtra y se desecha. Después de unos dias, se
obtienen cristales azules correspondientes al complejo 1Cu_pG aptos para su andlisis
por difraccién de rayos X (véase Anexo Il). AE calculado para [Cu(Ci6H15sNgO7)](H,0)07,
(Pn=482.5): C, 39.82; H, 4.05; N, 17.41. Encontrado: C, 39.71; H, 4.22; N, 17.12. IR: 3459
(m), 3220 (f), 1667 (m), 1638 (f), 1597 (mf), 1474 (d), 1361 (f), 1182 (d), 1131 (d), 1073
(m), 1002 (d), 894 (m), 797 (d).
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2.1.4 Sintesis de oligonucledtidos

Los oligonucleétidos mas sencillos para los estudios desarrollados en el transcurso
de este trabajo de investigacidn han sido adquiridos en Sigma-Aldrich®. Sin embargo, los
mas complejos, que incluyen nucleobases modificadas, fueron solicitados al servicio de
Gendmica y Sintesis de ADN del Instituto Lopez Neyra, ubicado en el Parque Tecnoldgico
de la Salud de Granada, usando para ello los protocolos estdndar y las fosforamiditas
correspondientes suministradas por Thermo Fisher Scientific Inc. y Glen Research, VA,

USA.

La sintesis de las cadenas de oligonucledtidos se llevé a cabo en fase sélida,®
utilizando para ello un sintetizador ABI 3400 DNA Synthesizer. Las ventajas de esta
técnica, desarrollada por Bruce Merrifield en la década de 1960 (Premio Nobel en
Quimica en el afio 1984), frente a otros métodos en disolucidn son, entre otras, la
automatizacion del método o la no necesidad de una purificacion en cada paso dado

que las impurezas o exceso de reactivo se elimina en las etapas de lavado.

Para esta sintesis en fase sdlida se utiliza como soporte sdlido unas resinas
(particulas insolubles de un didmetro variable entre 50-200 um) a las que estan
enlazados covalentemente los oligonucledtidos durante el proceso, siendo las de uso
mas comun el poliestireno (PS) o el vidrio de poro controlado (CPG). El método utilizado
fue el de la fosforamidita (Marvin Caruthers, década de 1980) en la direccién 3’ a 5/, en
el cual se afiade un oligonucleétido a la cadena por cada ciclo de sintesis (véase Figura

2.1).
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Figura 2.1. Esquema general de la sintesis en fase sdlida de
oligonucledtidos (Imagen propiedad de www.atdbio.com)

En este método, antes de comenzar, tiene lugar la desproteccion (Detritylation),
que consiste en eliminar, mediante un tratamiento ligeramente 4cido, el grupo
dimetoxitritilo (DMT) que protege al hidroxilo 5' terminal del nucledsido

correspondiente para evitar posibles polimerizaciones durante la funcionalizacion de la

resina.
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La primera etapa consiste en la activacion y acoplamiento (Step 1: Activation and
coupling) donde, una vez liberado el grupo hidroxilo del nucledsido unido a la resina,
este esta disponible para reaccionar con el siguiente nucledsido incorporado al ciclo de
sintesis en forma de mondmero de la fosforamidita. De esta forma el grupo
diisopropilamino del nucledsido incorporado es protonado por un activador (tetrazolo o
derivado) y convertido en un buen grupo saliente, que es inmediatamente desplazado
por el ataque del grupo 5’-hidroxilo del nucledsido unido a la resina, creando un enlace

fosfito triéster.

En la segunda etapa se procede con el bloqueo (Step 2: Capping) de los grupos 5’-
hidroxilo que no reaccionaron en el paso anterior, cuyo rendimiento aproximado es del
99.5%. Este proceso se lleva a cabo mediante una reaccidn de acetilaciéon que tiene

lugar al incorporar acido acético anhidro y N-metilimidazol (NMI) al sintetizador.

Finalmente tiene lugar la oxidacion (Step 3: Oxidation), donde el grupo fosfito-
triéster formado en el acoplamiento se oxida con yodo en presencia de agua y piridina
para formar el grupo fosfato estable que, a su vez, se encuentra protegido por un grupo
2-cianoetil que evita reacciones indeseables durante las siguientes repeticiones del ciclo

de sintesis.

Este ciclo se repite tantas veces como nucleétidos se deseen incorporar a la cadena
Y, una vez terminado este proceso, se procede a liberar la cadena de la resina, mediante
un tratamiento ligeramente basico, y a la desproteccidon de los grupos fosfatos. Tras
estas etapas finales se procede a la purificacion de los oligonucledtidos por HPLC,

procedimiento descrito en el apartado 2.3 Métodos.
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2.1.4.a Sintesis de poly15("°A)

La sintesis del oligonucleStido poly15(’“A), [5’-"°A-"“A-"“A-"°A-"A-"A-"°A-7A-"A-
7CA-7CA-7CA-7CA-7CA-7CA-3’], se realiza mediante un sintetizador Biosystems 3400 DNA
siguiendo el protocolo estandar de sintesis y usando las correspondientes fosforamiditas

proporcionadas por Thermo Fisher Scientific Inc. y Glen Research, VA, USA.

La etapa de desproteccion del oligonucledtido implica su tratamiento con

hidroxido de amonio al 30% durante 16 horas a 55°C.

La purificacion se realiza mediante HPLC en el equipo descrito en el apartado 2.2.8,
bajo un gradiente que estaba formado por una fase mévil A (5% de acetonitrilo en agua
con tampon TEAA a pH=6.5) y una fase movil B (65% de acetonitrilo en agua con tampdn
TEAA a pH=6.5). El gradiente se programa para que tenga lugar un incremento de 0% de
B a 70% de B durante 25 minutos para que el gradiente regrese al 100% de A en el

minuto 30.

Tras la purificacion, el oligonucledtido se desala mediante filtracion en gel usando
una columna Shepadex G-25. El oligonucleétido desalado se caracteriza mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el equipo descrito en el apartado 2.2.6
usando una matriz de acido 3-hidropicolinico/citrato de amonio. HRMS (MALDI-TOF):
m/z: calculado para [M+H]*: 4618 Da; encontrado: 4620 Da.
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2.1.4b Sintesis de poly18(’“A-T)

La sintesis del oligonucleétido poly18(’°A-T), [5’-"“A-T-"°A-T-"°A-T-"°A-T-"“A-T-"°A-T-
7CA-T-7CA-T-7CA-T-3’], se realiza mediante un sintetizador Biosystems 3400 DNA
siguiendo el protocolo estandar de sintesis y usando las correspondientes fosforamiditas

proporcionadas por Thermo Fisher Scientific Inc. y Glen Research, VA, USA.

La etapa de desproteccion del oligonucledtido implica su tratamiento con

hidroxido de amonio al 30% durante 16 horas a 55°C.

La purificacion se realiza mediante HPLC en el equipo descrito en el apartado 2.2.8,
bajo un gradiente que estaba formado por una fase mévil A (10% de acetonitrilo en
agua con tampdn TEAA a pH=6.5) y una fase movil B (65% de acetonitrilo en agua con
tampon TEAA a pH=6.5). El gradiente se programa para que tenga lugar un incremento
de 0% de B a 35% de B durante 25 minutos para que el gradiente regrese al 100% de A

en el minuto 30.

Tras la purificacion, el oligonucledtido se desala mediante filtracion en gel usando
una columna Shepadex G-25. El oligonucleétido desalado se caracteriza mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el equipo descrito en el apartado 2.2.6
usando una matriz de acido 3-hidropicolinico/citrato de amonio. HRMS (MALDI-TOF):

m/z: calculado para [M+H]*: 5487 Da; encontrado: 5489 Da.
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2.1.4.c Sintesis de poly6(NH,-A-T)

La sintesis del oligonucledtido poly6(NH,-A-T), [5’-A-T-A-T-A-T-NH,-3’], se realiza
mediante un sintetizador Biosystems 3400 DNA siguiendo el protocolo estandar de
sintesis y usando las correspondientes fosforamiditas proporcionadas por Thermo Fisher

Scientific Inc. y Glen Research, VA, USA.

La etapa de desproteccién del oligonucledtido implica su tratamiento con AMA

(30% amoniaco/40% metilamina 1:1) a 65°C durante 15 minutos.

La purificacion se realiza mediante HPLC en el equipo descrito en el apartado 2.2.8,
bajo un gradiente que estaba formado por una fase mévil A (5% de acetonitrilo en agua
con tampon TEAA a pH=6.5) y una fase movil B (65% de acetonitrilo en agua con tampdn
TEAA a pH=6.5). El gradiente se programa para que tenga lugar un incremento de 0% de
B a 15% de B durante 25 minutos para que el gradiente regrese al 100% de A en el

minuto 30.

Tras la purificacion, el oligonucledtido se desala mediante filtracion en gel usando
una columna Shepadex G-25. El oligonucleétido desalado se caracteriza mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el equipo descrito en el apartado 2.2.6
usando una matriz de acido 3-hidropicolinico/citrato de amonio. HRMS (MALDI-TOF):

m/z: calculado para [M+H]*: 1881 Da; encontrado: 1883 Da.
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2.1.4d Sintesis de poly6(NH,-"“A-T)

La sintesis del oligonucledtido poly6(NH2-7CA-T), [5’—7CA—T—7CA—T—7CA—T—NH2—3’], se
realiza mediante un sintetizador Biosystems 3400 DNA siguiendo el protocolo estandar
de sintesis y usando las correspondientes fosforamiditas proporcionadas por Thermo

Fisher Scientific Inc. y Glen Research, VA, USA.

La etapa de desproteccién del oligonucledtido implica su tratamiento con AMA

(30% amoniaco/40% metilamina 1:1) a 65°C durante 15 minutos.

La purificacion se realiza mediante HPLC en el equipo descrito en el apartado 2.2.8,
bajo un gradiente que estaba formado por una fase mévil A (5% de acetonitrilo en agua
con tampon TEAA a pH=6.5) y una fase movil B (65% de acetonitrilo en agua con tampdn
TEAA a pH=6.5). El gradiente se programa para que tenga lugar un incremento de 0% de
B a 15% de B durante 25 minutos para que el gradiente regrese al 100% de A en el

minuto 30.

Tras la purificacion, el oligonucledtido se desala mediante filtracion en gel usando
una columna Shepadex G-25. El oligonucleétido desalado se caracteriza mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el equipo descrito en el apartado 2.2.6
usando una matriz de acido 3-hidropicolinico/citrato de amonio. HRMS (MALDI-TOF):

m/z: calculado para [M+H]*: 1884 Da; encontrado: 1886 Da.
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2.1.4.e Sintesis de poly10(NH,-"“A-T)

La sintesis del oligonucledtido poly10(NH,-"“A-T), [5’-"°A-T-"°A-T-"°A-T-"“A-T-"°A-T-
NH,-3’], se realiza mediante un sintetizador Biosystems 3400 DNA siguiendo el protocolo
estandar de sintesis y usando las correspondientes fosforamiditas proporcionadas por

Thermo Fisher Scientific Inc. y Glen Research, VA, USA.

La etapa de desproteccién del oligonucledtido implica su tratamiento con AMA

(30% amoniaco/40% metilamina 1:1) a 65°C durante 15 minutos.

La purificacion se realiza mediante HPLC en el equipo descrito en el apartado 2.2.8,
bajo un gradiente que estaba formado por una fase mévil A (5% de acetonitrilo en agua
con tampon TEAA a pH=6.5) y una fase movil B (65% de acetonitrilo en agua con tampdn
TEAA a pH=6.5). El gradiente se programa para que tenga lugar un incremento de 0% de
B a 15% de B durante 25 minutos para que el gradiente regrese al 100% de A en el

minuto 30.

Tras la purificacion, el oligonucledtido se desala mediante filtracion en gel usando
una columna Shepadex G-25. El oligonucleétido desalado se caracteriza mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el equipo descrito en el apartado 2.2.6
usando una matriz de acido 3-hidropicolinico/citrato de amonio. HRMS (MALDI-TOF):

m/z: calculado para [M+H]*: 3116 Da; encontrado: 3117 Da.
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2.1.5 Tampones

2.1.5.a Tampdn para las valoraciones con
oligonucledtidos

El tampodn que se ha utilizado de forma general para las experiencias con
oligonucledtidos esta formado por una disolucion de MOPS 5 mM a pH=6.8 y NaClO,

100 mM en agua ultrapura (Tipo I) Milli-Q®, ambos productos comerciales.

La disolucién madre de MOPS 100 mM se prepard disolviendo 0.21g de MOPS en
agua ultrapura Milli-Q® (10 mL) y ajustando su pH a 6.8 con una disolucion 1 M de
hidroxido de sodio en agua ultrapura Milli-Q®. Con respecto a la disolucién madre 1000
mM de NaClQ,, esta se prepard disolviendo 1.41 g de NaClO,4 en agua ultrapura Milli-Q®
(10 mL).

2.1.5.b Tampodn para HPLC

El tampdn utilizado en las purificaciones de oligonucledtidos llevadas a cabo en el
HPLC es el tampon conocido generalmente como “Tampon TEEA” y esta formado por
acido acético glacial, acetonitrilo y trimetilamina, todos ellos con un grado de pureza de

calidad HPLC

Para preparar unos 2 L de 0.1 M TEEA a pH=6.5, se adiciona a 1900 mL de agua
Milli-Q® acido acético glacial (12 mL) y acetonitrilo (100 mL), y se ajusta el pH a 6.5

usando una disolucidn de trimetilamina pura (37 mL aprox.).
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2.2 Técnicas de caracterizacion

2.2.1 Analisis elemental (AE)

La determinacién del contenido en carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre en los
diferentes compuestos se ha realizado en un analizador elemental THERMO SCIENTIFIC
modelo FLASH 2000, compuesto por una microbalanza de precisién METTLER M-3,
disponible en el Centro de Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de Granada; y en
un analizador elemental modelo FLASH EA1112 CHNS-O de THERMO FINNIGAN,
complementado con una microbalanza electrénica METTLER TOLEDO MX5, disponible

en el Centro de Instrumentacion Cientifico-Técnica de la Universidad de Jaén.

2.2.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros IR se han obtenido en un espectrofotometro con transformada de
Fourier THERMO NICOLET IR200, disponible en el Departamento de Quimica Inorganica

de la Universidad de Granada, empleando bromuro de potasio como medio dispersante.

También se ha utilizado un espectrémetro de infrarrojo por Transformada de
Fourier (FT) BRUKER TENSOR 27 que lleva acoplado un sistema para la medida de la
reflectancia total atenuada (ATR), disponible en el Departamento de Quimica Inorgéanica

de la Universidad de Granada.

2.2.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros RMN se han registrado en los equipos disponibles en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada utilizando cada equipo segun
las necesidades especificas de cada una de las medidas. Los equipos utilizados para ello

fueron un espectrémetro de RMN de 300 MHz (2 canales) VARIAN INOVA UNITY, un
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espectrometro de RMN de 400 MHz (2 canales) VARIAN DIRECT DRIVE provisto de
regulador de temperatura sin nitrégeno liquido, y un espectrémetro de RMN de 500
MHz (3 canales) VARIAN DIRECT DRIVE provisto de regulador de temperatura sin

nitrégeno liquido.

2.2.4 UV-visible y UV-visible de temperatura variable

Varios de los experimentos seguidos por esta técnica, como el estudio en
disolucién de la interacciéon entre los complejos metdlicos o los metales y las
nucleobases, o el estudio en disolucién de la estabilidad térmica de los oligonucledtidos
(Tm), se han llevado a cabo en dos equipos distintos seglin las caracteristicas del

experimento.

El primero de ellos se trata de un equipo SHIMADZU UV-1800 UV-vis, y el segundo
de un espectrofotometro AGILENT TECHNOLOGIES modelo CARY 100, equipado con un
controlador de temperatura CARY TEMPERATURE CONTROLLER, ambos disponibles en el

Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad de Granada.

2.2.5 Dicroismo circular (CD)

Los estudios de dicroismo circular (CD) se llevaron a cabo en un
espectropolarimetro de dicroismo circular JASCO modelo J-815, dotado con sistema de
termostatizacién por Peltier, para estudios de desnaturalizacidn térmica, disponible en

el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

2.2.6 Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

En la mayoria de los casos, los espectros de masas de alta resolucion se registraron

haciendo uso de espectrofotometros de masas WATERS LCT PREMIER y WATERS SYNAP
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G2. Sin embargo, para la caracterizacion de los oligonucledtidos se empled el
espectrofotdmetro BRUKERAUTOFLEX. Ambos equipos se encuentran disponibles en el

Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada.

Los espectros obtenidos fueron deconvolucionados usando el software MAXENT3

.
con MassLyns'™.

2.2.7 Difraccién de Rayos X (DRX)

Cuando fue posible la obtencién de los compuestos en forma de monocristal, se
determinaron sus estructuras cristalinas mediante la técnica de difraccion de rayos X
(DRX). Algunos de ellos fueron medidos en un difractémetro BRUKER SMART APEX (Mo
Ka, A=0.71073 A), con monocromador de grafito, y detector de drea CCD, en el Centro
de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Pero la mayoria fueron
medidos en Factoria de cristalizacion, empresa ubicada en el Parque Tecnoldgico de la
Salud de Granada, que dispone de un difractémetro BRUKER X8 PROTEUM con anodo
rotatorio de cobre, dptica Montel y un detector CCD 6000 inteligente, equipado con un
dispositivo de baja temperatura de OXFORD CRYOSTREAM que permite trabajar entre
80y 400 K.

2.2.8 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Para llevar a cabo una de las purificaciones intermedias en la sintesis de las
cadenas de oligonucledtidos, asi como también para comprobar la pureza de las
muestras antes de comenzar los estudios correspondientes, se hizo uso de la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizando un cromatdgrafo de liquidos
analitico THERMO SCIENTIFIC modelo SPECTRA SYSTEM P4000 dotado de un detector
UV-visible acoplado THERMO SCIENTIFIC modelo UV8000 y una columna cromatografica
PHENOMENEX CLARITY 3u, disponible en el Departamento de Quimica Inorganica de la

Universidad de Granada.

83



Capitulo Il

84

2.3 Métodos

2.3.1 Estudio en disolucidon de la interaccion complejo primario-
nucleobase mediante Resonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Los estudios en disolucién por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de la
interaccion complejo primario-nucleobase estan basados en la observacion de los
desplazamientos en las sefiales correspondientes a los espectros de 'H-RMN de las
moléculas una vez que éstas interaccionan entre si, dando lugar a la formacién de

complejos. Los estudios se llevaron a cabo siguiendo dos vias distintas:

La primera consiste en disolver en el disolvente deuterado los moles necesarios del
complejo primario correspondiente, cuyo volumen se mantiene constante durante la
experiencia, e inmediatamente después registrar el espectro "H-RMN. Tras esto se le
adiciona la cantidad calculada de nucleobase para que la relacidon nucleobase:complejo
sea 1:1 o 1:2 segun el caso y, una vez disuelta esta, se vuelve a registrar el espectro de
'"H-RMN analizando los cambios en las sefiales correspondientes tras la interaccion. A
veces, debido a las cinéticas lentas de algunas reacciones, es necesario calentar
ligeramente o esperar un tiempo determinado antes de volver a registrar el espectro

para observar los cambios que pudieran producirse.

La segunda via esta basada en la formacidn in situ del complejo primario. Para ello,
se disuelve en primer lugar en el disolvente deuterado adecuado la molécula que actia
como ligando v tras registrar su "H-RMN, se le adiciona la cantidad correspondiente de
sal metalica para que la relacion metal:ligando sea 1:1. Tras registrar su espectro 'H-
RMN y observar los cambios de las sefiales que confirman la formacién del complejo, se
procede a adicionar la nucleobase, en proporcién 1:1 6 1:2 segun el caso, y se registra el
espectro. Igual que en el procedimiento anterior, el volumen inicial de disolvente
deuterado se mantiene constante durante todo el experimento, y si el espectro no
mostrara cambio alguno en las sefiales se procede a calentar y esperar un tiempo antes

volver a registrarlo.
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2.3.2 Calculo de la concentracion de las cadenas de
oligonucledtidos

Antes de empezar a trabajar con las disoluciones de partida de las cadenas de
oligonucledtidos que fueron sintetizados o adquiridos de manera comercial, se llevaron

a cabo medidas de las concentraciones de estas.

El protocolo a seguir para ello consistio en preparar tres réplicas de distinta
concentracidon pipeteando tres volumenes conocidos de la disolucion madre de
oligonucledtido, generalmente 5 uL, 7 uL y 9 uL, y llevandolos a un volumen total de 200
pL o 500 plL segun el caso, con agua Milli-Q®. A continuacidn, se registraron los
espectros de UV-visible haciendo uso de uno de los equipos de UV-visible disponible
(véase seccion 2.2), y se anotd el valor de la absorbancia registrado a una A=260 nm.

Haciendo uso de la Ley de Lambert-Beer,
Azso=CasorCel

donde Ay es la absorbancia registrada a 260 nm en unidades de absorbancia (ua), C es
la concentracion de la disolucion de oligonucledtido (mM). Conociendo previamente el
valor de los coeficientes de extincién molar a 260 nm, &eo (cm™mM™), caracteristicos
de cada nucleobase, y la longitud de la cubeta, | (cm), se pudo determinar la

concentracion.

Los coeficientes de extincion molar, &g, de las nucleobases tipo asi como de

op 10 . . . .
aquellas modificadas"” se encuentran recogidos en la literatura y son los siguientes:

Nucleobase Exo (em™mM™)
Adenina 14.
7-deaza-Adenina 9.4
Timina 8.7
Citosina 6.1
Guanina 11.8
7-deaza-Guanina 12.6
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2.3.3 Estudio de la temperatura de desnaturalizacién de las
hebras de ADN

Los estudios de la temperatura de desnaturalizacion de las hebras de
oligonucledtidos aportan una informacién muy importante que siempre se debe tener

en cuenta para los experimentos donde se vaya a emplear este tipo de moléculas.

La desnaturalizacion de la doble hebra de ADN consiste en exponer una doble
hebra a alta temperatura dando lugar a la ruptura de los enlaces de hidrégeno que
existen entren las nucleobases y, por consiguiente, a la ruptura de la doble hélice,
originando en su lugar monohebras de ADN. Este tipo de calentamiento puede ser
monitorizado experimentalmente haciendo uso de un espectrometro de UV-visible ya

que es posible observar un cambio en la absorcion a 260 nm debido al cambio

[11]

estructural que sufre la doble hebra

Figura 2.2. Curva genérica de desnaturalizacién de una doble hebra (Figura
propiedad de www.atdbio.com)

Tal y como se muestra en la figura 2.2 el punto medio de la curva de
desnaturalizacién corresponde a la T,,, temperatura donde tendriamos un 50% de doble
hebra y un 50% de monohebra. Esta temperatura se usa para caracterizar

principalmente la estabilidad térmica de una doble hebra en unas circunstancias
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determinadas; ademdas de variar en funcion de las nucleobases que conformen la
cadena, ya que aquellas nucleobases que posibiliten la formacién de mas enlaces de
hidrégeno seran las que le confieran un valor mas elevado de T,, a una doble hebra

determinada.

En esta tesis, para determinar la T, de las cadenas de oligonucledtidos con los que
se ha trabajado se prepara una disolucidén del oligonucledtido correspondiente en el
tampon MOPS 5mM-NaClO, 1000 mM, y se registra el espectro de UV-visible en el
rango 200-400 nm. Una vez determinada la longitud de onda a la que tiene lugar el
maximo de absorcion (siempre en valores préoximos a 260 nm), se programa el equipo
para que, a esa longitud de onda, se registre la absorbancia realizando una rampa de
temperatura entre 5-90°C (los valores de las rampas de temperatura varian segun el
caso) a una velocidad de 1°C/min., dejando siempre un tiempo de espera de un minuto

antes de registrar el valor para que el sistema se estabilice.

De esta forma, se registra la curva caracteristica de desnaturalizacién de los

oligonucledtidos con los que se ha trabajado durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

2.3.4 Estudio de la variacion de la temperatura de
desnaturalizacion en la interaccion metal-ADN

El estudio de la variacion de la temperatura de desnaturalizacion en la interaccion
metal-ADN permite conocer la estabilidad de los sistemas formados, y para ello se hace

uso de la técnica de UV-visible.

En primer lugar, se prepara una disolucion de hebra de oligonucleétido de
concentracion 1 uM & 2 uM (segun el caso) en tampdén 5 mM MOPS (pH=6.8) y NaClO,
1000 mM. A esta disolucion se le afiade progresivamente la disolucion del metal
correspondiente en agua Milli-Q® (la concentracidn de esta depende del experimento),
abarcando el ratio de adicion que permita el estudio de interaccidon entre el metal y los
lugares de interaccion disponibles en la hebra de oligonucledtido (Tablas de adicidon

disponibles en el Anexo /).
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Se registra el espectro UV-visible correspondiente para determinar la longitud de
onda maxima de absorcidn sobre la que se va a registrar el valor de absorbancia a las

distintas temperaturas.

El equipo (véase seccidn 2.2.4) se programa para que registre la absorbancia en
dos ciclos (desde valores mayores a menores de temperatura, y viceversa) al valor de
longitud de onda donde tiene lugar el maximo caracteristico del oligonucledtido, a una
velocidad de 1°C/min., dejando que el sistema se estabilice durante un minuto. El rango
de temperatura varia en funcion de la estabilidad del oligonucleétido pero tiene que ser
el suficiente para observar la estabilizacion de la curva sigmoidal en sus extremos. Tras
cada una de las adiciones de metal se lleva a cabo este proceso para registrar las curvas

correspondientes.

Una vez obtenidas todas las curvas, se les realiza el tratamiento matematico
correspondiente que permite conocer el valor de temperatura al que tiene lugar la
desnaturalizacién de la doble hebra (T,,) segun se incrementa la concentracién de metal

en la disolucién.

2.3.5 Estudio de la interaccion metal-ADN en disolucion
mediante espectrometria UV-visible

El estudio de interaccion metal-ADN se lleva a cabo usando un equipo de UV-
visible (véase seccién 2.2.4) y registrando el espectro correspondiente a cada uno de los

ratio de concentracion oligonucleétido:metal/complejo primario.

La disolucion de oligonucledtido de concentracion 2 pM se prepara en tampdn
MOPS 5 mM (pH=6.8), NaClO, 100 mM y agua Milli-Q®. La disolucién de metal/complejo
primario, cuya concentracion varia segun la experiencia, también se prepara en agua

Milli-Q.

Se registra el espectro UV-visible entre 200 y 400 nm, a una velocidad de 300
nm/min. La temperatura a la que se realiza la valoracién depende del oligonucleétido

empleado (Tablas de adicidn disponibles en el Anexo ).
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2.3.6 Estudio del cambio estructural en la interaccién metal-
ADN mediante dicroismo circular (CD)

Las valoraciones necesarias para el estudio del cambio estructural en la interaccion
metal-ADN se llevan a cabo mediante la técnica de dicroismo circular (CD). A una
disolucion de oligonucledtido se le realizan adiciones de una disolucién de
metal/complejo primario de forma que la disolucidon de oligonucleétido se mantenga
constante a 2 uM y sélo aumente la concentracion en el medio del metal/complejo

metalico (Tablas correspondientes en Anexo /).

Para realizar estas experiencias se prepara una disolucidon del oligonucledtido
correspondiente a una concentracion de 4 uM en tampoén 10 mM MOPS (pH=6.8), 200
mM NaClO, y agua Milli-Q®. De esta disoluciéon se tomardn las correspondientes

alicuotas que mantendran constante la concentracion del oligonucleétido.

La disolucién de metal/complejo primario de 400 uM se prepara en agua Milli-Q®
exceptuando las experiencias donde fue necesario el uso de la N,N-dimetilformamida

como disolvente.

Los parametros del equipo para llevar a cabo las medidas, usando una cubeta de 5

mm, fueron los siguientes:

- Sensitivity: Standart

- D.IT.:0.5sec

- Band Width: 2.00 nm

- Data Pitch: 0.5 nm

- Scanning Speed: 100 nm/min.

- Acumulation: 5

El valor de la temperatura a la que se llevan a cabo las medidas se elige por debajo
de la temperatura de desnaturalizacion (T,,) caracteristica de cada oligonucledtido,
teniendo en cuenta que la primera curva de dicroismo circular, antes de adicionar por
primera vez metal/complejo metalico, se registra después de calentar el sistema por

encima de la T, del oligonucleétido.
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Para que el procedimiento sea homogéneo y el sistema se estabilice antes de cada
medida, se espera 15 minutos tras cada adicion de metal/complejo primario antes de

registrar la medida correspondiente.

Al espectro de CD registrado tras cada adicion se le sustrae el espectro
correspondiente al tampdn en agua Milli-Q®, se le realiza una operacion de suavizado y
se le ajusta el zero de forma aritmética usando el programa SPECTRA ANALYSIS 2.6.0.1
(SPECTRA MANAGER Versién 2) de JASCO CORPORATION.

2.3.7 Estudio de la variacién de pH en la interaccion metal-ADN

Las valoraciones de pH se realizaron preparando una disolucién de doble hebra de
oligonucledtido 3 uM en NaClO, 100 mM y agua Milli-Q® a pH=7 ajustado con
disoluciones concentradas de acido polifosférico o hidréxido de sodio. Esta disolucién
de oligonucleétido se calienta a 85°C durante unos 10 minutos antes de comenzar las
adiciones de AgNO; 5.2 mM en agua Milli-Q®. Tras cada adicion, a temperatura
ambiente, se espera5 5 minutos para que se estabilice el valor de pH, el cual se registra

en un pHmetro JENWAY 3510.

Posteriormente, se realiza la experiencia en las mismas condiciones pero en
ausencia de oligonucledtido, y se sustraen estos valores a los registrados previamente

(Tablas correspondientes en Anexo /).



Materiales y métodos

2.3.8 Medidas de la conductancia de ADN mediante STM-break
Jjunction

Las medidas de conductancia de los sistemas Ag(l)-ADN se llevaron a cabo en el
Departamento de Quimica de la Universidad de Liverpool (Reino Unido), bajo la

supervision del Prof. Richard Nichols, mediante la técnica STM-break junction.

Esta técnica consiste en acercar una punta de STM sobre una superficie formada
por una monocapa de oro (Gold Self Assembled Monolayer) para hacer contacto
mediante una punta de oro con el extremo de una molécula que previamente ha sido
depositada sobre dicha superficie. La molécula se funcionaliza previamente con grupos
organicos, tipicamente tiol o amina, para facilitar la union de la punta de oro del sistema
STM. Tras el contacto entre la punta y la molécula, la punta de la sonda se retira
rapidamente originando un puente de atomos que se alarga hasta la ruptura del mismo.
A medida que esa apertura se ensancha, las moléculas de la monocapa de oro (Au-SAM)
llenan ese espacio vacio, originando flujos de corriente, hasta que ese espacio se vuelve

|ll

demasiado amplio para las moléculas que originan el “puente”, y la corriente cesa

(Figura 2.3).

)
Tt
Conductance (nS)

Distance

Figura 2.3. Distintas etapas en el procedimiento de medida de la
conductancia mediante STM-based break junction (STM-BJ). (Fuente de la
imagen: www.researchgate.com)
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En este trabajo de tesis doctoral se ha hecho uso de esta técnica para medir la
conductividad de las moléculas de oligonucledtidos cuando tienen coordinados iones

Ag' en el interior de la doble hebra.

Para realizar estas medidas se prepararon disoluciones de cadenas de
oligonucledtidos en una disolucién de NaClO, 100 mM y de tampdén MOPS 5 mM a
pH=6.8. Antes de realizar cada medida y, para asegurar el desenrrollamiento de las
hebras, estas fueron calentadas a 65°C en un bafio de agua y posteriormente sacadas
del mismo para que regresaran a temperatura ambiente de forma lenta y progresiva. La
concentracion final de oligonucleétido en las muestras depositadas sobre las que se

realizaron las medidas fue 10 uM.

Como se ha mencionado previamente, para medir la conductancia de las muestras
se empled la técnica de STM-BJ. Las medidas se realizaron tras depositar unas gotas de
la muestra de oligonucledtido 10 uM sobre una superficie de oro previamente
depositada en un sustrato de vidrio (Arrandee, Schéer, Alemania). Previo depdsito de la
muestra, la superficie de oro se limpia con acetona y se funde mediante un soplete de
butano hasta llevarla al rojo. La superficie se mantiene en este estado durante 20
segundos durante los cuales el soplete se mantiene en movimiento alrededor de la
muestra para evitar el sobrecalentamiento. Este procedimiento se realiza tres veces

para generar terrazas de Au(lll).ml

Sobre esta superficie de oro, fijada al
portamuestras, se depositan unos mililitros de muestra de oligonucledtido y a la que se
afnade una disolucion de Ag(l), segun el caso, y se espera unos 30 minutos antes realizar

la medida.

Las puntas utilizadas para realizar las medidas se afilan electroquimicamente y se

recubren con cera Apiezon para hacerlas aptas en medidas de muestras liquidas.

La punta del sistema STM (Microscopio AGILENT 5500 SPM) se deposita sobre la
muestra de forma repetitiva aplicando un set point de 10 pA y un withdraw de 10 nm. La

tension de polarizacion aplicada es de unos 100 mV.

Durante el proceso de medida, si no se enlazan moléculas entre la punta y la

superficie mientras se realiza la retirada de la punta, se observa un ligero decaimiento
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del potencial en la curva de la corriente; sin embargo, si se enlazan moléculas entre la

puntay la superficie, se observa el correspondiente “plato” en la curva de corriente.

Este proceso se repite aproximadamente unas 7.000 veces por cada muestra, para
representar posteriormente la correspondiente grafica de corriente versus distancia. Los
picos obtenidos en el histograma determinan la conductancia mas probable para la
unién de una unica molécula. El tratamiento de los datos se realiza mediante un
software programado especificamente para que rechace aquellas medidas en las que se
observe un ruido excesivo o tiempos de decaimiento de la corriente extremadamente

largos.
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Sintesis y caracterizacion de ligandos

En este capitulo se llevara a cabo una descripcidn de los procesos de sintesis que se
han empleado para la obtencion de las moléculas organicas que actuaran como ligandos
en la formacion de los complejos metalicos y que, posteriormente, interactuardn con las

nucleobases o las hebras de oligonucleétidos.

3.1 Sintesis y caracterizacion de ligandos hidroxo-hidroxo

3.1.1. Acido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico (1)

La sintesis de este dacido se ha realizado en tres pasos, empleando como
compuesto de partida el acido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico (cheld) (Figura 3.1). El
objetivo principal consiste en funcionalizar el ligando cheld a través del grupo hidroxilo
en posicion 4 para demostrar asi la versatilidad de esta molécula para aportar
funcionalidad especifica sin alterar su capacidad para formar complejos de
coordinacién. El ligando cheld puede actuar como ligando tridentado a través de los

atomos N1, O1 y 05, y ademas aporta dos grupos carboxilo capaces de actuar en la

formacion de enlaces de hidrégeno.[l"r’]
H

307
AN

5 3

40 6 1/2 02
7 N 8
05 10
H/ \H

Figura 3.1. Molécula numerada de dcido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico
(cheld).
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Figura 3.2. Esquema de sintesis del dcido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico, 1. a)
SOCl,/EtOH absoluto, T ambiente 24h, 2h reflujo; b) CHsl, NaH, Schlenk 48h; c) NaOH 0.5
M pH=7, HCl pH=3.6.

La sintesis del ligando acido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico (1) (Figura 3.2) se
inicié llevando a cabo la proteccion de los grupos carboxilicos del ligando de partida
cheld, sustituyendo los dos hidrdogenos por grupos etilo mediante una reaccién de

esterificacion, obteniendo el compuesto intermedio 1a (Figura 3.3).

Figura 3.3. Mecanismo de obtencion del intermedio 1a. a) Obtencion del cloruro de dcido.
b) Reaccion de adicion nucleofilica-eliminacion del cloruro de dcido para obtener 1a.
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Posteriormente, se lleva a cabo la alquilacion del grupo hidroxilo en posicién 4

[6

mediante una sintesis de Williamson,™ empleando yodometano e hidruro de sodio en

una atmoésfera inerte, obteniéndose el producto 1b (Figura 3.4).

/S
= H;C
H—Na M /CH3
o/ S Na o}
x AN A
| s | |
o - 0 —» O = o — © Z © 4+ NalH
N N N
o o ) o o 0o
S R
Figura 3.4. Mecanismo de obtencion del intermedio 1b mediante la sintesis de
Williamson.

Finalmente, se realiza la desproteccion de los grupos hidroxilo mediante una

hidrdlisis basica de ésteres para obtener el acido 4-metoxipirimidin-2,6-dicarboxilico (1)

(Figura 3.5).
/
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o — o _ _
NSRRI NN W N
5 8 NS NP N
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i Of o e OH oH o o
CHj CH3 gz />H Hy /VH
e o O
9 HsC (0]
O/
A
-2 HOCH,CH; a2cr |
- - 7 o
LI e OH OH
H H
|) |) 1
cl cl

Figura 3.5. Mecanismo de obtencion de 1 mediante una hidrdlisis bdsica de ésteres.
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La caracterizacion de las diferentes especies quimicas formadas en cada una de las
etapas, tanto de los intermedios como del producto final, se llevd a cabo en disolucién

mediante técnicas de "H-RMN y HRMS (véase seccion 2.1.2.a.1).

El espectro de "H-RMN del producto 1a (Figura 3.6, a) muestra la aparicién de dos
nuevas sefiales a 4.38 ppm (4H) y 1.34 ppm (6H) respecto del ligando cheld,
correspondientes a los grupos etilo introducidos mediante la reaccion de esterificacion.
En el caso del intermedio 1b, el espectro de ‘H-RMN muestra la desaparicién del protén
del grupo hidroxilo en posicién 4 y la aparicién de un singlete a 3.98 ppm (3H),
correspondiente al grupo metilo introducido en esa posicion, al igual que un
desplazamiento a campo alto de los protones aromaticos H3 y H5 (A6=0.15 pm). La
masa obtenida por HRMS corrobora la formacién de este producto 1 ([M+H']

encontrado: 254.1037).
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N
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O\‘ 0\‘ .\
) wJLh_J\« )] M
1 — 7

-

0
/) OH OH

mr
‘ ‘ — : : : : : : : —
120 115 110 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 1.5
& (ppm)

it i, v
1

*

Figura 3.6. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) para los productos a) cheld, b) 1a, c) 1b y d)
1.
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3.1.2. Acido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-il)propoxi)piridin-2,6-
dicarboxilico (2)

En este trabajo de tesis se pretende incorporar el mondmero 2-(2-tiofenil)pirrolo
(tp) en posiciones especificas de moléculas monohebra de ADN y de manera controlada.
Para ello, el mondmero tp se introduce en un nuevo ligando para permitir desarrollar
nuevas rutas sintéticas y estratégicas para la formacion de hibridos ADN-polimeros
conductores, concretamente mediante la formacion de complejos metdlicos capaces de

interaccionar a posiciones especificas de las nucleobases constituyentes del ADN.

El acido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilico (2) se
obtiene por funcionalizacion del acido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico (cheld) con un
mondmero precursor de un polimero conductor organico. En concreto, se introdujo el
mondmero tp precursor del polimero conductor poli(Z-(Z-tieniI)pirroIo).m Este polimero
habia sido previamente depositado con éxito sobre la superficie de moléculas de ADN,
las cuales actuaban como plantilla[sl. Sin embargo, esta estrategia carece de control

sobre la estequiometria y sobre el lugar de deposicion del polimero.

La sintesis del ligando 2 se llevé a cabo en cuatro etapas (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Esquema de sintesis del dcido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-1H-pirrol-1-
il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilico, 2. a) BrCH,CH,CH,Br, NaH, Schlenk 5 dias; b) 1a, NaH,
Schlenk 5 dias; c) CH;ONa/CH;0H, T ambiente 48h, 60°C 2h.

Inicialmente se introduce una cadena alquilica en el mondmero tp, portadora de
un grupo haldgeno terminal y que, por tanto, permite su participacion en reacciones de

sustitucion nucleofilica para su posterior incorporacion al ligando 1.

Para ello, se realiza una reaccion de alquilacion entre el monémero tp y la cadena
alquilica 1,3-dibromopropano en presencia de una base y en atmésfera inerte,
obteniéndose el producto 2a. El espectro de 'H-RMN de este compuesto (Figura 3.8)
muestra la desaparicion del protdn del grupo pirrolo (respecto del mondémero libre) y la
aparicion de tres nuevas sefiales a 4.15, 3.40 y 2.12 ppm, correspondientes a los
protones del grupo propilo con un bromo terminal. También se observa un

desplazamiento a campo alto de los protones aromaticos del doble anillo pirrolo (tp).
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Figura 3.8. Espectro de "H-RMN (DMSO-d;) del producto 2a.

A continuacion, se llevé a cabo la introduccion del intermedio 2a en el ligando 1a
(derivado del ligando cheld) en presencia de hidruro de sodio, obteniéndose el derivado
2b. El espectro de ‘H-RMN de 2b pone de manifiesto la incorporacién del grupo tp al
ligando aromatico mediante una cadena de propilo unida al oxigeno en posicién 4 del
anillo aromatico. En concreto, se observan los protones aromaticos correspondientes al
mondmero tp (7.42-6.07 ppm) y a la cadena de propilo a 4.24 pm, 4.07 pm y 2.10 pm.
Igualmente, deberia observarse la desaparicion del hidrégeno del grupo hidroxilo
presente inicialmente en el ligando pero la presencia de agua en la muestra no lo
permite. Asimismo, se aprecia un débil desplazamiento a campo bajo de los protones
aromaticos H3 y H5 (A8=0.03 pm). El espectro de masas HRMS (véase Anexo Ill) muestra

la masa esperada para este intermedio ([M+H'] encontrado: 429.1492).
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Finalmente, se desprotegieron los grupos carboxilicos utilizando como catalizador
metdxido de sodio en un medio anhidro y calentando ligeramente para favorecer su
actividad catalitica. A continuacion, se neutraliza el medio de reaccién haciendo uso de

una resina neutra como la Amberlite®, obteniéndose el ligando final 2.

El espectro de '"H-RMN  del ligando 2 (Figura 3.9) muestra claramente la
desproteccion de los grupos carboxilicos, con la desaparicion de las seiales
correspondientes a los protones del grupo etilo. Con respecto a los protones de los
grupos carboxilicos, no se observa la sefial correspondiente debido al intercambio de
sus protones con deuterio. El espectro de masas HRMS (véase Anexo /ll) muestra la

masa tedrica esperada para el ligando 2 ([M+H] encontrado: 373.0844).

L
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Bt ettt

L=

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

Figura 3.9. Espectros de 'H-RMN (DMSO-d;) para los productos a) ligando 2, b)
intermedio 2a, c) mondmero funcionalizado 2a y d) precursor 1a.
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3.1.3. (4-propoxipiridin-2,6-diil)dimetanol (3)

Esta molécula se obtuvo como subproducto de reaccion al llevar a cabo la
reduccion completa de los grupos ésteres presentes en el intermedio dietil-4-

propoxipiridén-2,6-dicarboxilato (4a) (Figura 3.10y 3.11).

o/(
X
o NaBH, |
7
DCM/EtOH N
OH OH

4a 3

Figura 3.10. Esquema de sintesis de (4-propoxipiridin-2,6-diil)dimetanol, 3.

O/(
H-—11;B Na .
° N / H H
\T " ?/j H— '/\N + 2 87
O.
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|

R °w °w "

Na HiB—-H
/( H-Loc H,CH, 0/(
CH,CH;0H R
-2NaOCH2CH3 | \ -2NaH;BOCH,CH; | AN
_—
0O, o

Y P A P

/‘AC N C N

Na H;B—2H l!l Lm”;B Na OH OH
3

Figura 3.11. Mecanismo de reduccion de éster via NaBH, para obtener 3.
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La caracterizacién de esta molécula se llevd a cabo en disolucién tanto por "H-RMN

como por HRMS, y en estado sélido mediante técnicas de AE (véase seccidén 2.1.2.a.3).

El espectro de "H-RMN (Figura 3.12) muestra la aparicién de nuevas sefiales que
ponen de manifiesto la reduccién de los dos grupos carboxilicos a grupos hidroxilos
terminales. Especificamente, se observa la aparicién de un triplete a 5.31 ppm (2H)
correspondiente a los dos grupos OH, al igual que un doblete a 4.45 ppm (4H) de los

protones de los grupos -CH, en posicion 2 y 4.

7
| H7 y H8

H14

H9yH10 H12

H13

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
& (ppm)

Figura 3.12. Espectro de *H-RMN (DMSO-dg) para el producto 3.
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3.2 Sintesis y caracterizacion de ligandos hidroxo-amino

3.2.1. Acido 6-(aminometil)-4-propoxipicolinico (4)

La sintesis del acido 6-(aminometil)-4-propoxipicolinico (4) se ha llevado a cabo

utilizando la modificacidon de un método descrito previamente en bibliograﬂ'alg].

A diferencia del ligando 1, este nuevo ligando 4 posee un grupo carboxilico y un
grupo amino, capaces de coordinarse a iones metalicos y de actuar en la formacién de
enlaces de hidrogeno como grupos aceptores y dadores respectivamente. El objetivo es
la obtencién de un ligando capaz de aportar funcionalidad especifica sin afectar su

capacidad para formar complejos de coordinacién actuando como ligando tridentado.

El proceso global de sintesis de 4 tiene lugar en siete pasos, partiendo del derivado
1a, previamente sintetizado (Figura 3.13).
OH io io io
A X AN X
o | o2 . o | b) | ) | a
N N 0 > N 0 ——» 7 o_9 o
o o) o OH o ]

R T B 0N

1a 4a 4b 4c
o]
N

o
\Lo I io O
f (o]
d) | W o 7 0 _>) N 0 _>g) N
Ny o HN \fo oW NH, O\| NH; OH

4d W \ko de 4 4

Figura 3.13. Esquema de sintesis del ligando dcido-6-(aminometil)-4-propoxipicolinico, 4.
a) NaH, CH3;CH,CH,l, Schlenk 48h; b) NaBH,, T ambiente 3h; c) SOCl,, Schlenk 3h; d)
NaNs/DMF, T ambiente 3h; e) PPh;, T ambiente 3h, H,0, 5h reflujo, (Boc),0, 4-DMAP, T
ambiente 16h; f) TFA, T ambiente 6h; g) CH;O0Na/CH;OH, T ambiente 48h, 60°C 2h.
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A partir del ligando 1a, se llevé a cabo la funcionalizacién del grupo hidroxilo en
posicion 4 mediante una reaccion de alquilacion empleando 1-yodopropano en
presencia de hidruro de sodio, obteniéndose el derivado 4a. El espectro de "H-RMN
confirmd la formacion de 4a, observandose la desapariciéon del protén del grupo
hidroxilo y la aparicién de las sefiales correspondientes a los hidrégenos de la cadena de

propilo (4.17 ppm, 1.76 ppm, 0.99 ppm).

El siguiente paso consistié en la reduccion de uno de los grupos carboxilo a
hidroxilo utilizando borohidruro de sodio, obteniéndose asi el derivado 4b. Es
importante mencionar que para evitar la reduccion de los dos grupos hidroxilo, la
reaccion se llevo a cabo en condiciones reductoras menos enérgicas y con un control

exhaustivo del progreso de la reaccion mediante cromatografia en capa fina (TLC).

Cuando la reaccién se lleva a cabo con un exceso mayor a dos equivalentes de
borohidruro de sodio se produce la reduccion de los dos grupos carboxilo a hidroxilo,

dando lugar al derivado 3 (véase seccion 3.1.3).

El derivado 4b se caracterizé en disolucién por espectroscopia de 'H-RMN (Figura
3.14), cuyo espectro muestra la reduccion del grupo carboxilico a alcohol con la
aparicion de las sefales correspondientes al grupo CH, en forma de doblete (4.55 ppm),
asi como el triplete correspondiente al protén del grupo hidroxilo (5.52 ppm). También
se observa un desdoblamiento del singlete original correspondiente a los dos protones
aromaticos del anillo debido a la pérdida de la simetria de 4a con respecto a 4b al

reducir Unicamente uno de los grupos carboxilicos.
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Figura 3.14. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) para los productos 4b (arriba) y 4a (abajo)

A continuacidn, se llevo a cabo la sustitucion del grupo hidroxilo por cloro, por
accion del cloruro de tionilo, para obtener un cloruro de alquilo, dando lugar al derivado
4c, cuyo espectro de ‘H-RMN mostrd la desaparicién del protén del grupo hidroxilo v el
desplazamiento del grupo -CH,- como consecuencia de su unién a un cloruro (A8=0.25

pm).

El siguiente paso de reaccion estd basado en la primera parte de la Sintesis de
Gabriel (Figura 3.15), y consiste en la transformacion del cloruro de alquilo a un grupo
azida, empleando azida de sodio, obteniéndose el derivado 4d de forma sencilla y con
muy buen rendimiento. La caracterizacion de 4d se llevd a cabo en disolucién por 'H-
RMN sin que el espectro muestre diferencias notables con respecto al obtenido al
caracterizar la molécula 4c. Esto es debido a que el intercambio del cloro por un grupo
azida parece afectar de manera similar al desplazamiento de los protones —CH,-

adyacente a estos grupos. Sin embargo, el espectro de masas HRMS de 4d confirma la
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masa esperada y el intercambio de los cloruros por los grupos azida ([M+H']

encontrado: 265.1301) (véase Anexo IlI).

(0]
| X
-NaCl
—_— N/ °
N (@]

Figura 3.15. Mecanismo de reaccion para la obtencion del intermedio 4d.

Posteriormente, se realizd la transformacién del grupo azida a amina cuyo
mecanismo estd basado en la reaccién de Staudinger,[m] por accidn de trifenilfosfina y
agua (Figura 3.16, ay b) y el posterior intercambio del grupo trifenilfosfonio por el grupo
protector tert-butoxicarbonilo (Boc), todo ello en una misma reaccién, obteniéndose el
derivado 4e (Figura 3.16, c). El espectro de 'H-RMN de 4e pone de manifiesto la
presencia del grupo Boc con la aparicion de un singlete a 1.44 ppm (9H). El espectro de
masas HRMS confirma la masa del ligando 4e ([M+H'] encontrado: 258.0887) (véase

Anexo Ill).



Sintesis y caracterizacion de ligandos

(0] (¢] 10
X A X N
| P 0 | P 0 | Z o N 5 | =z o)
N — N — N — N
o

0 o ®
| § | N | x x
N/ (0] > N/ (0] . N/ 0  » N/ o
N 0 N 0 NHy o NH, o
B, 0 D G VT
C HO W HO _PPhs
o—H |\ 0—H o

) /}\jq)ko%\ A NH, /oj _\i:

T (0]
O 1
o O
Z 0] > (0]
N N

Figura 3.16. Mecanismo de reaccion para la obtencion de 4e. a) Reaccion del grupo azida
con PPh;. b) Eliminacidn del grupo PPhjs. c) Proteccion del grupo amino con (Boc),0,
reaccion catalizada por 4-DMAP.
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La eliminacidon del grupo Boc, en presencia del acido trifluoroacético (TFA) da lugar
a la amina primaria con buen rendimiento, es decir, al compuesto 4f (Figura 3.17). Su
espectro de 'H-RMN pone de manifiesto la desaparicion de las sefiales del grupo Boc
pero no se observa la sefial correspondiente al grupo amino debido a la presencia de

agua en la muestra.

Figura 3.17. Mecanismo de desproteccion de aminas via TFA.

Finalmente, se llevo a cabo la desproteccion del grupo éster para obtener el acido
carboxilico correspondiente, via catalitica usando metéxido de sodio, tal y como se ha
descrito previamente, obteniéndose el ligando deseado 4. En el espectro de "H-RMN de
esta molécula (Figura 3.18, a), es interesante sefalar la desaparicion de las sefiales del
grupo éster etilico (4.33 y 1.30 ppm) una vez se lleva a cabo su desproteccion en este

ultimo paso de la reaccidn.
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Figura 3.18. Espectros de *H-RMN (DMSO-d,) para los productos a) 4; b) 4f, c) 4e y d) 4d.

Es importante indicar que también se intentd sintetizar el acido-6-(aminometil)-4-
propoxipicolinico (4), obteniéndose en primer lugar la azida 4d, tal cual se ha descrito
previamente, pero realizando a continuacion una hidrogenacién catalitica usando como
catalizador paladio sobre carbdn, y una corriente de H, (4 atm) durante 7 dias. Sin
embargo, se obtuvo el acido 6-metil-4-propoxipicolinico (Figura 3.19), hecho del que no

se han encontrado razones que permitan su justificacion.
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4d W acido 6-metil-4-propoxipicolinico

Figura 3.19. Esquema alternativo de sintesis de 4 que dio como resultado la obtencion del
dcido 6-metil-4-propoxipicolinico.

3.2.3. Acido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilico (5)

Para la sintesis del acido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilico (5) se usé como

molécula de partida metil-8-nitro-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-2-carboxilato (NOqui),

cuyo procedimiento de sintesis se realizé siguiendo un método descrito en literatura.

Es importante destacar que en el transcurso de la primera etapa, es decir, durante
la alquilacion del grupo 4-hidroxilo con una cadena propilica, tuvo lugar una reaccion de
transesterificacion entre un grupo metil y otro propil (Figura 3.20), dando lugar a los

derivados 5a y 5a’. Esta transesterificacion posiblemente estuvo favorecida por las

condiciones acido-base del medio en el que transcurre.
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Figura 3.20. Esquema de sintesis del dcido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-
carboxilico, 5. a) NaH, CH;CH,CH,l, Schlenk 6 dias; b) H, 1 atm, 10% Pd/C,
40h; c) CH;ONa/CH;0OH, T ambiente 12h, 60°C 2h.

La purificacion adecuada de estas especies, por cromatografia en gel de silice, no
fue posible debido a que ambas poseen coeficientes de retencién muy proximos. No
obstante, durante la separacion en columna fue posible obtener una pequeiia fraccién
de 5a y 5a’ de elevada pureza, cuyos espectros de "H-RMN (Figura 3.21) permitieron
comprender el espectro de 'H-RMN de la mezcla de ambas especies, que fue la fraccion

mayoritaria obtenida durante los procesos de purificacion.
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Figura 3.21. Espectros de *H-RMN (DMSO-d,) para los productos 5a (arriba) y 5a’ (abajo).

Concretamente, en el espectro de "H-RMN de 5a pueden observarse las sefiales del
éster metilo como un singlete a 3.95 ppm, y del grupo propil (posicién 4) como triplete,
multiplete y triplete a 4.38 ppm, 1.94 ppm y 1.09 ppm respectivamente. En el caso de
5a’, las sefiales correspondientes al éster propilo pueden observarse a desplazamientos
de 4.37 ppm, 1.78 ppm y 1.01 ppm, y los del grupo propil (posicion 4) se observan a 4.37
ppm, 1.94 ppm y 1.11 ppm. Con respecto a los cuatro protones del doble anillo que se
observan en la zona aromatica del espectro (8.5-7 ppm), el desplazamiento es

practicamente el mismo para 5ay para 5a’.

Por lo tanto, la alquilacion en posicion 4 se llevd a cabo correctamente con un
grupo propilo, de manera que la transesterificacion no afectd para obtener el producto

deseado y, por lo tanto, no se llevd a cabo la separacidn total de ambas especies.
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Posteriormente, se realizd la hidrogenacién catalitica del grupo nitro, empleando
paladio soportado sobre carbédn como catalizador y en atmésfera de H, (1 atm),
obteniendo asi los derivados correspondientes 5b y 5b’. El éxito de la hidrogenacion y la
consecuente conversién del grupo nitro a amino se observa en el espectro de "H-RMN
con la aparicion de una sefal a 6.02 ppm que integra por cuatro protones

(correspondiente a dos grupos amino de los dos derivados) (Figura 3.22).

B P w—
T T T T T o T T T T T T T T T T T T

13.0 125 12.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
& (ppm)

Figura 3.22. Espectros de "H-RMN (DMSO-d) para los productos 5b’+5b (abajo) y 5
(arriba).
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Finalmente, la Ultima etapa del proceso consistié en la saponificacién de los grupos
ésteres, dando lugar al ligando final acido 8-amino-4-propoxiquinolina-2-carboxilico (5)
como Unico producto de reaccion. En el espectro de 'H-RMN de la especie 5 (Figura
3.22, arriba) no se observan las sefiales correspondientes a los protones de los grupos
éster carboxilicos pero, si es posible observar el protdn del grupo OH (12.74 ppm) que
se obtiene como resultado de la desproteccion de las moléculas 5b y 5b’. El
desplazamiento y la multiplicidad del resto de sefiales no se ven afectados por este
cambio en la molécula, siendo el esperado el nimero de protones por el que integra

cada una de ellas.

Debido a la presencia de las dos especies éster (metilo y propilo) durante todo el
proceso fue dificil calcular el rendimiento de cada etapa de sintesis, que si se calculé con

respecto al proceso global de sintesis, siendo este del 57.3%.

La caracterizacion mediante HRMS confirma la existencia en disolucion de las

moléculas 5b, 5b’ y 5 (véase Anexo Ill).

3.2.3. Acido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilico (6)

Con objeto de obtener un derivado similar al ligando 5, descrito en el apartado
anterior, pero con diferentes propiedades de solubilidad, se decidié preparar el ligando
6, que incorpora un grupo metilo en posicién 4 en lugar de un grupo propilo como en el

caso del ligando 5.

El procedimiento de sintesis para el dcido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilico
(6) se llevd a cabo de una forma similar al descrito previamente para el acido 8-amino-4-

propoxiquinolina-2-carboxilico (5) (Figura 3.23).
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NO, /0 NO, /o NH, /o NH, OH
6a 6b 6

NOqui

Figura 3.23. Esquema de sintesis del dcido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-carboxilico, 6. a)
NaH, CH;l, Schlenk 12h; b) H, (1 atm), 10% Pd/C, 24h; c) NaOH 0.5 M, reflujo 24h, HCl al
20% (pH=7).
A continuacién, se llevé a cabo la metilacion del grupo hidroxilo en posicion 4 en
condiciones basicas mediante una sustitucion nucleofilica para obtener 6a. El espectro

de 'H-RMN confirma la formacién del intermedio 5a con la aparicién de un singlete a

4.19 ppm, correspondiente al grupo metilo (Figura3.24, a).
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Figura 3.24. Espectros de IH-RMN (DMSO-d) para los productos a) 6a, b) 6b, y c) 6.
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Este paso de reaccién fue seguido de la sintesis de 6b llevada a cabo mediante una
hidrogenacidn catalitica, utilizando como catalizador de paladio sobre carbén en
atmosfera de H, (1 atm) durante 24 horas. Como consecuencia de la conversion del
grupo nitro en grupo amino, se puede observar en el espectro de 'H-RMN de la
molécula (Figura 3.24, b) que los protones del doble anillo de quinoleina se desplazan a
campo alto. Los desplazamientos mas significativos tienen lugar en los protones que se
encontraban mas cercanos al grupo nitro, concretamente el protén H7 (A6=1.46 ppm).
También se observa un ligero desplazamiento a campo bajo de la sefial correspondiente

al singlete del grupo metilo (A6=0.11 ppm).

Por ultimo, se procedié a la saponificacién del éster para obtener el grupo
carboxilico mediante una reaccién en medio basico fuerte que favorece el ataque
nucleofilico al grupo metéxido y la salida del mismo. En el espectro de '"H-RMN del
ligando 6, es posible observar las sefiales correspondientes a los protones de los grupos
NH, (6.53 ppm) y OH (12.79 ppm), asi como la desaparicidn del singlete correspondiente
al grupo metilico protector del grupo carboxilico, lo que confirma el éxito del proceso de

saponificacion (Figura 3.24, c).
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3.3 Sintesis y caracterizacion de ligandos amino-amino

3.3.1. Piridin-2,6-diildimetanamina (7)

La sintesis de este ligando se llevé a cabo por primera vez en el afio 1957, cuando
los investigadores Francis Lions y Kenneth V. Martin lo obtuvieron partiendo de 2,6-
dimetilpiridina.m] Posteriormente, han aparecido otros métodos de obtencion en la

13,14] . . - , .
13241 siendo la més proxima al método que se propone en este trabajo de

literatura,
investigacion la descrita en la patente de Shibatomi.™ Sin embargo, el método aqui
descrito emplea disolventes mas respetuosos con el medio ambiente, obteniéndose

rendimientos bastante altos (73% en el primer paso de reaccién y 100% en el segundo).

Para la sintesis de la piridin-2,6-diildimetamina (7) se utiliz6 como compuesto de
partida el producto comercial bis(bromometil)piridina. Este precursor posee dos
bromuros de alquilo primarios que son susceptibles de participar en reacciones de

sustitucion nucleofilica (Figura 3.25).

X X X
a) b)
= = =
N N N
Br N3 Na NH

Br P NH,

2,6-bis(bromometil)piridina Ta 7

Figura 3.25. Esquema de sintesis de piridin-2,6-diildimetanamina, 7. a) NaNs/EtOH:H,0,
reflujo 48h; b) H, (3 atm), 10% Pd/C, 16h.

El tratamiento de la piridina 2,6-bis(bromometil)piridina con azida sddica dio lugar
al intermedio 7a mediante una sustitucidon nucleofilica bimolecular (Sy2) Esta reaccidon
esta favorecida por el buen caracter de grupo saliente de los bromuros, confirmando el

Optimo rendimiento de la primera etapa de reaccién (77.3%). La sustitucién del grupo
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bromuro por azida se confirmé por IR al observarse la presencia de la banda

correspondiente a los grupos azida (2100 cm™) (Figura 3.26).

%T

100
1

80
1

40

7a

2100 cm?

4000

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
v (cm?)

Figura 3.26. Espectro infrarrojo del intermedio de reaccion 7a donde se refleja la

presencia del grupo azida en la molécula.

500

A continuacion, y como etapa final, se llevdé a cabo una hidrogenacidon catalitica,

empleando paladio soportado sobre carbon como catalizador y atmésfera de H, (3 atm)

para obtener el ligando final 7, en este caso bajo condiciones mas enérgicas que las

descritas anteriormente.

Los espectros de "H-RMN y *C-RMN de ambos compuestos (Figura 3.27) son muy

similares ya que los grupos azida y amino provocan desplazamientos quimicos idénticos

tanto en los hidrégenos de los carbonos enlazados a ellos (7a: 4.51ppm y 7: 4.52 ppm)

como en dichos atomos de carbono (7a: 156.21 ppm y 7: 156.19 ppm). Las seiales de

los grupos amino no se observaron debido al intercambio con deuterio. El espectro de
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masas pone de manifiesto claramente que la reaccién de obtencidn de 7 ha tenido lugar

de manera satisfactoria (véase Anexo Ill).

6.
X
‘1‘ ‘5 c1 H7y H9
PN c7
7 N 9
| : |
NH NH C6
8 2 10 2
c2
155 140 125 110 95 85 75 65 55 45 35
H1yH5
H6

)

84 82 80 78 76 74 72 7.0 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 4.2
& (ppm)

Figura 3.27. Espectros de *H-RMN (DMSO-dy) y BCRMN (DMSO-dg) para el producto
piridin-2,6-diildimetamina, 7.

123



124

Capitulo Il

Bibliografia

(1]

(2]

(3]

(4]
(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]
(11]
(12]

(13]

(14]

M. Herring, L. Henling, J. a Labinger, J. E. Bercaw, Inorg. Chem. 1991, 30, 851—
853.

E. Meggers, P. L. Holland, W. B. Tolman, F. E. Romesberg, P. G. Schultz, J. Am.
Chem. Soc. 2000, 122, 10714-10715.

S. Atwell, E. Meggers, G. Spraggon, P. G. Schultz, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123,
12364-12367.

N. Zimmermann, E. Meggers, P. G. Schultz, Bioorg. Chem. 2004, 32, 13-25.

D. Griffith, A. Chopra, H. Miiller-Bunz, C. J. Marmion, Dalton Trans. 2008, 2,
6933-6939.

N. E. Vollhardt, K.P.C., Schore, Quimica Orgdnica. Estructura Y Funcidn, Ediciones

Omega, S.A., 2000.

H. Nalwa, Handbook of Advanced Electronic and Photonic Materials and Devices

- Volume 8 -, Academic Press, Burlington, 2001.

S. A. F. Al-Said, R. Hassanien, J. Hannant, M. A. Galindo, S. Pruneanu, A. R. Pike,
A. Houlton, B. R. Horrocks, Electrochem. commun. 2009, 11, 550-553.

N. Delsuc, F. Godde, B. Kauffmann, J.-M. Leger, I. Huc, J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 11348-11349.

H. Staudinger, J. Meyer, Helv. Chim. Acta 1919, 2, 635—-646.
N. P. Peet, L. E. Baugh, S. Sunder, J. E. Lewis, J. Med. Chem. 1985, 28, 298—-302.
F. Lions, K. V Martin, J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 2733-2738.

N. Delsuc, J.-M. Leger, S. Massip, I. Huc, Angew. Chemie, Int. Ed. 2007, 46, 214—
217.

P. Roquette, C. Koenig, O. Huebner, A. Wagner, E. Kaifer, M. Enders, H.-J.
Himmel, Eur. J. Inorg. Chem. 2010, 4770-4782.



Sintesis y caracterizacion de ligandos

[15] K. Shibatomi, Preparation of Optically Active 2,6-Bis(aminomethyl)pyridines and

Asymmetric Reactions with Their Metal Complex Catalysts., 2008.

125



Capitulo 1l

126



Capitulo IV

Sintesis y
caracterizacion de los
complejos primarios







Sintesis y caracterizacion de los complejos primarios

En este capitulo se describe la sintesis y caracterizacidén de los complejos primarios
constituidos por los ligandos organicos sintetizados en el Capitulo Il y de los iones

metalicos de paladio (ll), platino (1) y/o cobre (Il).

El objetivo de dicha sintesis consiste en obtener complejos metalicos con
capacidad para formar, simultdneamente, enlaces de coordinacién y enlaces de
hidréogeno complementarios a las nucleobases constituyentes del ADN. Este tipo de

complejos se describiran en el Capitulo VI.

4.1 Sintesis y caracterizacion de complejos primarios de Pd(ll),
Pt(ll) y Cu(ll) con ligandos hidroxo-hidroxo

Los complejos primarios obtenidos a partir de ligandos hidroxo-hidroxo se
sintetizaron con el objetivo de estudiar su interaccion frente a nucleobases modelo

complementarias, derivadas de la adenina (A).

Para ello, en primer lugar se obtuvieron complejos con ligandos procedentes del
acido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico (cheld), capaz de actuar como ligando tridentado

1] y cuyos grupos carboxilato poseen atomos de

a través de los atomos N1, O1 y O5,
oxigeno capaces de participar como grupos aceptores en la formacién de enlaces de

hidrégeno con el grupo amino de la nucleobase adenina (Figura 4.1).
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7 o
i\o 1
/H\\ \ N~
H=N M/

N =

o

A Adenina

O H
\\P o H
'o/ \
.

Figura 4.1. Esquema de interaccion de un complejo metdlico basado en un
ligando hidroxo-hidroxo y la adenina.

Asimismo, como ya se describid en el Capitulo I, el grupo hidroxilo en posicién 4
permite su modificacidon quimica y, por lo tanto, el ligando cheld puede ser programado

para portar funcionalizacidn especifica.

La eleccion de iones metalicos, tales como Pd(ll) o Pt(ll), responde a la geometria
plano-cuadrada que ofrece su entorno de coordinacién, a la alta afinidad de estos
metales por atomo de nitrégeno donadores localizados en posiciones especificas de las
bases nitrogenadas, a la robustez de los enlaces de coordinacién formados y al control
de su reactividad, a través del uso de ciertos grupos de coordinacion, con el ién
metalico.”®

Sin embargo, el Pd(ll) y el Pt(ll) tienen un radio idnico que puede dificultar la
obtencion de estos sistemas,m ademas de unas cinéticas de reaccion mas moderadas
(especialmente en el caso del Pt(ll)) por lo que se han sintetizado también complejos
con Cu(ll), cuyos enlaces de coordinacion son mas labiles, su cinética de reaccién es mas

elevada y ademas permite entornos de coordinacion mas variados.
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4.1.1. [Pd(cheld)( CHsCN)], cheldPd

El complejo cheldPd se obtiene mediante una reaccién sencilla entre el complejo

PdCI,(CH5CN), y el acido 4-hidroxipiridin-2,6-dicarboxilico (cheld) (Figura 4.2).

El complejo de partida PdCl,(CH3;CN) se obtuvo in situ a partir de una reaccién a
reflujo de PdCl, en acetonitrilo durante 30 minutos. A continuacién, la disolucion se
filtré para eliminar posibles impurezas insolubles, y el ligando cheld se adiciond sobre el
complejo metdlico. Posteriormente, la mezcla se mantuvo agitando a 60°C para
favorecer la coordinacién del ién metalico Pd(ll) al ligando cheld, dando lugar al

complejo plano-cuadrado cheldPd.

cl
OH Cl——Pd——NCHCH3 OH
N NCCHs | N
o 1_ o > o N/ o
N I
O50H on O1 © R&—0
NCCH3
cheld cheldPd

Figura 4.2. Esquema de sintesis del complejo cheldPd.

El complejo cheldPd se caracterizé en estado sélido por espectroscopia IR y AE. En
el espectro IR (Figura 4.3) se observa la desaparicidon de las bandas correspondientes a
los grupos OH del ligando cheld (3606 cm™ y 3445 cm™) como resultado de su
coordinacién al ion metalico Pd(ll). Con respecto a las bandas de la vibracién de tensidon
de los grupos carbonilo del ligando, afectados por esta coordinacion debido a su
proximidad a los atomos O1 y O5 del ligando, se observan ligeros desplazamientos de
tipo batocrémico en la banda centrada a 1702 cm™ (Av=18 cm™) y de tipo hipsocrémico
en la banda centrada a 1617 cm™ (Av=11 cm™). Aunque més alejada de los d&tomos que

intervienen en la coordinacién al atomo metalico, la banda correspondiente a la
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vibracion de tension del atomo de carbono unido al grupo —OH en posicién 4 sufre, a su
vez, un desplazamiento batocrémico influenciado por la resonancia del anillo piridinico

(1130 cm™, Av= 45 cm™).

T /ﬂmwm sy

OH
T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm1)

Figura 4.3. Espectros IR en transmitancia del ligando cheld (morado) y del
complejo cheldPd (naranja), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables (‘).

Los datos obtenidos por AE estan en muy buena concordancia con los calculados

tedricamente para este complejo (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. AE del complejo cheldPd.

Pd(C;HsNOG)(CHsCN)

AEobtenido AEcalculado
% N 8.51 8.53
% C 32.65 32.92

% H 1.96 1.83
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La caracterizacién en disolucidon del complejo cheldPd se llevé a cabo mediante
espectroscopia de '"H-RMN. En primer lugar, si comparamos el espectro del ligando
cheld con el espectro de 'H-RMN (Figura 4.4) del complejo cheldPd, se observa que al
coordinarse el ligando al ion Pd(ll) tiene lugar un desplazamiento bastante drastico de la
sefial correspondiente a los protones H3 y H5 (A6=0.51 ppm), provocado por la
coordinacién del ligando al &tomo metalico. Ademas, el espectro 'H-RMN registrado a
temperatura ambiente, muestra tres sefiales para los protones aromaticos H3 y H5,
cuando soélo se esperaria observar un unico singlete debido a la simetria de la molécula.
Cuando el espectro se registra a una temperatura de 75°C, se observa una unica sefial
(7.05 ppm) que integra por dos protones. Finalmente, cuando se vuelve a temperatura
ambiente, aparecen de nuevo las tres sefales observadas en el primer espectro. En
todos los casos se observa una sefial a 2.03 ppm correspondiente a una molécula de

acetonitrilo coordinada al ion metalico.

Este fenomeno puede justificarse por la formaciéon de una especie dimérica del
complejo de Pd(ll) en disolucidn, en la que una de las posiciones de coordinacién del Pd
se encuentra ocupada por el &tomo de oxigeno carboxilico de otra unidad de complejo
(Figura 4.4). La formacion de este tipo de complejos a temperatura ambiente en
disolucién es comun en metales como el Pd, siendo posible encontrar otros casos

similares en bibliografl’am.
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(o] Pd——O0O
NCCH,
cheld
[ ]
I
al
I
" A *
o M ;/ \\ /u\
25°C SN/ N\ \
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[ ]
A K
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Figura 4.4. Espectros de "H-RMN (DMSO-dg) del ligando cheld (arriba) y
complejo cheldPd a distinta temperatura.
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4.1.2. [Pd(1)Cl], 1Pd

El objetivo de la sintesis de 1Pd fue la obtencidn de un complejo que demostrara la
posibilidad de obtener este tipo de compuestos con el acido 4-hidroxipiridin-2,6-
dicarboxilico (cheld) previamente funcionalizado, en posicion 4, sin que esto afectara a

la funcionalidad de este sistema para actuar como ligando tridentado.

La sintesis se realizd siguiendo un procedimiento similar al descrito para el

complejo cheldPd (Figura 4.6).

NCCHj
OCHs OCHs ]
H3CCN—Pd—ClI
Cl - o P o Na
o) P> o N
N |
O——Pd—0
OH OH |
cl
1 1Pd

Figura 4.6. Esquema de sintesis del complejo 1Pd.

Los estudios de caracterizacidn en estado sélido del complejo 1Pd, llevados a cabo
por espectroscopia de IR (Figura 4.7), muestran la desaparicion de las bandas
correspondientes a los grupos hidroxo carboxilico de la molécula de partida (3560 cm™),
asi como el desplazamiento a menor frecuencia de la banda correspondiente al grupo
—CO- (1722 cm'l, Av=107 cm'l) y el desplazamiento a mayor frecuencia de algunas de las
bandas correspondientes a la huella dactilar del ligando (1312 em™ y 1234 cm™, Av=86 y
95 cm™); por otra parte, muchas de las bandas correspondientes a la huella dactilar del

ligando, indicadas con circulos en la figura, apenas sufren variacién.
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Figura 4.7. Espectros IR en transmitancia del ligando 1 (azul) y del
complejo 1Pd (naranja), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como sefiales que permanecen invariables (®).

A diferencia de los encontrado para el complejo analogo cheldPd, en el caso del
complejo 1Pd los datos obtenidos por AE confirman la presencia de un atomo de cloroy

sodio, y la ausencia de una molécula de acetonitrilo (véase Tabla 4.11).

Tabla 4.11. AE del complejo 1Pd.

[Pd(CsHsNO5)CI](Na)(H,0), 4

AEobtenido AEcaIcuIado

%N 3.78 3.52
% C 24.13 24.15
% H 3.13 2.33

Los estudios en disolucién del complejo 1Pd, realizados mediante espectroscopia

de 'H-RMN % 13C-RMN, muestran la ausencia de una molécula de acetonitrilo en el
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entorno de coordinacién del ién metdlico. También se observan dos Unicas sefales a
7.25 y 3.99 ppm, correspondientes a los protones aromaticos (H3, H5) y al grupo metilo
en posicién 4, respectivamente. Este resultado pone de manifiesto la existencia del
complejo 1Pd como una especie monomérica a temperatura ambiente, y no como una

especie dimérica, tal y como se ha observado en el caso del complejo cheldPd (Figura

4.8).
9
OCH, S]
4
5073 )
o 6 | P 2 o Na
7 ’i‘ 8
O—Td—o
cl
1Pd c2
c7 c6 cs co
150 135 120 105 90 80 70 60 50 40 30
H9
H3yH5
7.5 7.0 6.5 55 5.0 45 4.0
& (ppm)

Figura 4.8. Espectros de 'H-RMN (DMSO-d,) y BC-RMN (DMSO-dg) del
complejo 1Pd.

Para intentar favorecer la coordinacién del paladio a un mejor grupo saliente,
como el acetonitrilo, la reaccién se llevé a cabo siguiendo el mismo procedimiento pero
en condiciones mas enérgicas (calentando a 60°C y manteniendo la agitacién durante 4
horas); sin embargo, los andlisis realizados al producto final confirmaron la obtencién

del mismo complejo.
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4.1.3. [Pd(2)(H,0)], 2Pd

El éxito de la obtencidn del complejo 1Pd incentivd la preparacidon de complejos
metdlicos derivados del ligando cheld con funcionalizacidn mas compleja. Para ello, se
utilizo el ligando 2, derivado de cheld y funcionalizado en posicion 4, con el monémero,

2-(tiofen-2-il)-1H-pirrolo (tp), precursor de un polimero conductor orgénico.[sl

La sintesis del complejo 2Pd se llevé a cabo mediante una reaccién sencilla entre el

PdCI,(CH5CN), y el ligando 2 (Figura 4.9).

— —
\_-$§ N\ _S
O/\/\N \ T(_;CH3 O/\/\N \
g S H3CCN—P|d—CI § —
o | _ o . . o ‘ _ o
N pH=5 "|'
OH OH O—Pld—O
H,0
2 2Pd

Figura 4.9. Esquema de sintesis del complejo 2Pd.

El complejo de partida PdCl,(CHsCN),, al igual que en los casos anteriores, se
obtiene in situ al mantener a reflujo PdCl, en acetonitrilo durante 30 minutos. Tras filtrar
la disolucién para eliminar las impurezas insolubles, se adiciona gota a gota el ligando 2
sobre el complejo, y la reaccién se mantiene agitando a 60°C, para dar lugar al complejo

plano-cuadrado 2Pd.

La caracterizacion en estado sélido del complejo se realizd, en primer lugar,

registrando los correspondientes AE e IR.

En el espectro IR (Figura 4.10) se observa la desaparicion de la banda

correspondiente a la vibracion de tensidon del —OH de los grupos carboxilato del ligando
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(3221 cm'l) y la disminuciéon en la intensidad de la banda correspondiente a las
vibraciones de tension de los grupos —C-N-C- (2921 em™), lo que sugiere la coordinacién
del ligando al i6n Pd(Il) a través de estos grupos. El enlace de coordinacién al grupo
carboxilico es, a su vez, responsable del efecto hipsocromico que sufre la banda
correspondiente a la vibracion de tensidn del grupo carbonilo que se desplaza de 1730
cm™ a 1660 cm™ (). Finalmente, otro de los hechos que se observan en la figura es
una severa modificacién de las sefiales comprendidas entre 1500 y 1000 cm™ con
respecto al IR del ligando, lo que sugiere la coordinacion del ligando al &tomo metalico
de forma tridentada afectando mediante resonancia a las principales vibraciones de
tension presentes en el anillo pirimidinico. Por ultimo, la banda correspondiente a las
vibraciones de tensién de los grupos —OH que se observa a 3419 cm™ puede estar
origina tanto por la coordinacion de una molécula de agua al ién Pd(ll) como por la

presencia de una pequeiia cantidad de agua en la muestra.

2

o MN/M/‘W‘NW\JM,NMM

T -
"l i
| /ﬁ ‘ML ] / ﬁ \W /‘ |

( N [ [
[ /" h “‘ M,/ H \M \‘H‘
.

e A A

Figura 4.10. Espectros IR en transmitancia del ligando 2 (azul) y del
complejo 2Pd (| ), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como sefiales que permanecen invariables (‘),
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En la tabla 4.1l se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 4.11l. AE del complejo 2Pd.

[Pd(c1sH14N2055)(H20)]'(Hzo)

AEobtenido AEcaIcuIado

% N 5.17 5.46
% C 42.04 42.15
% H 3.39 3.53
%S 5.24 6.25

La caracterizacion en disolucion se llevé a cabo por "H-RMN (Figura 4.11). Si nos
fijamos en el espectro del complejo 2Pd, se pueden observar otras sefiales debido a
impurezas presentes en la muestra, entre las que se incluye un exceso de ligando que
no ha reaccionado con el idn Pd(ll) para dar lugar al complejo. Sin embargo, al comparar
los espectros del ligando 2 y el del complejo 2Pd se puede observar que los protones H3
y H5 del anillo piridinico sufren un desplazamiento a campo alto (Ady34s=0.38 ppm)
como consecuencia de la coordinacion del ién de Pd(ll) al ligando y de los efectos de

resonancia presentes en el anillo.
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H3yH5

7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2
& (ppm)

Figura 4.11. Espectro asignado de *H-RMN (DMSO-d,) del ligando 2
(arriba) y del complejo 2Pd (abajo).

El resto de protones correspondientes al ligando 2, aparecen en el espectro del
complejo 2Pd sufriendo leves desplazamientos, principalmente a campo alto en los
protones del anillo pirrolo (véase Tabla 4.IV), como consecuencia de posibles
interacciones supramoleculares en disolucion y de los efectos de resonancia que se

propagan a través de la estructura de la molécula de ligando.
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Tabla 4.1V. Desplazamiento de los protones del ligando 2 y del complejo

2Pd.

8 (ppm) 2 2Pd
H3 y H5 (s) 7.61 7.23
H19 (dd) 7.42 7.43
H12 (dd) 7.09 7.15
H17 (dd) 7.03 7.02
H18 (dd) 6.94 6.87
H14 (dd) 6.19 6.17
H13 (m) 6.07 6.05
H11 (t) 4.23 4.22
H9 (t) 4.09 4.09
H10 (dt) 2.08 2.04
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4.1.4.[Pd(3).Cly], 3Pd

El ligando (4-propoxipiridina-2,6-diil)Jdimetanol (3), obtenido como subproducto de
reaccion durante la reduccion de los dos grupos carboxilicos a hidroxilos del intermedio
de reaccion dietil-4-propoxipirimidin-2,6-dicarboxilato (4a), se utilizé para la obtencién

del complejo de paladio 3Pd.

La sintesis de 3Pd se llevd a cabo en una disolucién de acetonitrilo y agua usando
Na,PdCl, y manteniendo la mezcla de reaccién en agitacién a 75°C durante 12 horas

(Figura 4.12).

N

\L :
0 I—Pld—CI 2Na | AN
Ci
= OH
X - N OH
Pz OH P| ,—Cl
N CI7 N Xy
OH OH o |
F O/\/
3 3Pd

Figura 4.12. Esquema de sintesis del complejo 3Pd.

Durante la reaccion, en los posteriores procesos de cristalizacion por evaporacion
lenta del disolvente aparecieron precipitados muy escasos que se puede atribuir a la
reduccién del Pd(ll), y que fueron imposibles de recuperar para su correcto analisis. Sin
embargo, después de tres semanas aparecieron cristales romboédricos que permitieron

la determinacidn estructural del complejo por DRX.

La caracterizacion en estado sélido del complejo se realizd, en primer lugar,

registrando los correspondientes AE e IR del complejo.
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En la figura 4.13 se ha realizado una comparacion entre los espectros IR del ligando
3 y el complejo 3Pd, observandose que las bandas correspondientes a la vibracion de
tension de los grupos hidroxilo (zona de 3000-3500 cm™) no sufren ninguna variacion
significativa a excepcién de la aparicion de un leve hombro correspondiente al agua
presente en la muestra. Se observa, sin embargo, un aumento de la intensidad de la
banda que aparece a 1744 cm™ y la aparicion de una nueva banda a 1226 cm™, sin que
las sefiales correspondientes a la huella dactilar del ligando y al complejo varien

sustancialmente.

3Pd o
‘ i ol
g AN M :
/\/ \J\/\/I, \/\\ / \‘ ’ 1“‘ ‘ r\ /V /\.: :
A ; IRAATLAT I
1 H u \/ ,’ H
/] = e
H,0 i !
! 1
: OH ! P : :
T T L T T T — T T : T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (cm1)

Figura 4.13. Espectros IR en transmitancia del ligando 3 (verde) y del
complejo 3Pd (rojo) donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables (‘).

En la tabla 4.V se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacidon

propuesta del complejo 3Pd tras realizar su AE.
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Tabla 4.V. AE del complejo 3Pd.

[Pd(C1oH15NO5),Cl](H,0), 5

AEobtenido AEcaIcuIado

% N 5.39 4.54
% C 38.84 38.94
% H 6.09 5.71

. .z . .z . .2 . 1
La caracterizacion en disolucién del complejo se realizé mediante "H-RMN. En el
espectro recogido en la figura 4.14 se puede observar una comparacidon entre los

espectros correspondientes al ligando 3 y al complejo 3Pd.

7.0 6.4 5.8 52 4.6 4.0 3.4 2.8 2.2 1.6 1.0
& (ppm)

Figura 4.14. Espectro asignado de *H-RMN (DMSO-d;) del ligando 3
(arriba) y del complejo 3Pd (abajo).

145



Capitulo IV

146

En el espectro se puede observar un desplazamiento significativo a campo bajo de
las sefiales correspondientes a los grupos —OH (6.17 ppm, A6=0.86 ppm) y —CH,- (5.13
ppm, A6=0.68 ppm) del ligando. Ademas, la sefial correspondiente a los grupos hidroxilo
aparece como un triplete que integra por cuatro protones; este hecho, junto al doblete
correspondiente a los —CH,, confirma que esos grupos hidroxilo no se encuentran
coordinados al atomo de paladio. La sefial correspondiente a los cuatro protones del
anillo aromatico aparece como un Unico singlete, que sufre un ligero desplazamiento a
campo bajo (7.05 ppm, A6=0.21 ppm), mientras que las correspondientes al grupo
propoxi enlazado al atomo de carbono en posicién 4 no se ven afectadas por la
coordinacién del ligando al dtomo metdlico, apareciendo como triplete (4.13 ppm),
multiplete (1.77 ppm) vy triplete (0.98 ppm) segun se aleja la cadena del atomo de

oxigeno.

La determinacién estructural de 3Pd permitié confirmar las conclusiones obtenidas
tras los estudios previos. Tal y como se puede observar en la figura 4.15, el complejo
3Pd es una especie monomérica [Pd(3),Cl;] con un entorno de coordinaciéon PdN,Cl, y
geometria plano-cuadrada que cristaliza en el sistema monoclinico con un grupo
espacial P2,/c. Sus datos cristalograficos se recogen en el Anexo Il. La unién de los
ligandos al ién Pd(ll) tiene lugar en forma monodentada a través de N1, siendo las
distancias medias de enlace Pd-N1 de 2.035 A y Pd-Cl1 de 2.303 A. Estos ligandos se
encuentran relacionados entre si por un centro de inversion que explica la coplanaridad

de los mismos al coordinarse al idn Pd(ll).

Figura 4.15. Entorno de coordinacion del paladio en el complejo 3Pd.
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La estructura supramolecular del complejo queda estabilizada mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares, donde el atomo O2 actia como
dador y aceptor segln se enfrente a los dtomos O1 y Cl (O1-H--02 2.745 A, 02-H---Cl
3.089 A) (Figura 4.16, a). Como resultado, se originan cadenas simples que se propagan

a lo largo del eje cristalino b donde no se observan interacciones n-n* (Figura 4.16, b).

Figura 4.16. a) Enlaces de hidrégeno intermoleculares presentes en el complejo 3Pd
( ). b) Perspectiva del empaquetamiento cristalino del complejo 3Pd
visto a lo largo del eje c.
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4.1.5. [Pt(cheld)(CH3CN)], cheldPt

La sintesis del complejo cheldPt se Illevé a cabo mediante la reaccién entre el
ligando cheld con K,PtCl, en un medio de acetonitrilo:agua, manteniendo la reaccion a
reflujo durante 2 horas (Figura 4.17). Bajo estas condiciones, se observa un cambio de
color en la disolucién que pasa de rojo a amarillo, y la apariciéon de un precipitado, cuya

caracterizacion puso de manifiesto la formacion del complejo cheldPt.

2-
Cl
OH +
CI—F|’t—CI 2K OH
X cl | X
) = ) > O F o
N CH3CN |
(] Pt—O
OH OH
NCCHg
cheld
cheldPt

Figura 4.17. Esquema de sintesis del complejo cheldPt.

El complejo cheldPt se caracterizdé en estado sélido mediante espectroscopia IR y

AE.

El espectro IR (Figura 4.18) del complejo aislado muestra la desaparicién de las
bandas correspondientes a la vibracién de tensién de los grupos —OH (3606 y 3445 cm™)
lo que sugiere la coordinaciéon del atomo metalico al ligando a través de los 4&tomos 01 y
O5. Esta coordinacién se ve reflejada a su vez en las bandas correspondientes a la
vibracién de tensién de los grupos carbonilo que aparecen a 1397 y 1257 cm™ en el
espectro IR del ligando cheld, observandose como convergen en una Unica banda fuerte
a 1353 cm™ (*). De forma andloga al complejo cheldPd, la coordinacién al atomo
metdlico a través del atomo de nitrégeno N1 del anillo implica un cambio en la

resonancia del mismo, que se observa en el desplazamiento a menor frecuencia de la
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banda correspondiente a la vibracidn de tensién del &tomo de carbono unido al grupo

hidroxilo en posicion 4 del anillo (1130 cm™, Av=38 cm™, ).

cheld /
/ 7\ N
4 | \ ™\ ~
el rv \ , ,/ﬂ VN |
/ | \ /) /
/// ‘ ‘“‘ v \\\ / / “"‘
~ ‘ s’ﬁ\ / \A\ / \/’\ ‘
‘\ \‘ \ J/ M // | [
(1 |
| I
- /
*
OH
T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v(cm)

Figura 4.18. Espectros IR en transmitancia del ligando cheld (morado) y del
complejo cheldPt (verde), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables ().

Los datos de AE del complejo aislado estan en perfecto acuerdo con los valores

tedricos calculados para una composicion del tipo Pt(C;H3NOs)(CHsCN) (véase Tabla

4.V1).

Tabla VI. AE del complejo cheldPt.

Pt(C,H;NO;)(CH5CN)

AEobtenido AEcalculadc
% N 6.29 6.71
% C 25.97 25.89

%H 1.53 143
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La caracterizacion en disolucién del complejo cheldPt se llevé a cabo mediante H-
RMN. El espectro "H-RMN del complejo (Figura 4.19) confirma la coordinacién de una
molécula de acetonitrilo al &tomo de platino, ya que aparece un singlete a 2.07 ppm que
integra por tres protones correspondientes al grupo —CH; del acetonitrilo. A su vez, se
puede observar que la sefial correspondiente a los dos protones del anillo piridinico
sufre un desplazamiento a campo alto debido a la coordinaciéon del ligando al ién Pt(l1)
(7.56 ppm, Ab6=0.3 ppm). La presencia de agua en la muestra, tal y como recoge el
espectro, no permite observar la sefial correspondiente al grupo —OH en posicion 4 del

ligando.

Al contrario de lo que se observa para el complejo cheldPd, en el complejo cheldPt
no se observa el desdoblamiento de la sefial correspondiente a los protones H3 y H5,
siendo ambos protones magnéticamente equivalentes; este hecho sugiere que la
coordinacién del ligando al ién metalico no origina la formacion de especies diméricas

en el medio.
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CH,CN

NCCHg
H,0 L

..............

11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
& (ppm)

Figura 4.19. Espectro asignado de "H-RMN (DMSO-d;) del ligando cheld
(arriba) y del complejo cheldPt (abajo).
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4.1.6. K[Pt(1)Cl], 1Pt

La sintesis de este complejo se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito en
literatura (Figura 4.20).[9] La obtencion de cristales permitié el estudio estructural del

complejo mediante DRX.

OCH, B OCHj4 BS)
X

o K,P(Cly o | P o -K®
o — o > N

N I

0o——Pt—0
OH OH |
L cl _
1 1Pt

Figura 4.20. Esquema de sintesis del complejo 1Pt.

El complejo 1Pt se caracterizo en estado sélido mediante espectroscopia IR y AE.

Los estudios de caracterizacion en estado sélido del complejo 1Pt, llevados a cabo
por espectroscopia de IR (Figura 4.21), muestran la desaparicion de las bandas
correspondientes a los grupos hidroxo carboxilico del ligando de partida (3560 cm™), asi
como el desplazamiento a menor frecuencia de la banda correspondiente a la vibracién
de tension del grupo —CO- (1722 cm™, Av=69 cm’), como consecuencia de la
coordinacién del ion Pt(ll) al ligando mediante estos grupos. La zona comprendida entre
1250 y 1500 cm'l, correspondiente a las vibraciones de tensién de los enlaces simples
del anillo aromatico, sufre modificaciones significativas que incluyen el desplazamiento
y la desaparicion de algunas bandas del ligando de partida debido a la coordinacién del
atomo metalico al atomo de nitrégeno presente en el mismo, asi como efectos de
resonancia. Por otra parte, muchas de las bandas correspondientes a la huella dactilar

del ligando, e indicadas con circulos en la figura, apenas sufren variacion.
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Figura X. Espectros IR en transmitancia del ligando 1 (azul) y del complejo
1Pt (naranja), donde se indican algunos de los cambios mds significativos
asi como sefiales que permanecen invariables (‘).

Los datos de AE del complejo aislado estan en perfecto acuerdo con los valores

tedricos calculados para una composicién del tipo K[Pt(CsHgNOs),Cl] donde se obtendria
el dimero del complejo (véase Tabla 4.VII).

Tabla 4.VII. AE del complejo 1Pt.

K[Pt(CsHsNO5),Cl]

AEcbtenido AEcaIcuIado

%N 4.57 4.23
% C 30.98 29.05

% H 2.99 1.83

Sin embargo, en la caracterizacidn en disolucién del complejo, realizada mediante
1 . . ;. s o~
H-RMN, no se observa la especie dimérica al aparecer en el espectro una Unica sefial

correspondiente a los protones H3 y H5 (Figura 4.22). Al realizar una comparacién entre
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el espectro correspondiente al ligando 1 y al complejo 1Pt, donde la coordinacién del
ligando al ién Pt(Il), se pone de manifiesto mediante el desplazamiento a campo bajo del
singlete correspondiente a los protones H3 y H5 del anillo piridinico del ligando (7.36
ppm, A6=0.34 ppm). Ademads, debido a los efectos estructurales de resonancia ya
mencionados, la sefial correspondiente al grupo —CH; en posicion 4 también sufre un

desplazamiento a campo bajo, aunque menos significativo (3.80 ppm, A5=0.18 ppm).

H3yH5 OCH;

o
\

e
~

78 76 74 72 7.0 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.t
& (ppm)

Figura 4.22. Espectro asignado de *H-RMN (DMSO-dj) del ligando 1
(arriba) y del complejo 1Pt (abajo).
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El analisis mediante DRX del complejo permitié determinar su estructura. El
complejo 1Pt cristaliza en el sistema triclinico con un grupo espacial P-1. La unidad
asimétrica esta constituida por cuatro unidades de [Pt(1)Cl)] cristalograficamente
independientes, cuatro iones K" y dos moléculas de H,O (Figura 4.23, a). El 4tomo de
platino presenta una geometria plano-cuadrada donde el ligando 1 se encuentra
coordinado de forma tridentada a través de los d&tomos N1 (1.903 A), 01 (2.024 A) y 05
(2.023 A) cuyas distancias de enlace, citadas entre paréntesis, corresponden a una de las
unidades cristalograficamente independientes siendo casi idénticas para las otras. En
esta unidad, la distancia de enlace al 4tomo de cloro que ocupa la cuarta posicidn de

coordinacién es de 2.296 A.

a)

b)

\

/
|
J

7~

Figura 4.23. a) Celdilla unidad del complejo 1Pt. b) Unidad asimétrica del
complejo vista a lo largo del eje b. Entorno de coordinacion y enlace de
hidrégeno intermolecular.

155



Capitulo IV

La estructura supramolecular del complejo esta estabilizada por la formacion de un
enlace de hidrégeno entre una de las unidades cristalograficamente independientes del
complejo y una de las moléculas de agua que rodean el complejo (2.957 A) (Figura 4.23,
b). No se llega a observar interacciones de m-nm* entre los anillos de las unidades de

complejo.
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Figura 4.24. Estructura supramolecular del complejo 1Pt.
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4.1.7. [Cu(1)(H20);], 1Cu

La obtencion del complejo 1Cu se lleva a cabo haciendo reaccionar Cu(CH;COO), y
el ligando 1 en medio acuoso a 90°C (Figura 4.25). En estas condiciones se obtiene un
precipitado cristalino azul que, tras filtrarlo a vacio, fue caracterizado mediante analisis

elemental y DRX, que confirmaron la obtencién de [Cu(1)(H,0),], 1Cu.

\o
~N

0
X

X o | o

Cu(CH;CO0), N/
o — o >
H,O
N 2 o) 0
\Cu/
OH OH

| Non,
OH,

1 1Cu

Figura. 4.25. Esquema de sintesis del complejo 1Cu.

El complejo 1Cu se ha caracterizado en estado solido por espectroscopia IR y AE.
En el espectro IR (Figura 4.26) se observa la desaparicion de la banda correspondiente a
los grupos OH del ligando 1 (3566 cm™) como resultado de su coordinacién al i6n
metalico Pd(ll). Con respecto a las bandas de la vibracidon de tension de los grupos
carbonilo del ligando, afectados por esta coordinacion debido a su proximidad a los
atomos 01 y O5 del ligando, se observa un severo desplazamiento batocrémico de la
banda centrada a 1722 cm™ (Av=77 cm™). Al igual que ocurria para el complejo analogo
de Pt(ll), la zona comprendida entre 1200 y 1500 cm™, correspondiente a las vibraciones
de tension de los enlaces simples del anillo aromatico, sufre modificaciones
significativas como la desaparicion (1312 y 1234 cm™) o, por el contrario, la
intensificacion de algunas bandas del ligando de partida (1374 cm™) debido a la

coordinacién del atomo metalico al atomo de nitrégeno del anillo piridinico.
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Figura 4.26. Espectros IR en transmitancia del ligando 1 (azul) y del
complejo 1Cu (naranja), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables (‘).

En la tabla 4.VIIl se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta del complejo 1Cu tras realizar su AE.

Tabla 4.VIIl. AE del complejo 1Cu.

[Cu(CsgH;NOg)](H20)1.1

AEobtenido  AEcalculado
%N 4.81 4.72
% C 32.55 32.40
% H 3.75 3.13

El complejo 1Cu cristaliza en el sistema cristalino P2;/n, presentando una
geometria de piramide de base cuadrada. El ligando 1 se coordina al cobre de manera
tridentada a través de los atomos N1 (Cu-N 1.900A ) del anillo piridinico y los 4&tomos de
oxigeno 01 y 05 (Cu-O1 2.056A; Cu-05 2.043A) de los grupos carboxilatos; las dos
restantes posiciones de coordinacién del cobre se encuentran ocupadas por moléculas

de agua, una en posicion basal y otra en posicion apical, de forma que el dtomo de
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cobre también se encuentra enlazado a los 4tomos 01w y O2w (Cu-O1W 2.174 A; Cu-
02w 1.939A) (Figura 4.27, a). La molécula de agua en posicién apical origina una
estructura supramolecular gobernada por enlaces de hidrégeno con el dtomo Olw

como dador y los atomos O1 y 04 como aceptores (Figura 4.27, b).

Figura 4.27. a) Entorno de coordinacion del complejo 1Cu; b) Enlaces de
hidrégeno intramoleculares presentes en el complejo ( ).
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4.2 Sintesis y caracterizacion de complejos primarios de Pd(ll) y
Cu(ll) con ligandos hidroxo-amino

El estudio, preparacion y caracterizacién de complejos de coordinacién de Pd(ll),
Pt(ll) y Cu(ll) obtenidos a partir de ligandos de tipo hidroxo-amino, capaces de actuar
como ligandos tridentados a través de sus atomos donadores N1, O1 y N2, es
fundamental para el posterior estudio de la interaccion de dichos complejos frente a las
nucleobases complementarias adenina, citosina y guanina; interaccién que tendria lugar
a través de la formacion cooperativa de un enlace de coordinacion entre el atomo
metdlico y la formacion de enlaces de hidrégeno donde los grupos amino y carboxilico

actuarian como dadores y aceptores respectivamente (Figura 4.28).

OR'
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Figura 4.28. Esquema de interaccion de complejos metdlicos basado en
ligandos hidroxo-amino con adenina, guanina y citosina.
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4.2.1. [Pd(5)(NOs)], 5Pd

Debido a las dificultades para disolver el ligando en un medio acuoso, el medio
mayoritario en este caso fue acetonitrilo, por lo que el ligando 5 fue disuelto en una
mezcla de acetonitrilo:agua (4:3) que se adiciond sobre una disolucién acuosa de
Pd(NOs),. Para favorecer la coordinacion del ligando al atomo metdlico se ajusté el pH
de la disoluciéon a 4-5 y se mantuvo agitando a 50°C durante 2 horas. El precipitado de
color marrén obtenido se filtré a vacio y se procedidé a su caracterizacion tanto en

estado sélido como en disolucion (Figura 4.29).

L L

o
X
X PdA(NO;), _ o
—» N
NN |
d——0
NH, OH

HoN——P

NO3
S 5Pd

Figura 4.29. Esquema de sintesis del complejo 5Pd.

El complejo 5Pd se caracterizd en estado sélido mediante espectroscopia IR y en

disolucién mediante espectrometria de masas y espectroscopia RMN.

En el espectro de IR del complejo 5Pd (Figura 4.30), podemos observar, al igual que
en los complejos anteriores, la desaparicion de la banda correspondiente a la vibracién
de tensién del grupo -OH (3334 cm™) asi como la de la correspondiente vibracién de
tensién del grupo —NH, (3140 cm™). Debido a la coordinacién de i6n Pd(ll) al grupo —OH
del grupo carboxilico del ligando 5, se observa un desplazamiento batocrémico de la

banda correspondiente al grupo carbonilo (vco=1638 — 1625 cm'l). Ademas, y como
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hecho muy clarificador, aparecen en el espectro del complejo las bandas que originan

las vibraciones de tension del grupo NO;™ coordinado al metal a 1423 y 1371 em™.
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Figura 4.30. Espectros IR en transmitancia del ligando 5 (azul) y del
complejo 5Pd (rojo), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables ().

La caracterizacién en disolucion del complejo mediante espectrometria de masas
(HRMS) confirma la coordinacidn del grupo nitrato al metal siendo el valor de la masa
obtenida de 413.0502 para [Pd(Cy3H14N,03)(NO3)] ([M+H]" calculada: 413.9917, Anexo
).

También se llevd a cabo la caracterizacion del complejo mediante resonancia
magnética nuclear (*H-RMN, Figura 4.31). La comparacién de este espectro con el
registrado para el ligando 5 muestra un gran desplazamiento a campo bajo de los
protones H5, H6 y H7 del anillo quinoleinico (véase Tabla 4.1X). El protén del grupo —OH
no se deberia observar debido a la formacién del enlace de coordinacidn con el dtomo

de paladio, sin embargo, la presencia de agua en la muestra evita que podamos
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comprobarlo. Este hecho evita también que observemos la sefial correspondiente a los

protones del grupo amino.

Tabla 4.1X. Desplazamiento de los protones del anillo quinoleinico de 5 y 5Pd.

6 (ppm) 5 5Pd
H3 (s) 7.48 7.50
H5 (d) 6.89 8.67
H6 (t) 7.38 7.98
H7 (d) 7.24 8.81

) j\ H3
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Figura 4.31. Espectro de "H-RMN (DMSO-d¢) de a) ligando 5 y b) complejo 5Pd.
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4.2.2. [Pd(6)Cl], 6Pd

La preparacidn y caracterizaciéon del complejo 6Pd se llevd a cabo con objeto de
modificar las propiedades de solubilidad del complejo analogo 5Pd. Para ello se utilizo el
ligando 6, el cual posee un grupo metilo en posicién 4 que mejora la solubilidad del

ligando en un medio acuoso.

La sintesis del complejo [Pd(6)Cl], 6Pd, se llevé a cabo en disolucion acuosa
adicionando sobre el ligando una disolucién de PdCl,(CH3;CN),, formado in situ tras
mantener a reflujo durante 30 minutos PdCl, en acetonitrilo. La mezcla de reaccion se
mantiene agitando a 60°C durante 2 horas, obteniéndose un complejo de color amarillo

y cuya caracterizacion puso de manifiesto la formacién del complejo 6Pd (Figura 4.32).

\O cl N o
H3CCN—P|d—NCCH3
X
4\ Cl
—>
G o
:l/ @] T
2 NH, OH1 HoN P\d o)
Cl
6 6Pd

Figura 4.32. Esquema de sintesis del complejo 6Pd.

El complejo 6Pd se caracterizé en estado sdlido mediante espectroscopia IR y

mediante AE.

En el espectro IR (Figura 4.33) se observa la desaparicion de la banda
correspondiente a la vibracién de tension del —OH del grupo carboxilato del ligando
(3440 cm™), lo que sugiere la participacién del oxigeno O1 en el enlace al dtomo
metdlico. Este enlace es responsable del efecto hipsocrdmico que sufre la banda

correspondiente a la vibracion de tensién del grupo carbonilo que se desplaza de 1638
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cm™ a 1659 cm™ (). Finalmente, otro de los hechos que se observan en la figura es

una severa modificacién con respecto al IR del ligando de las sefiales comprendidas

entre 1500 y 1000 cm™; lo que pone de manifiesto que la coordinacién del ligando al

atomo metdlico de forma tridentada afecta mediante resonancia a las principales

vibraciones de tensidn presentes en la molécula.

6 "
i E ..................................
! 1
H i
! i
H 1
i H o
H 1
H i
H 1
H 1
H i
H 1 °
i ! -
1
i
1
i
1
1
i
1
H
_6Pd | | - B
. — e D
\/ \‘, H
i
1
i
1
i
i
i
i
1
i
:
oHi
T T L T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 4.33. Espectros IR en transmitancia del ligando 6 (verde) y del
complejo 6Pd (azul), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables ().

El andlisis elemental del precipitado (véase Tabla 4.X) concuerda con la opcién de

que sea un atomo de cloro el que se coordina al atomo de paladio, ya que la férmula

propuesta

que se ajusta mas a los valores experimentales obtenidos es

[Pd(C11HgN,03)Cl](H,0)0.65. El agua presente en el complejo se debe a humedad.
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Tabla 4.X. AE del complejo 6Pd.

[Pd(c11H9N203)CI](HZO)O.GS

AE optenido AE calculado
% N 7.63 7.59
% C 35.78 35.79
% H 2.60 2.76

El complejo 6Pd se caracterizé en disolucion mediante 'H-RMN (Figura 4.34). La
comparacién de este espectro con el registrado para el ligando 6 muestra la
desaparicion de la sefial correspondiente al grupo —OH del ligando (12.79 ppm) y el
desplazamiento a campo bajo que sufre el sufre la sefial del grupo amino, lo que
confirma la coordinacion del ién Pd(ll) al ligando a través de estos grupos (8.03 ppm,
A6=1.5 ppm). También se ven afectado por esta coordinacion los protones H5, H6 y H7
del anillo quinoleinico por efecto de la resonancia, por lo que las sefiales
correspondientes a estos protones sufren un desplazamiento significativo a campo bajo
(véase Tabla 4.XI). El grupo metoxi en posicién 4, al encontrarse en una posicion
estructural mas alejada de aquellos atomos que intervienen en la coordinacion del
ligando al idn metalico, sufre un desplazamiento a campo bajo menos significativo que

el observado en las sefiales descritas anteriormente (4.23 ppm, A5=0.15 ppm).
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Tabla 4.XI. Desplazamiento de los protones del anillo quinoleinico de 6 y 6Pd.

6 (ppm) 6 6Pd
H3 (s) 7.49 7.29
H5 (d) 7.36 7.77
H6 (t) 7.20 8.03
H7 (d) 6.87 7.71
OCH,
~ e
o : :
DL
N H7 H5 ;
NH, : :
NH; OH ’ H | H
Il
JML”JU WL_WMM.J/“ .
OH W 73 720 710 700 6% 68 670 660 650 J
R S
N 7
? NH, He H5
N
N 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 g i
HaN Pld o
!
135 125 11.5 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
& (ppm)

Figura 4.34. Espectros de "H-RMN (DMSO-dg) del ligando 6 (arriba) y del

complejo 6Pd (abajo).
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4.2.3. [Cu(4)(CH3COO0)(H,0)], 4Cu

La sintesis de este complejo de cobre permitiria extrapolar los resultados al estudio
de las interacciones entre la adenina, citosina y guanina y un complejo metdlico de
dimensiones mas reducidas a los complejos obtenidos con los ligandos 5 y 6 que hemos

estudiado anteriormente.

La sintesis de este complejo se llevd a cabo adicionando sobre una disolucidn acusa
de la sal de cobre, una disolucién del ligando en acetonitrilo:agua. Para favorecer la
coordinacién del ligando al atomo metdlico al ligando, se mantuvo la agitacion a 50°C
durante 1 hora (Figura 4.35). Sin embargo, no fue posible obtener ningin precipitado
del complejo, por lo que su determinacion se llevéd a cabo en disolucion mediante

HRMS, que permitié establecer la masa exacta del complejo menos una molécula de

1

io o
X
Cu(CH;CO0), |
= o —>
" |
NH; OH Cl

agua (CqoH;N,0sCu [M+H]": 332.0437).

X
= o
H,N u o]
\OH
\[(0 :
4 O 4Cu

Figura 4.35. Esquema de sintesis del complejo 4Cu.

Aunque no se pudo obtener el complejo en forma sélida, se pudo realizar la
caracterizacion del mismo mediante espectroscopia de infrarrojos (IR) al depositar una

gota de la disolucion del complejo en el medio dispersante (KBr) para luego llevarlo a
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sequedad en estufa y proceder a su molturacién y prensado en pastilla. Asi, recogimos
los espectros tanto de ligando 4 como del complejo final (Figura 4.36). Al comparar
ambos no se puede obtener informaciéon de la banda correspondiente al grupo
hidroxilo, ya que la banda correspondiente a la molécula de agua unida al atomo de
cobre la enmascara. Por otra parte, la banda correspondiente al grupo acetato presente
en el ligando sufre un desplazamiento batocrémico (v.,,.=1684 cm™ — 1602 cm'l) ala
vez que aumenta su intensidad como consecuencia de la coordinacion del grupo acetato
al metal. Este mismo efecto se observa en la banda correspondiente al grupo —NH,
(1053 y 1033 cm™?) que al contrario que lo que sucede con la banda correspondiente a

los grupos acetatos presentes en la muestra, ve disminuida su intensidad al coordinarse

al atomo metalico.

OH

T r T T I I T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
v(cm?)

Figura 4.36. Espectros IR en transmitancia del ligando 4 (verde) y del
complejo 4Cu (azul), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables ().

500

169



170

Capitulo IV

4.2.4. [Cu(5),]-(H20), 5Cu

La sintesis del complejo [Cu(5),(H,0),], 5Cu, se realizé adicionando gota a gota una
disolucién en acetonitrilo:agua del ligando 5 sobre una disolucion acuosa de
Cu(CH;C00),, manteniendo la disoluciéon en agitacién a 50°C durante 1 hora y 30
minutos. Para comprobar si el orden de adicion afectaba de alguna manera a la
obtencidn del bis-complejo final, se repitid la sintesis adicionando Cu(CH3;COO), sobre el

ligando, obteniéndose el mismo resultado (Figura 4.37).

Tras varios de dias de evaporacion lenta del disolvente se obtuvieron unos cristales

de color azul que fueron analizados mediante AE y DRX y en disolucién por HRMS

(Anexo 1l1).
\L /\/O 0
o /
N o)
X N\ / o
CU(CH3COO)2 / N
N/ o —> N/Cu\
Ha
NH, OH / N
P
0N\~
o)
5 5Cu

Figura 4.37. Esquema de sintesis del complejo 5Cu.

El complejo 5Cu se caracteriz6 en estado sélido mediante espectroscopia IR y

mediante AE.

En el espectro IR (Figura 4.38) se observa la desaparicion de la banda
correspondiente a la vibracién de tensidn del —OH del grupo carboxilato del ligando
(3440 cm™) y de los grupos NH, (3325 y 3200 cm™), lo que sugiere la participacién del

ligando al ién Cu(ll) a través de estos grupos. El enlace de coordinacidon al grupo
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carboxilico, es a su vez, responsable del efecto hipsocromico que sufre la banda
correspondiente a la vibracion de tensidn del grupo carbonilo que se desplaza de 1638
ecm™ a 1644 cm™ (). Finalmente, otro de los hechos que se observan en la figura es
una severa modificacién de las sefiales comprendidas entre 1600 y 1200 cm™ con
respecto al IR del ligando, hecho que sugiere la coordinacion del ligando al atomo
metadlico de forma tridentada afectando mediante resonancia a las principales

vibraciones de tensién presentes en el anillo quinoleinico.

OH{ NH,

4000 3500 3000 2500 2000

1500 1000 500
v(cm?)

Figura 4.38. Espectros IR en transmitancia del ligando 5 (azul) y del
complejo 5Cu (verde), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables (**).

El andlisis elemental del precipitado (véase Tabla 4.XIl) establece que la férmula
propuesta que se ajusta mas a los valores experimentales obtenidos es aquella en la que
el i6n Cu(ll) se encuentra coordinado a dos

[Cu(Cy13H13N,03),]+(H;0); 5.

moléculas de ligando,
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Tabla 4.XIl. AE del complejo 5Cu.

[Cu(Cy3H15N,05),]+(H20), 5

AE optenido AE calculado
% N 9.64 9.36
% C 52.13 52.16
% H 5.31 5.22

La determinacién estructural del complejo mediante DRX (Figura 4.39) indica que
este cristaliza en el sistema monoclinico, grupo espacial P2,/c, existiendo dos moléculas
de agua de cristalizacion que interaccionan a través de enlaces de hidrégeno con los
atomos 02 y 01’ de la molécula. EI complejo presenta una geometria octaédrica
distorsionada donde el cobre se encuentra coordinado a dos moléculas de ligando que
actuan de forma tridentada (N1, O1, N2). En los vértices del octaedro se encuentran los
atomos 01 y N2, y en el plano ecuatorial los &tomos N1, N1’, 01 y O2’. Las distancias y

los angulos de enlace mas significativos se recogen en la Tabla 4.XIII.

2.818A .,

ozm> P

Figura 4.39. Entorno de coordinacion del cobre en el complejo 5Cu y
enlaces de hidrégeno presentes en la molécula ( ).
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Tabla 4.XIll. Distancias y dngulos de enlace del complejo 5Cu.

5Cu
Distancias (A) Angulos de enlace (°)
Cu-01 2.1951 (18) 01-Cu-N2’ 91.92 (8)
Cu-01’ 2.2419 (19) N1-Cu-O1 77.38 (8)
Cu-N1 1.930(2) N1-Cu-N2 80.44 (9)
Cu-N1’ 1.963 (2) N1-Cu-01 102.90 (8)
Cu-N2 2.161(2) N1’-Cu-N2’ 77.74 (9)
Cu-N2’ 2.309 (3) N2-Cu-01’ 97.78 (9)
Enlaces de hidrégeno (A)
O1W---H-02 2.823
0O2W-:-H-01’ 2.818
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4.3 Sintesis y caracterizacion de complejos primarios de Pd(ll) y
Cu(ll) con ligandos amino-amino

Son muchos los ejemplos que nos encontramos en la literatura sobre complejos

metdlicos formados con ligandos del tipo pidiam como unidad base (Figura 4.40).

AN

5
0 6

—

3
2

/ o

N

N3 H,N H,N N2
pidiam

Figura 4.40. Estructura numerada del ligando 2,6-piridin-dicarboxiamida
(pidiam).

Aunque la coordinacién esperada para este tipo de ligandos seria a través de los
atomos N1, N2 y N3, también es posible encontrar ejemplos en los que el atomo
metdlico se encuentre coordinado a los dtomos de oxigeno O1 y 02," por lo que para
evitar esta posibilidad se han sintetizado complejos no sélo con este ligando, sino con el
ligando 7, cuya ausencia de oxigenos fuerza al metal a coordinarse a los atomos de
nitrégeno[ll_l?’] que luego van a favorecer la formacidn de enlaces de hidrégeno con la

nucleobase complementaria timina (Figura 4.41).
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Figura 4.41. Esquema de interaccion de un complejo metdlico basado en
un ligando amino-amino y la timina.

4.3.1. [Pd(CH3CN)(pidiam)], pidiamPd

El complejo pidiamPd se obtiene al hacer reaccionar una suspensién de ligando
pidiam en acetonitrilo:agua (4:3) con una disolucion acuosa de Na,PdCl,. La reaccidn se
mantiene en agitacion a temperatura ambiente, se filtra la disolucién para eliminar un
leve precipitado que fue imposible recuperar para su posterior andlisis y se deja en
reposo a la espera de que precipite el complejo, lo que sucede pasados 20 dias (Figura

4.42).
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P
AN CI—Pld—CI 2Na' AN
cl ‘
o = o » O P o
N |
NH, NH HN Pld NH
NCCH;
pidiam pidiamPd

Figura 4.42. Sintesis del complejo pidiamPd.

El precipitado fue analizado tanto en estado sélido por AE e IR, como en disolucion

por "H-RMN y HRMS confirmando la formacién del complejo pidiamPd.

El espectro IR (Figura 4.43) del sélido aislado muestra la desaparicion de las bandas
correspondientes a la vibracidn de tension de los grupos —NH, de la molécula de ligando
libre (3000-3500 cm™) hecho que confirma la coordinacién del i6n Pd(ll) al ligando a
través de los &tomos N2 y N3. Esta coordinacion afecta a la banda que se observa a 1585
cm™ en el espectro del complejo, correspondiente a la vibracion de tensién de los
grupos carbonilo, observandose un desplazamiento batocrémico de la misma (Av=84
cm™). Asimismo, se observa que por debajo de 1500 cm™, en la zona correspondiente a
la huella dactilar, aparecen algunas de las sefiales correspondientes al ligando sin sufrir

apenas desplazamiento (©).
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pidiam
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Figura 4.43. Espectros IR en transmitancia del ligando pidiam (azul) y del
complejo pidiamPd (verde), donde se indican algunos de los cambios mds
significativos asi como otras sefiales que permanecen invariables (®).

En la tabla 4.XIV se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 4.XIV. AE del complejo pidiamPd.

[Pd(C;HsN30,)(CH;CN)](CH;CH,0H)

AEptenido AEcalculado
% N 15.39 15.73
% C 37.01 37.07
% H 3.48 3.96

La caracterizacion en disolucién del complejo pidiamPd se llevé a cabo mediante
'H-RMN (Figura 4.44). En el espectro 'H-RMN del complejo pidiamPd se observa tanto la
presencia de ligando coordinado como ligando sin coordinar lo que dificulta la

interpretacion y asignacion de las sefiales. Aun asi, la coordinacion del ligando pidiam al
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ion Pd(Il) a través de los grupos amino del complejo se confirma al aparecer en el
espectro del complejo una sefial correspondiente a los grupos —NH- del ligando (2H, 6.4
ppm); sefial que no se observa en el espectro correspondiente al ligando libre por la
presencia de agua en la muestra. A su vez, la coordinacion del atomo metalico al ligando
a través de N1 se ve reflejada, debido a la resonancia del anillo piridinico, en el

desplazamiento del triplete correspondiente al protén H4 (8.18 ppm, A6=0.14 ppm).

4 NH
H3y H5 5 | N3

HN

9.1 8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 6.5 6.3
& (ppm)

Figura 4.44. Espectro "H-RMN (DMSO-d;) del ligando pidiam (arriba) y del
complejo pidiamPd (abajo).

La presencia de acetonitrilo en el complejo se ve confirmada al registrar el
espectro de masas del complejo en disolucion. En él se obtiene la masa exacta para la
férmula [Pd(NCCH;)(C;HgN30,)] siendo esta de 310.9724 ([M+H]" calculado: 310.9760;

Anexo ll1).
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4.3.2. [Pd(7)Cl],+(PdCl4)-(H,0), 7Pd

La sintesis del complejo 7Pd se llevé a cabo en disolucién metandlica adicionando
gota a gota la sal Na,PdCl, disuelta en agua sobre la disolucién de ligando. El complejo
precipita de manera inmediata y la reaccién se mantuvo en agitacién a 40-45°C durante
1 hora. Este precipitado inicial se recogié para su analisis y la disolucidn se dejo evaporar
a temperatura ambiente, obteniendo cristales aptos para su estudio por DRX después

de varios dias (Figura 4.45).

2-
Cl
+ B \ It
Cl—Pd—c]| 2Na | >
X
P cl cl
(¢]] N N\ s
G S— | Pd “(H,0),
N H,N Pd NH 7\
2 2 Cl Cl
NH, NH, (|;|
- - 2
7 7Pd

Figura 4.45. Esquema de sintesis del complejo 7Pd.

En la tabla 4.XV se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 4.XV. AE del complejo 7Pd.

[Pd(C7H11N3Cl),](PdCl,)(H;0)1.75(CH;CH,OH)

AEptenido AE caiculado
%N 9.64 9.76
% C 20.96 20.93
% H 3.38 3.34
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La caracterizacion en disolucién se llevé a cabo por 'H-RMN (Figura 4.46). Los
espectros del ligando 7 y el del complejo 7Pd muestran que los protones H3, H4 y H5 del
anillo piridinico sufren un desplazamiento a campo bajo (Ady; 4s=0.06 ppm, Ad,=0.17

ppm ) como consecuencia de la coordinacién del ién de Pd(ll) al ligando.

En el espectro del complejo (Figura 4.46, abajo) se observa un triplete que integra
por cuatro protones correspondiente a los grupos —NH, de la molécula (5.63 ppm) que
no se observan en el ligando libre debido a la presencia de agua en la muestra. Por
ultimo, se observa que la sefal correspondiente a los protones H7 y H8 sufre un
desplazamiento a campo alto (Aby74s=0.13 ppm) a la vez que la multiplicidad pasa de
singlete en el ligando libre a triplete debido a la imposibilidad de rotacién libre de los
protones del grupo —-NH,, de esta forma, los protones pierden su equivalencia

magnética al coordinarse el ligando al &tomo metalico.

H7y H8 I

Ha || e s I
' \
\ | ,‘
JUUL )yb‘\ ) B J‘ ‘\
i N
e NP NH,
| | - 1,0),
HN Pd NH, C|/ \Cl
!

H3y H5 f

Jo_J_ A _

& (ppm)

Figura 4.46. Espectro 'H-RMN (DMSO-d;) del ligando 7 (arriba) y del complejo 7Pd
(abajo).
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Los estudios de difraccion de rayos X determinaron que el complejo cristaliza en el
sistema ortorrémbico, grupo espacial Pbca, originando una red catidnica de unidades
[Pd(7)CI]* en la que por cada dos cationes hay un anién de PdCl,” que compensa la
carga del sistema. En la unidad catidnica, el ion Pd(ll) presenta un entorno de
coordinacién plano-cuadrado, en el que el ligando actia de manera tridentada
coordinandose al atomo de paladio por los dtomos N1, N2 y N3 estando la cuarta

posicion de coordinacion se encuentra ocupada por un atomo de cloro (Figura 4.47).

a)

Pd

cl

Figura 4.47. a) Entorno de coordinacion del dtomo de paladio en el
complejo 7Pd y dtomos mds relevantes. Se muestra la unidad asimétrica.
b) Celdilla unidad del complejo 7Pd representada sin dtomos de hidrdgeno.

La estructura supramolecular del complejo estd estabilizada por una serie de
enlaces de hidrégeno en los que participan las moléculas de agua de cristalizacion del
complejo (Figura 4.48, a); asi como por las interacciones m-t* entre los anillos piridinicos

del complejo cuya distancia entre centroides es de 3.5224 A (Figura 4.48, b).
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Figura 4.48. a) Red de enlaces de hidrégeno que estabilizan la estructura
supramolecular del complejo 7Pd (/inca punteada). b) Interacciones m-t*
entre los anillos piridinicos de las moléculas de complejo. Representacion a
lo largo del eje c.
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4.3.3. [Pd(7)(NO3)]-(NOs), 7Cu

La obtencion del complejo 7Cu se llevd a cabo siguiendo un orden de adicion
contrario a la obtencion del complejo 7Pd. En este caso se adiciond gota a gota una
disolucién en caliente del ligando 7 en metanol:agua sobre una disolucién acuosa de
Cu(NOs3), . La mezcla de reaccidon se mantuvo agitando a 60°C durante 45 minutos
(Figura 4.49). Tras unos dias de evaporacion lenta del disolvente, el complejo precipitd

en forma de polvo de color azul lo que permitid su caracterizacion por analisis elemental

(AE).

_ | N — .
A N/
Cu(NOy)
G sy, | )
N HoN C|u NH, NO3
NH, NH, NO3
7 7Cu

Figura 4.49. Sintesis del complejo 7Cu.

En la tabla 4.XVI se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 4.XVI. AE del complejo 7Cu.

[Cu(C;H13N3)(NO3)I(NO3)(H20)4 55

AEobtenido AEcalculado
% N 19.72 19.85
% C 23.99 23.84
% H 4.77 4.03
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Sintesis y caracterizacidon de complejos metal-nucleobase

5.1 Sintesis de complejos de Pd(Il) y Pt(ll) y ligandos hidroxo-
hidroxo con nucleobases

En el presente capitulo se estudian las interacciones que tienen lugar entre algunos
de los complejos de Pd(ll) y Pt(ll) obtenidos en el capitulo anterior, cheldPd, 2Pd vy
cheldPt, con diferentes nucleobases modelo, 1-metilcitosina (mC), 9-metil-7-deaza-
adenina (mdA) y 9-propil-7-deaza-adenina (pdA), con el fin de obtener informacién
acerca de su potencial interaccion frente a cadenas de ADN. Aunque es posible

encontrar en bibliografia sistemas donde los iones Pd(ll) y Pt(ll) interaccionen con mC a

3] [4,

través del N3 de la nucleobase™™ asi como al 4tomo N7 de la adenina, *'ho ha sido

posible encontrar estos iones metdlicos coordinados a la nucleobase 7-deaza-adenina.

El empleo del andlogo 7-deaza-adenina se justifica para evitar la formacion de
complejos a través de interacciones a la posicién N7 presente en la adenina, lo cual
favoreceria la formacion de enlaces de hidrégeno de tipo Hoogsteen. El empleo de
derivados de la 7-deaza-adenina permite guiar la interaccién de los complejos al atomo
N1, permitiendo estudiar la formacion de complejos que favorezcan la formacion de

enlaces de hidrégeno Watson-Crick.

De esta manera, uno de los aspectos que se pretenden evaluar en el estudio de
estos complejos cheldM_nucleobase (M: Pd(ll), Pt(ll)) es la posible formacién de enlaces
de hidrégeno de tipo Watson-Crick entre los grupos carboxilato presentes en los mismos
y los grupos amino de las nucleobases, asi como evaluar la posible repulsion
electrostatica entre estos grupos carboxilato y los grupos carbonilos de algunas de las

nucleobases (Figura 5.1).
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(a) Interacciones Watson-Crick en ADN
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Figura 5.1. a) Representacion de las interacciones por enlaces de hidrégeno Watson-
Crick (W-C) encontradas en el ADN. b) Formacion de enlaces de coordinacion de un
metal (M) con las nucleobases citosina, timina y los andlogos de nucleobase 7-deaza-
adenina y 7-deaza-guanina.

La nucleobase 7-deaza-adenina posee un grupo amino en la posicidén 6 capaz de
formar enlaces de hidrégeno entre con los grupos carboxilato de los complejos cheldM
y 2Pd, por lo que una conformacion coplanar estara mas favorecida, deseable para una

mejor organizacion a lo largo de las hebras de ADN.

Por este motivo, a priori, la nucleobase 7-deaza-adenina constituye la mejor
alternativa para interaccionar con los complejos cheldM y 2Pd, y dar lugar a la
formacion de pares de bases mediadas por enlaces de coordinacion y enlaces de

hidrégeno cooperativos de tipo Watson-Crick (Figura 5.2).
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Interaccion W-C Interaccion Hoogsteen

M: Pd (II), Pt (II)

Figura 5.2. Interaccion de complejos metdlicos con adenina y 7-deaza-adenina y
enlaces de hidrégeno que pueden formarse.

Las nucleobases timina, guanina y citosina, poseen grupos carbonilo préoximos a las
posiciones preferentes de coordinacidn (timina-N3H, citosina-N3 y guanina-N1H) (Figura
5.3).[6] Estos grupos carbonilo de las nucleobases pueden dar lugar a fuerzas de
repulsion electrostaticas con los grupos carboxilato del complejo y por lo tanto no
favoreceran la formacion de estructuras coplanares. El efecto contrario se observa en
estudios recientes donde tiene lugar la interaccién entre complejos de estos iones

7. . . . .. 7
metdlicos y ligandos amino-amino y nucleobases como la timina.!”’
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Figura 5.3. Interaccion de los complejos metdlicos con las nucleobases 7-deaza-
guanina, citosina y timina: enlaces de hidrégeno que pueden formarse y repulsiones
electrostadticas.

Para llevar a cabo el estudio de la influencia de estas repulsiones entre los grupos
carbonilo de las nucleobases y los grupos carboxilo de la unidad cheld, se ha sintetizado
complejos de tipo cheldM_citosina debido a la mayor facilidad de la citosina para
coordinarse a iones de Pd(lIl) y Pt(ll) sin necesidad de desprotonar el &tomo N3, respecto

a los derivados protonados de timina y guanina.

A continuacién, se pasa a describir los métodos de sintesis utilizados para la
obtencion de los diferentes complejos de cheldM con nucleobases derivadas de la 7-

deaza-adenina y citosina, y la caracterizacidon de los mismos.

Las interacciones del complejo cheldM con las diferentes nucleobases han sido
estudiadas tanto en fase sélida (IR y DRX, en aquellos casos en los que se obtuvieron
cristales adecuados del complejo) como en disolucién ("H-RMN, HRMS, UV-visible). En el
caso del complejo 2Pd estos estudios sélo pudieron ser llevados a cabo en disolucién

(*H-RMN, HRMS) debido a la dificultad para aislar dicho complejo en fase sélida.
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5.1.1. [Pd(cheld)(N3-mC)], cheldPd_mC

La sintesis del complejo cheldPd_mC se llevd a cabo en medio acuoso
manteniendo en la oscuridad la mezcla de reaccion con agitacién a 50°C durante una
noche (Figura 5.4). El precipitado amarillo que se aislé por filtracidn, se caracterizé en

disolucidon (HRMS, RMN) y en estado sélido (DRX, IR, AE).

\ ’ )kw/_m / \ | >\*“/
Z

N
N—Pd——NCCH;  +
NH;

ol

o O NH;
cheldPd mC cheldPd_mC

Figura 5.4. Esquema de sintesis del complejo cheldPd_mC.

La caracterizacion en estado sélido del complejo cheldPd_mC se llevé a cabo

mediante IRy AE.

En la figura 5.5 se recogen los espectros IR del complejo cheldPd y cheldPd_mC. El
cambio mas significativo que se puede observar es que al coordinarse la nucleobase mC
al complejo cheldPd tiene un lugar un desplazamiento batocrémico de la banda
correspondiente a la vibracidn de tensién de los grupos carbonilo, -CO, (v¢=1684 —
1637 cm™), asi como una intensificacién energética de la misma. En la zona
correspondiente a las vibraciones de tensién de los anillos arométicos (1200-1500 cm™)
asi como en la huella dactilar del complejo (500-700 cm™), es posible observar nuevas
bandas correspondientes a la nucleobase coordinada asi como algunas de las bandas
correspondientes a las vibraciones de tension del complejo que permanecen invariables.
El aumento en la intensidad que se observa en la banda a 3500 cm'l, correspondiente a

la vibracion de tensiéon de los grupos —OH, puede estar ocasionado por un efecto
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sinérgico de la vibracion de tensién del grupo -NH, presente en la nucleobase asi como

por la posible presencia de agua en la muestra.

chel

cheldPd_mC

T T T T T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1000 500

v(cm?)
Figura 5.5. Espectros IR de los complejos cheldPd (czul) y cheldPd_mC (morado) con

algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables (9).

En la tabla 5.1 se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.1. AE del complejo cheldPd_mC.

[Pd(Cy2H10N4O6)(H,0);3 5]

AEobtenido AEcaIcuIado

% N 11.76 11.87
% C 30.98 30.54
%H 3.59 3.52




Sintesis y caracterizacidon de complejos metal-nucleobase

El estudio en disolucidn de la interaccidn entre el complejo cheldPd y la 1-

metilcitosina (mC) se realizé mediante HRMS y "H-RMN.

Los resultados obtenidos por HRMS confirman la formacion del complejo
cheldPd_mC, obteniendo un valor m/z de 366.9082 para la formula [cheldPd_mC+Na]*

(véase Anexo ).

El espectro "H-RMN del complejo cheldPd_mC (Figura 5.6) confirma la interaccion
en disolucion del complejo cheldPd y la nucleobase mC, interaccién que se ve reflejada
principalmente en el desplazamiento a campo bajo que experimentan las sefiales de los
protones del anillo pirimidinico de la nucleobase mC (A4 mc=0.17 ppm; A8ys mc=0.21
ppm). Por otra parte, la sefiale correspondiente a los protones piridinicos del complejo
cheldPd apenas sufren variacion (A8 y us_cheiapa=0.02 ppm). Sin embargo, el grupo
amino de la nucleobase sufre un cambio muy significativo ya que sus protones aparecen
como una Unica sefial ancha a 6.94 ppm cuando la nucleobase se encuentra libre, pero
al coordinarse al complejo cheldPd, estos protones dan lugar a dos singletes a 8.50 y
8.71 ppm. Este cambio en la forma y posicidn del grupo NH, se debe a la restriccion de
la libre rotacién del grupo C-NH,, como consecuencia de un mayor caracter de doble
enlace C=NH, debido a la coordinacion del i6on de Pd(ll) al dtomo de nitrégeno N3
adyacente. Esta restriccion en la rotacion del grupo NH, da lugar a la pérdida de
equivalencia entre los dos protones y por lo tanto a la aparicidon de dos sefiales. Esta
restricciéon o fijacién de los protones del grupo NH, puede favorecer la formacion de

enlaces de hidrégeno con los grupos carboxilato del la unidad de cheld.
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N
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Figura 5.6. Espectros de *H-RMN (DMSO-dg) y cambios mds significativos en la zona
aromdtica de a) cheldPd_mC, b) mCy c) cheldPd.

Para confirmar la formacion del enlace de hidrégeno entre el grupo amino de la
nucleobase y el oxigeno del grupo carboxilato del complejo cheldPd, se registré el
espectro de 'H-RMN a distintas temperaturas (25°C, 40°C y 60°C) (Figura 5.7). Al
representar conjuntamente estos espectros, se observa claramente como las sefiales

correspondientes a los protones, H, y Hp, se van aproximando entre si a medida que



Sintesis y caracterizacidon de complejos metal-nucleobase

aumentamos la temperatura hasta originar una Unica sefial a 8.44 ppm correspondiente

ahora a los dos protones magnéticamente equivalentes entre si.

a) b)
(0]
Hb Ha
o 0
se | “/
25°C
OH / \ N—~Pd N /
Oy, N
Hb/ \Ha
o
40 Oc //“\//\w c)
| com) | N | w4, |
25°C 8.50 8.71
40°C 8.44 8.61
60 °C 60°C 8.44
89 85 81
& (ppm)

Figura 5.7.a) Variacién en la sefial en IH-RMIN del grupo NH, de la nucleobase a
distinta temperatura. b) Representacion del enlace de hidrogeno que se forma en
disolucion. c) Tabla que recoge la variacion en el desplazamiento quimico de los
protones a distintas temperaturas.

La recristalizaciéon del complejo en N,N-dimetilformamida permitié obtener
cristales aptos para su estudio estructural por DRX. La estructura molecular de
cheldPd_mC esta constituida por una molécula de [Pd(cheld)(N3-mC)], donde el ién
Pd(ll) se encuentra en un entorno de coordinacion plano-cuadrado coordinado al
ligando cheld, que actua de forma tridentada, a través de los dtomos N1A (Pd-N1A

1.914 A), O1A (Pd-O1A 2.036 A) y OSA (Pd-O5A 2.044 A), y de la nucleobase 1-
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metilcitosina, que lo hace de forma monodentada, a través del atomo N3B de su anillo

pirimidinico (Cu-N3B 2.052 A) (Figura 5.8).

‘ Olw
W

O5A

o2w

Figura 5.8. Estructura molecular determinada por DRX para el complejo cheldPd_mC.

Las interacciones de enlaces de hidrégeno dan lugar a una estructura
supramolecular donde la molécula de agua Olw actia como dadora y aceptora en
funcion del dtomo del ligando al que se enfrente (O3A-H---O1w 2.575 A, O1w-H---02A
2.673 A) (Figura 5.9, a).

La interaccion entre el complejo cheldPd y la nucleobase mC tiene lugar de forma
no coplanar, como cabria esperar, formando un angulo de 74.96° entre el plano definido
por la citosina y por el anillo piridinico del complejo (Figura 5.9, b); ademads, esta
interaccion origina una distorsién en el plano que contiene la molécula del complejo
cheldPd generando un angulo de 4.96° entre el plano que contiene el anillo piridinico y

el que contiene la esfera de coordinacién del atomo metalico.
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N 03A

b)

Figura 5.9. a) Enlaces de hidrégeno intermoleculares del complejo cheldPd_mC. b)
Angulo que forman los planos que contienen el entorno de coordinacién del Gtomo de
paladio en el complejo cheldPd y mC.
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5.1.2. [Pd(cheld)(N1-mdA)], cheldPd_mdA

Para llevar a cabo el estudio de la interacciéon entre el complejo cheldPd vy la
nucleobase modificada 7-metildeazaadenina (mdA), se hizo reaccionar en un medio de
agua:acetonitrilo a ambos compuestos manteniéndolos a 50°C (Figura 5.10). En estas
condiciones, al cabo de 30 minutos, se obtuvo un precipitado de color amarillo que se

aislé por filtracion y se estudid por AE e IR (véase 2.1.3.d.2) y en disolucién (RMN).

Q Q
o NHz O H,N
| Pat
74
N
OH / \N—Pd—NCCH3 + E | N o / \N—Pd—N/ \ "
— . Ny N — ‘ \=—N
o \ o
cheldPd mdA cheldPd_mdA

Figura 5.10. Esquema de sintesis del complejo cheldPd_mdA.

La caracterizacion en estado sdlido del complejo cheldPd_mdA se llevé a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro de IR del complejo cheldPd_mdA se observan las bandas mas
significativas del complejo cheldPd y las de la nucleobase mdA (Figura 5.11),
desplazadas como resultado de su interaccion al complejo. En el espectro IR del
complejo cheldPd_mdA se observan en la zona de 3000-3500 cm™ las bandas
correspondientes a las vibraciones de tensién de los grupos —NH, (v=3338 y 3197 cm™);
hecho que sugiere la formacién de un enlace de hidrégeno entre dicho grupo amino y el
grupo carboxilato del complejo al observarse dos vibraciones de tensién a frecuencias
diferentes. La banda correspondiente al grupo —OH del complejo cheldPd (v=3438 cm'l)
queda enmascarada por la banda a mayor frecuencia del grupo observandose en el
espectro como un pequefio hombro. A su vez, se produce un leve desplazamiento

batocromico en las bandas correspondientes a la vibraciones de tensién de los grupos
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carbonilo del complejo cheldPd (v=1684 — 1673 cm™’; v=1628 — 1610 cm"), hecho que

podria confirmar la formacién del enlace de hidrégeno mencionado anteriormente.

cheldPd

;WM\IWWWV-WW;\W‘
W

cheldPd_mdA

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm™)

Figura 5.11. Espectros IR de los complejos cheldPd (azul) y cheldPd_mdA (morado)
con algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables (S).

En la tabla 5.1l se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.11. AE del complejo cheldPd_mdA.

[Pd(C14H11N505)](H20)0.4

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 16.15 15.81
% C 37.71 37.96

% H 3.15 2.68
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La caracterizacién en disolucién del complejo cheldPd_mdA se llevé a cabo
mediante "H-RMN usando como disolvente DMF-d, debido a la dificultad para disolver
este complejo en otros disolventes deuterados mds comunes. En la figura 5.12 se recoge
su espectro donde se puede observar que aparecen todas las sefiales correspondientes
a los protones presentes en la molécula menos la correspondiente al grupo amino de la
nucleobase. Asimismo, se observa la pérdida de la simetria original del complejo
cheldPd, ya que los protones del anillo piridinico aparecen como dos singletes a 7.27 y

7.14 ppm.

13.5 12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35

& (ppm)

Figura 5.12. Espectro *H-RMN (DMF-d,) asignado del complejo cheldPd_mdaA.
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5.1.3. [Pd(cheld)(N1-pdA)], cheldPd_pdA

La sintesis del complejo cheldPd_pdA aporté informacidn crucial para entender la
interaccion entre los complejos de paladio (1) con ligandos del tipo hidroxo-hidroxo y la

7-deazaadenina.

Por otra parte, la incorporacién de un grupo propilo a la posicion N9 (N9-propil-7-
deazaadenina, pdA) en lugar de un grupo metilo como en el caso del complejo anterior
mejord la solubilidad de la nucleobase y del complejo final, y permitié completar los

estudios previos realizados con la nucleobase N9-metil-7-deazaadenina (mdA).

La sintesis de cheldPd_pdA se realizé en un medio acetonitrilo:agua manteniendo
la mezcla de reaccion con agitacién a 60°C durante 1 hora y 30 minutos (Figura 5.13). El
precipitado que aparece en el transcurso de la reaccion se aislé por filtracidon y se

caracterizd en disolucién (HRMS, RMN, UV) y en estado sdélido (DRX, IR).

(@]
o H,N
\ N
OH / N—Pd—NCCH3 k —> OH

cheldPd pdA cheldPd_pdA

Figura 5.13. Esquema de sintesis del complejo cheldPd_pdA.

La caracterizacion en estado sélido del complejo cheldPd_pdA se llevé a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro de IR del complejo cheldPd_pdA se observan las bandas mas
significativas del complejo cheldPd y las de la nucleobase pdA (Figura 5.14), desplazadas
como resultado de su interaccion al complejo. En la zona de 3000-3500 cm™ del

espectro IR del complejo cheldPd_pdA se observa, en primer lugar, dos bandas muy
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acusadas correspondientes a las vibraciones de tension de los grupos —NH, (v=3389 y
3225 cm™); hecho que sugiere la formacion del enlace de hidrégeno entre dicho grupo
amino y el grupo carboxilato del complejo, tal y como ocurria en el caso del caso del
complejo cheldPd_mdA. La banda correspondiente al grupo —OH del complejo cheldPd
(v=3438 cm-l) vuelve a quedar enmascarada observandose en el espectro como un
pequeiio hombro. A su vez, se produce desplazamiento batocrémico mas acusado en las
bandas correspondientes a la vibraciones de tensién de los grupos carbonilo del
complejo cheldPd (v=1684 — 1664 cm’; v=1628 — 1603 cm™), hecho que podria
confirmar la formacién del enlace de hidrégeno mencionado anteriormente. Otro
aspecto a destacar es la aparicion de nuevas bandas, correspondientes a la nucleobase
coordinada, tanto en la zona de las vibraciones de tensién de los anillos aromaticos
(1200 -1500 cm™) como en la huella dactilar del complejo (500-700 cm™), siendo mas

significativas las de esta ultima.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v(cm™)

Figura 5.14. Espectros IR de los complejos cheldPd (azul) y cheldPd_pdA (morado)
con algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables ().
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En la tabla 5.1l se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.111. AE del complejo cheldPd_pdA.

[Pd(c16H15N505)](H20)1.8

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 14.51 14.11
% C 38.55 38.73

% H 4.28 3.78

El espectro 'H-RMN del complejo cheldPd_pdA (Figura 5.15) confirma la
interaccion en disolucidon del complejo cheldPd y la nucleobase pdA, interaccién que se
ve reflejada principalmente en el desplazamiento a campo bajo que experimentan las
sefiales de los protones del doble anillo de la nucleobase pdA (Aby; p4a=0.20 ppm;
Adys ,aa=0.21 ppm); al igual que la sefial correspondiente a los protones piridinicos del
complejo cheldPd (ASy3y ns_chelara=0.05 ppm). Por otra parte, la sefial correspondiente al
protén H2 de la nucleobase sufre un desplazamiento muy leve a campo alto
(A8 ,4a=0.09 ppm). El grupo amino de la nucleobase no se observa, en este caso,

debido de a la presencia de agua en la muestra.
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cheldPd pdA  cheldPd_pdA

NH, - 6.87 -
H3y H5 7.05 - 7.10
H2_pdA - 8.08 7.99
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H8_pdA 7.13 7.34
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b)

H2
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Figura 5.15. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) y cambios mds significativos en la zona
aromdtica de a) cheldPd_pdA, b) pdA y c) cheldPd.

El registro del espectro de UV-visible completé la informacidn obtenida para este
complejo en disoluciéon. Como podemos observar en el grafico que recoge los espectros
para cada una de las especies (Figura 5.16), al formarse el complejo se produce un
aumento en la intensidad y un desplazamiento batocrémico del maximo de absorcién a
274 nm correspondiente a la nucleobase una vez se ha coordinado al complejo cheldPd

(AA=3.5 nm, Al=0.08 u.a). Con respecto a la banda localizada en esa zona del complejo
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cheldPd, al contrario que para la nucleobase, una vez se produce la interaccidn
complejo-nucleobase, sufre un desplazamiento hipsocrémico muy significativo (AA=20.5
nm, Al=0.08 u.a). Asi como un aumento en la intensidad equivalente al que previamente

se ha mencionado para la nucleobase.

0.7 7 cheldPd pdA cheldPd_pdA
06 - 220nm 207 nm 207 nm
(0.508 u.a) (0.2979 u. a) (0.6339 u.a)
0,5 -
298 nm 274 nm 277.5nm
04 (0.0917 u.a) (0.0941) (0.1731 u.a)
? ’
3
~ 03 -
——cheldPd, 0.0125mM
0,2
—pdA, 0.0125mM
0,1
cheldPd_pdA, 1:1,0.0125mM
0 T T - T‘%hmx":‘ = ——
200 250 300 350 400

A(nm)

Figura 5.17. Espectros UV-visible de cheldPd (azul), pdA (rojo) y cheldPd_pdA (verde).

La recristalizacion en N,N-dimetilformamida del precipitado que aparece en el

transcurso de la reaccion permitid el estudio estructural del complejo por DRX.

El complejo cheldPd_pdA cristaliza en el sistema monoclinico con un grupo
espacial P2,/c. La unidad asimétrica esta constituida por dos unidades de [Pd(cheld)(N1-
pdA)] cristalograficamente independientes, una molécula de agua y una de N,N-
dimetilformamida (Figura 5.17, a). El &tomo de paladio presenta una geometria plano-

cuadrada donde el ligando cheld se encuentra coordinado de forma tridentada a través
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de los 4tomos N1 (Pd1-N1A 1.938 A, Pd2-N1A’ 1.914 A), 01 (Pd1-O1A 2.051 A, Pd2-O1A’
2.030 A) y 05 (Pd1-O5A 2.053 A, Pd2-O5A’ 2.050 A); y la nucleobase pdA a través del
atomo N1 (Pd1-N1B 2.079 A, Pd2-N1B’ 2.074 A).

En este caso, la interaccion entre el complejo cheldPd y la nucleobase pdA tiene
lugar una distribucion coplanar de los anillos arométicos (1.62°), tal y como demuestra
la estructura, y esta favorecida por la formacidn de un enlace de hidréogeno
intramolecular entre el grupo amino exociclico de la nucleobase y uno de los atomos de
oxigeno coordinados al dtomo de paladio del ligando cheld (N61B-H---O5A 2.775 A,
N61B’-H---O5A’ 2.778 A) (Figura 5.17, b).

Figura 5.17. a) Entorno de coordinacion del dtomo del paladio en la unidad asimétrica
del complejo cheldPd_pdA y enlaces de hidrégeno intramoleculares. b) Enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares vistos a lo largo del eje b.
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Tabla 5.1V. Distancias de enlaces de hidrogeno mds relevantes en el complejo

cheldPd_pdA.

Distancias (A)

N61B-H---O5A

N61B-H:--02A’

N61B’-H---O5A’

O3A-H:--N3B’

Olw-H---O5A

2.775

2.935

2.778

2.696

3.007

La estructura supramolecular del complejo estd estabilizada por la formacién de
enlaces de hidrégeno intermoleculares (véase Tabla 5.1V, Figura 5.17, b), e interacciones
T-Tt* (dyv=3.424 A) entre los anillos piridinico y pirimidinicos de ligando y la nucleobase

de dos moléculas de complejo relacionadas entre si por un centro de inversién (Figura

5.18).

Figura 5.18. Empaquetamiento e interacciones n-nt* en el complejo cheldPd_pdA
vistos a lo largo del eje a.
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5.1.4. [Pd(2)(N1-pdA)], 2Pd_pdA

Todos los ensayos llevados a cabo para obtener un complejo de tipo 2Pd_pdA en

estado sélido resultaron infructuosos (Figura 5.19).

Figura 5.19. Estructura del complejo 2Pd_pdA.

Sin embargo, ante esta dificultad, se realizaron estudios en disolucién utilizando la
técnica de "H-RMN y HRMS. En estos estudios se ha podido demostrar la formacién del

complejo 2Pd_pdA en disolucion.

Para llevar a cabo este estudio se realizd un seguimiento por '"H-RMN en DMSO-ds
registrando, en primer lugar, el "H-RMN correspondiente al ligando 2 para confirmar la
pureza del mismo (Figura 5.20, a). A continuacién, y sin variar el volumen total del
medio, se adiciond 1 equivalente de Pd(NOs), y tras esperar unos minutos para que se
produjese la disolucién total de la sal, se procedid a registrar el ‘H-RMN
correspondiente (Figura 5.20, b) que confirma la formacién del complejo 2Pd, ya que
podemos observar como tiene lugar un desplazamiento a campo alto del singlete

correspondiente a los protones H3 y H5 del anillo piridinico (A8=0.39 ppm). El resto de
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sefiales no sufren desplazamientos significativos; sin embargo, es posible observar una
nueva sefial intensa y ancha a 5.04 ppm que no se ha podido identificar tras consultar

distintas fuentes bibliograficas.

Por ultimo, y para asegurar que en el medio de reaccion haya la cantidad de
nucleobase suficiente para formar el complejo, se adicionaron 2 equivalentes de pdA 'y
se calienta ligeramente el tubo de RMN para evitar la posible formacion de dimeros de
paladio. Transcurridos unos minutos, se registré el espectro correspondiente (Figura
5.20, d). Al comparar este espectro con los que aparecen en la figura, podemos observar
como las sefiales correspondientes a la nucleobase libre sufren un desplazamiento muy
significativo a campo bajo una vez se encuentra coordinada al idn Pd(ll); sobre todo
aquellas correspondientes a los protones del grupo amino (A6=2.14 ppm) y los protones
H2, H7 y H8 del anillo pirimidinico (AS4,=0.28 ppm, A8,;=0.43 ppm, Ad,5=0.41 ppm). El
resto de protones correspondientes al complejo 2Pd no sufren desplazamientos
significativos. Estas evidencias sugieren la interaccion entre el complejo 2Pd vy la

nucleobase pdA para dar lugar al complejo chelPd_pdA en disolucion.
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2Pd pdA 2Pd_pdA
- 6.87 9.01
H3yH5 7.62 7.23
- 8.08 8.36
- 6.51 6.94
7.13 7.54
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o '
T M |
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d)
MW I ﬂ
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Figura 5.20. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) y cambios mds significativos en la zona
comprendida entre 4y 9.2 ppm de a) 2, b) 2Pd, c) pdA y d) 2Pd_pdA.

Los resultados obtenidos por HRMS confirman la formaciéon del complejo 2Pd_pdA
en disolucién obteniéndose un valor m/z de 736.8795 para la férmula [2Pd_pdA+H]"

(véase Anexo Ill).
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5.1.5. [Pt(cheld)(N3-mC)], cheldPt_mC

La sintesis del complejo cheldPt_mC se realizé adicionando una disolucién acuosa
de 1-metilcitosina (mC) sobre una suspensién del complejo cheldPt en acetonitrilo:agua
(Figura 5.21). La mezcla de reaccion se mantuvo agitando a 60°C y en oscuridad durante
3 horas. En estas condiciones se aisla un precipitado de color verde que fue

caracterizado en estado sélido (IR, AE) y en disolucién (‘*H-RMN).

cheldPt mC cheddPt_mC

Figura 5.21. Esquema de sintesis del complejo cheldPt_mC.

La caracterizacién en estado sélido del complejo cheldPt_mC se llevd a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro IR del complejo cheldPt_mC (Figura 5.22) se observa una banda
correspondiente a la vibracion de tension del grupo —NH, de la nucleobase (v=3399 cm’
Y). Al observarse un Unica banda poco intensa no podemos asegurar la formacién en
estado sdlido del enlace de hidrogeno esperado entre uno de los protones del grupo
amino de la nucleobase y un grupo carboxilato del complejo, hecho que sugiere en
primera instancia, la no coplanaridad del complejo debido, posiblemente, a las
repulsiones electrostaticas entre los grupos carbonilo y carboxilato de la nucleobase mC
y del complejo cheldPt, respectivamente. Esta repulsion puede ser la responsable del
desplazamiento batocrémico de una de las bandas correspondientes a la vibracion de

tensién de los grupos carboxilatos y carbonilo mencionados previamente
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-1 -1 .z . s
(Venelart=1703cm ™, Av=56 cm ). También es posible observar la aparicién de nuevas
bandas correspondientes a las vibraciones de tensiéon del anillo aromatico de la

. -1 , . . o
nucleobase por debajo de 1500 cm™; asi como la invariabilidad de algunas de las bandas

propias del complejo cheldPt.

cheldjl?tA ’
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Figura 5.22. Espectros IR de los complejos cheldPt (azul) y cheldPt_mC (verde) con
algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables (9).

En la tabla 5.V se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.V. AE del complejo cheldPt_mC.

[Pt(Cy12H10N406)](H20), 5

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 9.45 10.25
% C 26.31 26.37

% H 2.36 2.74
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La caracterizacion del complejo cheldPt_mC en disolucion se llevé a cabo mediante
'"H-RMN. El espectro 'H-RMN en DMSO-d¢ del complejo cheldPt_mC (Figura 5.23)
confirma la interaccion en disolucién del complejo cheldPt y la nucleobase 1-
metilcitosina (mC), interaccién que se ve reflejada en primer lugar en el desplazamiento
a campo bajo de los protones aromaticos H5 y H6 del anillo pirimidinico de la
nucleobase MC (ASpg mc =0.11 ppm; Adus mc =0.13 ppm). Por otra parte, la sefial
correspondiente a los protones piridinicos H3 y H5 del complejo cheldPt, debido a la
pérdida de simetria de la molécula, aparecen desdoblados en dos singletes a 6.51y 6.75
ppm. A su vez, el grupo amino de la nucleobase también sufre un cambio muy
significativo en su sefal; los dos protones que presentan una Unica sefial ancha a 6.94
ppm cuando la nucleobase se encuentra libre pierden su equivalencia magnética al
coordinarse la 1-metilcitosina al complejo cheldPt dando lugar a dos singletes a 8.48 y
8.55 ppm. Esto es debido al caracter de doble enlace que adquiere el enlace C-NH,,
como ya se discutié para el complejo andlogo de paladio cheldPd_mC (véase seccidon

5.1.1).
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Figura 5.23. Espectros de "H-RMN (DMSO-d¢) y cambios mds significativos en la zona
aromdtica de a) cheldPt_mC, b) mCy c) cheldPt.

El espectro de HRMS donde la masa obtenida coincide con la masa tedrica
esperada ([cheldPt_mC+H]" encontrado: 502.0522) (véase Anexo Ill), confirma la

anterior afirmacion.
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5.1.6. [Pt(cheld)(N1-mdA)], cheldPt_mdA

La sintesis del complejo cheldPt_mdA se realizé manteniendo a reflujo una
suspension del complejo cheldPt en acetonitrilo:agua durante 1 hora a la que
posteriormente se adiciond una disolucion acuosa de mdA manteniendo la mezcla
resultante en agitacién durante 3 horas a 50°C y en oscuridad (Figura 5.24). El complejo
cheldPt_mdA precipita en forma de un sélido pulverulento de color amarillo, que se

analizé en estado sélido (IR y AE) y en disolucion (*H-RMN, HRMS).

o}

o HoN
NF
/ A . /
OH N—Pt—NCCH; + k —> OH
} o
o o]
cheldPt mdA cheldPt_mdA

Figura 5.24. Esquema de sintesis del complejo chedIPt_mdA.

La caracterizacion en estado sélido del complejo cheldPt_mdA se llevé a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro de IR del complejo cheldPt_mdA se observan las bandas mas
significativas del complejo cheldPt y las de la nucleobase mdA (Figura 5.25), desplazadas
como resultado de su interaccién al complejo. En la zona del espectro por encima de
3000 cm™ correspondiente complejo cheldPt_mdA se observa una Unica banda
correspondiente a la vibracion de tension del grupo —NH, de la nucleobase (v=3284 cm’
Y, lo cual justifica que no podamos asegurar la formacién en estado sélido del enlace de
hidrégeno esperado entre la nucleobase y el complejo y la posible coplanaridad. Al igual
que para el complejo cheldPt_mC, se observa un desplazamiento batocrémico de una
de las bandas correspondientes a la vibracidon de tensiéon de los grupos carbonilo

presentes en el complejo (Vehelapt=1703 cm‘l, Av=39 cm‘l). También es posible observar
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la aparicién de nuevas bandas correspondientes a las vibraciones de tension del anillo
s . -1 , . . .-
aromatico de la nucleobase por debajo de 1600 cm™; asi como la invariabilidad de

algunas de las bandas propias del complejo cheldPt.

cheldPt

P e e

T T T T i i
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v(cm?)

Figura 5.25. Espectros IR de los complejos cheldPt (azul) y cheldPt_mdA (verde) con
algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables ().
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En la tabla 5.VI se recogen los valores tedricos y calculados para la formulaciéon

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.VI. AE del complejo cheldPt_mdA.

[Pt(C14H11N505)](H20)4.4

AEobtenido AEcaIcuIado

% N 13.18 13.03
% C 29.71 29.80

% H 3.65 3.56

Como puede observarse en el espectro de "H-RMN correspondiente al complejo
cheldPt_mdA (Figura 5.26), la formacion del complejo en disolucidn origina
subproductos de reaccion, debido a la cinética del idn Pt(Il), que pueden observarse en
las sefiales que acompafian a las propias del complejo cheldPt_mdA. Aun asi, el
espectro '"H-RMN confirma la interaccién en disoluciéon del complejo cheldPt y la
nucleobase mdA; interaccion que se ve reflejada principalmente en el desplazamiento a
campo bajo que experimentan las sefiales de los protones H2, H7 y H8 del doble anillo
de la nucleobase mdA (A mga=0.09 ppm, A7 maa=0.26 ppm; Abug mea=0.18 ppm). Por
otra parte, esta coordinacién del complejo cheldPt a la nucleobase mdA origina un
desplazamiento a campo alto del singlete correspondiente a los protones piridinicos del
complejo cheldPt (Aby3 y us_cheiget=0.11 ppm). Los protones correspondientes al grupo
amino aparecen con una sefial ancha tras sufrir un desplazamiento a campo bajo
(AdnH=0.72 ppm), hecho que no sugiere la formacion de enlaces de hidrégeno en
disolucién con el grupo carboxilato del complejo debido a la libre rotacidon de sus

protones que se manifiesta mediante una Unica sefal ancha.
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(@] cheldPt mdA  cheldPt_mdA
O H,N 7\ o NH, - 6.90 7.62
‘ H3y H5 7.26 - 7.15
OH / \N—Pt—N/ \ N\ H2_pdA - 8.05 8.17
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Figura 5.26. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) y cambios mds significativos en la zona
aromdtica de a) cheldPt_mdA, b) mdA y c) cheldPt.

El estudio en disolucidn de esta interaccidon se completé mediante HRMS. La masa
obtenida por esta técnica confirma la interaccién entre complejo y nucleobase siendo el
valor del peso molecular obtenido el correspondiente a la unidad [cheldPt_mdA+Na]"

(525.08) (véase Anexo ).
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5.1.7. [Pt(cheld)(N1I-pdA)], cheldPt_pdA

En este caso, la sintesis del complejo se llevd a cabo adicionando sobre una
disolucién en agua:acetonitrilo:etanol de cheldPt, que previamente estuvo a reflujo 1
hora, una disolucion acuosa de pdA (Figura 5.28). La mezcla de reaccion se mantuvo
agitando a 65°C en oscuridad durante 2 horas, tiempo tras el cual se obtuvo un
precipitado amarillo que se aislé y caracterizd en estado sélido (IR y AE) y en disoluciéon

(*H-RMN y HRMS).

o)
o H,N
/ \ T /
OH N—Pt—NCCH3 k N—Pt—N
o
o) o
cheldPt pdA cheldPt_pdA

Figura 5.27. Esquema de sintesis del complejo cheldPt_pdA.

La caracterizacidon en estado sdélido del complejo cheldPt_pdA se llevd a cabo

mediante IR y AE.

Al comparar el espectro de IR del complejo cheldPt y del complejo cheldPt_pdA
(Figura 5.28) se observa en primer lugar que a 3404 cm™ aparece una banda que
corresponde al grupo amino de la nucleobase y que enmascara la banda
correspondiente a la vibracion de tension del grupo —OH del complejo (3500 cm ™). El
hecho de que se observe una Unica banda para indicar que en estado sdlido no se
observa la formacién de un enlace de hidrégeno entre el grupo amino y uno de los
grupos carboxilato del complejo cheldPt. Las bandas correspondientes a los grupos
carbonilo del complejo cheldPt sufren un pequefio desplazamiento batocrémico debido

a la proximidad de la nucleobase una vez que esta se coordina al i6n Pt(ll) (Vchelgpt=1703
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-1 -1 . . .
cm™, Av=25 cm™). En la zona correspondiente a la huella dactilar del complejo se
observan algunas bandas del complejo, que no se ven afectadas por la coordinacién a la

nucleobase pdA, asi como la aparicién de nuevas bandas propias de esta misma.

cheldPt co:
ol A g T e\
o~ ARVAA
P V | ol | |
SN Nl
.
[
" NH,
T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm™?)

Figura 5.28. Espectros IR de los complejos cheldPt (azul) y cheldPt_pdA (verde) con
algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables ().

En la tabla 5.VII se recogen los valores tedricos y calculados para la formulaciéon

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.VII. AE del complejo cheldPt_pdA.

[Pt(c16H15N505)](H20)1.7

AEobtenido  AEcalculado
%N 12.12 12.01
% C 32.90 32.86
% H 3.43 3.18
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El espectro 'H-RMN del complejo cheldPt_pdA (Figura 5.29) confirma la
interaccion en disolucién del complejo cheldPt y la nucleobase pdA, y al igual que en el
espectro del complejo chelPt_mdA se observa la presencia de ciertas impurezas en
disolucién. La interaccion entre el complejo y la nucleobase se ve reflejada
principalmente en el desplazamiento a campo bajo que experimentan las sefiales de los
protones H2, H7 y H8 del doble anillo de la nucleobase pdA (A8, ,4a=0.08 ppm,
Ady7 ,4a=0.28 ppm; Abyg paa=0.25 ppm). Por otra parte, la sefial correspondiente a los
protones piridinicos del complejo cheldPt sufre un desplazamiento a campo alto poco
significativo (Adusy us_cheiart=0.09 ppm). Es muy significativo, al igual que ocurria en los
complejos cheldPd_mC y cheldPt_mC, el desplazamiento a campo bajo que sufre el
grupo amino de la nucleobase asi como el cambio en su multiplicidad, observandose dos
sefiales a 8.29 y 8.35 ppm (Aby; nup=1.42 ppm, Aby; ni2=1.48 ppm). Esto es debido al
caracter de doble enlace que adquiere el enlace C-NH, como ya se discutié en los casos

anteriores.
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Figura 5.29. Espectros de TH-RMN (DMSO-dg) y cambios mds significativos en la zona
aromdtica de a) cheldPt_pdA, b) pdA y c) cheldPt.

El complejo fue recristalizado en N,N-dimetilformamida, dando lugar a cristales

aptos para su estudio por DRX.

El complejo cheldPt_pdA cristaliza en el sistema monoclinico con un grupo espacial
P2,/c. La unidad asimétrica esta constituida por dos unidades de [Pt(cheld)(N1-pdA)],
una molécula de agua y una de N,N-dimetilformamida (Figura 5.30). El &tomo de platino

presenta una geometria plano-cuadrada donde el ligando cheld se encuentra



Sintesis y caracterizacidon de complejos metal-nucleobase

coordinado de forma tridentada a través de los atomos N1 (Pt1-N1A 1.928 A, Pt2-N1A’
1.924 A), 01 (Pt1-O1A 2.036 A, Pt2-01A’ 2.026 A) y 05 (Pt1-O5A 2.054 A, Pt2-O5A’
2.051 A) y la nucleobase pdA a través del atomo N1 (Pt1-N1B 2.062 A, Pt2-N1B’ 2.053
A).

La interaccion entre el complejo cheldPt y la nucleobase pdA da lugar a una
distribucién coplanar (1.49°) de los anillos aromaticos de la unidad cheld y pdA, tal y
como puede verse en la figura 5.30, y esta favorecida por la formacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre el grupo amino exociclico de la nucleobase y uno de los
atomos de oxigeno coordinados al 4tomo de platino del ligando cheld (N61B-H::-O5A

2.764 A, N61B’-H---O5A’ 2.769 A).

Figura 5.30. Entorno de coordinacion del atomo del paladio en la unidad asimétrica
del complejo cheldPt_pdA y enlaces de hidrégeno intramoleculares.
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La estructura supramolecular del complejo estd estabilizada por la formacion de
una serie de enlaces de hidrégeno intermoleculares (véase Tabla 5.VIII, Figura 5.31, a), y
por interacciones m-* (dn.»= 3.410 A) que se forman gracias al apilamiento de los
anillos piridinico del ligando y pirimidinico de la nucleobase de dos moléculas de

complejo relacionadas entre si por un centro de inversion (Figura 5.31, b).

Tabla 5.VIII. Distancias de enlaces de hidrégeno mds relevantes en el complejo
cheldPt_pdA.

Distancias (A)

N61B-H---O5A 2.764
N61B’-H---02A 2.809
N61B’-H---O5A’ 2.769
O3A-H---0O1s 1.716
Olw-H:-O4A 3.029
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Figura 5.31.a) Enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares vistos a lo largo del eje
b. b) Empaquetamiento e interacciones rt-rt* en el complejo cheldPt_pdA vistos a lo
largo del eje a. Se han omitido los dtomos de hidrégeno para clarificar la imagen.
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5.2 Sintesis de complejos de Cu(ll) y ligandos hidroxo-hidroxo
con nucleobases

Los estudios de interaccion complejos de Cu(ll) formados con ligandos hidroxo-
hidroxo y las distintas nucleobases se han realizado exclusivamente para el complejo
primario 1Cu. Estos estudios se han realizado tanto en estado sdlido como en

disolucién.

El ligando cheld, y sus derivados, han sido introducidos en secuencias de ADN para
formar estructuras de doble hélice que contengan pares de bases artificiales de tipo
cheId_Cu_piridina.[g_lol Estas pares de bases, mediadas por un enlace de coordinacién,
han demostrado ser capaces de aumentar la estabilidad de las hebras, respecto de la
misma hebra con una secuencia que posea un apareamiento de bases A-T en la misma
posicion.

De la misma manera, se ha estudiado la estabilidad de pares de base tipo
cheld_Cu_nucleobase (adenina, citosina, guanina y timina) en disolucion, observandose
una estabilidad que sigue la tendencia adenina>citosina>guanina, y sin una

T .z . . 9
estabilizacion para el caso de la timina.”

Siguiendo la linea de este trabajo de tesis, en esta seccidn se describe la
preparacidn y caracterizacion de complejos de tipo cheld_Cu_nucleobases capaces de
formar pares de bases mediante la formacion de enlaces de coordinacién y de
hidrégeno cooperativos. Los resultados obtenidos permiten un mayor entendimiento y
compresion de los resultados publicados previamente cuando este tipo de pares de

bases artificiales fueron introducidos en estructuras de doble hebras de ADN.

Como ya se explicd al principio de este capitulo, hay que tener en cuenta la
formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos carboxilato presentes en el
complejo 1Cu y los grupos amino de las nucleobases modificadas (adenina, citosina y
guanina), asi como la posible repulsidon electroestdtica entre estos mismos grupos
carboxilato y los grupos carbonilo de algunas de las nucleobases (citosina, guanina y

timina).
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Como se ha ido viendo a lo largo de este capitulo, las nucleobases derivadas de la
adenina son las mas favorables para formar complejos que posean enlaces de
coordinacién y de hidrégeno cooperativos de tipo Watson-Crick (W-C), que favorecen la
distribucion coplanar de las unidades. De la misma manera, se ha observado la
formacion de complejos con la nucleobase citosina (cheldPd_mC y cheldPt_mC) con una
distribucidn no-coplanar de las unidades favorecida por las repulsiones entre los grupos

presentes (Figura 5.32).

Con el objetivo de demostrar todas estas consideraciones se han sintetizado y
caracterizado complejos de 1Cu y las nucleobases modificadas N3-metil-citosina (mC),
N9-etil-timina (eA), NO9-propil-7-deaza-adenina (pdA) y N9-propil-guanina (pG).
Desafortunadamente no se han obtenido complejos entre la timina y 1Cu,

probablemente debido las repulsiones electroestaticas anteriormente descritas.

Interaccion W-C Interaccion Hoogsteen
o)))@o OmmmmNHz
H,0 /
N » }
—N
omnmmNH2
1Cu_mC 1Cu_eA
o) o)

QN (@ f |
\0 / \N_JU_N —/ 4 \ ,OHZ NH2
O e |
| o

Figura 5.32. Complejos sintetizados con 1Cu y las nucleobases modificadas. Enlaces
de hidrégeno susceptibles de formarse y posibles repulsiones electrostdticas.
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5.2.1. [Cu(1)(H,0)(N3-mC)], 1Cu_mC

El complejo 1Cu_mC se obtuvo tras hacer reaccionar en caliente una disolucidn
acuosa de N1-metilcitosina (mC) con 1Cu (Figura 5.33). Después de unos dias de
evaporacioén lenta del disolvente se obtuvo un polvo cristalino que se caracterizé en

estado sélido (IR, AE y DRX) y en disolucién (UV-visible).

° o)
T f o o /
e -
\O / \N_C”_OHZ + E - \o / \N—Cu—‘N /
_ ‘ / L \
NH3 H,0
% O  NH,
o
1Cu

mC 1Cu_mC

Figura 5.33. Esquema de sintesis del complejo 1Cu_mC.

La caracterizacion en estado sélido del complejo 1Cu_mC se llevé a cabo mediante

IRy AE.

En la figura 5.34 se recogen los espectros IR del complejo 1Cu y 1Cu_mC. El cambio
mas significativo que se puede observar es el aumento en intensidad que se observa en
las bandas registradas en la zona entra 3500-3000 cm™, correspondiente a la vibracion
de tensidn de los grupos —OH presentes en la molécula de agua coordinada al ion Cu(ll),
asi como a la vibracién de tensidn del grupo -NH, presente en la nucleobase mC. La
amplitud y superposicion que presentan las bandas en esta zona no permite discernir
claramente la banda correspondiente al grupo amino, por lo que es dificil determinar la
posible formacién de enlaces de hidrégeno en los que intervenga este grupo. A su vez,
tiene lugar un desplazamiento batocrémico de la banda correspondiente a la vibracion
de tensidén de los grupos carbonilo, -CO, tanto del complejo 1Cu como de la nucleobase

mC (veo=1645 — 1609 cm™), asi como un ensanchamiento de la sefial. Es posible
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observar nuevas bandas correspondientes a la nucleobase en la zona correspondiente a

las vibraciones de tensién de los anillos aromaticos (1200-1500 cm'l) asi como en la

huella dactilar del complejo (500-700 cm™). Algunas de las bandas correspondientes a
]

. . .z o . . 11
las vibraciones de tension del complejo permanecen invariables.!

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm)

Figura 5.34. Espectros IR de los complejos 1Cu (azul) y 1Cu_mC (naranja) con algunos
de los cambios mds significativos asi como algunas sefiales invariables (8.
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En la tabla 5.IX se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.1X. AE del complejo 1Cu_mC.

[Cu(Cy3H12N,406)]1(H20)s 5

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 12.54 12.43
% C 34.55 34.66

% H 4.50 4.34

El estudio en disolucidn de la interaccién entre el complejo 1Cu y la nucleobase mC
se llevé a cabo mediante espectroscopia UV-vis. En la figura 5.35 se recoge la evolucién
de los espectros cuando ambas especies se encuentran aisladas en disolucién y cuando
éstas interaccionan. Como podemos observar, la interaccién del complejo 1Cu con la
nucleobase mC produce un efecto batocrémico, es decir un desplazamiento del maximo
de absorcidén a longitudes de onda mayores y una disminucion de la intensidad de la

banda situada a 250 nm (AA=18 nm, Al=0.107 u.a).
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Figura 5.35. Espectros UV-visible de 1Cu (azul), mC (rojo) y 1Cu_mC (verde).

La estructura molecular de 1Cu_mC consiste en una especie mononuclear de
[Cu(1)(H,0)(N3-mC)] que se encuentra rodeada por tres moléculas de agua. El 4tomo de
cobre presenta una coordinacidén octaédrica distorsionada donde el ligando 1 actua en
forma tridentada coordinandose al cobre por los dtomos N1A (Cu-N1A 1.893 A), O1A
(Cu-O1A 1.977 A) y O5A (Cu-O5A 2.027 A) situados en el plano ecuatorial del octaedro.
La nucleobase 1-metilcitosina actia como ligando neutro en forma bidentada a través
de los dtomos N3B del anillo pirimidinico en posicién basal (Cu-N3B 1.956 A) y el 4tomo
01B del grupo carbonilo en posicién apical (Cu-O1B 2.712 A); modo de coordinacién que
origina distancias de enlace mas pequefias a las descritas previamente en bibliografia.[m

Una molécula de agua en posicion apical opuesta al atomo de oxigeno de mC, completa

la esfera de coordinacién del &tomo de cobre (Cu-O1W 2.407 A) (Figura 5.36).
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Figura 5.36. Entorno de coordinacién del 4tomo de cobre en el complejo
1Cu_mC.

La estructura del complejo se estabiliza por la formacion de un enlace de
hidrégeno intramolecular en el que participan el atomo de hidrégeno enlazado a N41B
de mC como dador y el 4tomo Olw de la molécula de agua en posicidén apical como
aceptor (N41B-H--O1lw 1.953 A). La estructura supramolecular del complejo se ve
estabilizada por las interacciones de tipo m-m* que se establecen entre los anillos
piridinicos del ligando 1 (distancia entre centroides de 3.596 A) (Figura 5.37, a). El
angulo formado entre los planos que contienen el ligando 1 y la nucleobase mC tiene un

valor de 77.73 ° confirmando la disposicién no coplanar del complejo (Figura 5.37, b).
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Figura 5.37. a) Enlace de hidrégeno intramolecular e interacciones n-it*
intermoleculares del complejo 1Cu_mC. b) Angulo que forman los planos del
complejo1Cuy mC.
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5.2.2. [Cu(1)(H,O)(N7-eA)], 1Cu_eA

La sintesis de 1Cu_eA se llevo a cabo en disolucién acuosa al adicionar gota a gota
sobre un disoluciéon en caliente de 9-etiladenina (eA) otra de 1Cu (Figura 5.38). El
precipitado que se obtiene en forma de polvo se recristalizé en N,N-dimetilformamida

permitiendo obtener cristales adecuados para la determinacién estructural del complejo

por DRX.
0, 0
o] NH; O HN
N
\O / \N—C‘u—OHz + f\IN\> H—20>\0 / \NCu::%?
—(_| & = [T
o o N
: ) I T
1Cu eA 1Cu_eA

Figura 5.38. Esquema de sintesis del complejo 1Cu_eA.

La caracterizacion en estado sélido del complejo 1Cu_eA se llevd a cabo mediante

IRy AE.

En el espectro IR del complejo 1Cu_eA (Figura 5.39) se observa una banda ancha
entre 3500-3000 cm™ correspondiente a las vibraciones de tensién del grupo —NH, de la
nucleobase y del agua coordinada al i6n Cu(ll). La banda ancha que se observa a 3153
cm'l, correspondiente al grupo —NH, de la nucleobase eA aparece como una Unica sefial
que descartaria la posible formacion de enlaces de hidrégeno en este complejo 1Cu_eA
cuando se encuentra en estado sdlido. A su vez, tiene lugar un desplazamiento
batocromico, asi como un ensafiamiento, de la doble banda correspondiente a la
vibracion de tension de los grupos carbonilo, -CO, tanto del complejo 1Cu como de la
nucleobase eA (veo=1645 — 1594 cm™). También es posible observar la aparicion de
nuevas bandas correspondientes a las vibraciones de tensidn de los anillos aromaticos

de la nucleobase (1389, 1340, 1295 cm'l), asi como algunas de las bandas
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correspondientes a las vibraciones de tensidn del complejo que permanecen invariables

(500-700 cm™).

H,0 ,
H,0, NH,
. x| ¢
*
: ok
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v(cm?)
Figura 5.39. Espectros IR de los complejos 1Cu (azul) y 1Cu_eA ( ) con algunos

de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables (®).

El estudio en disoluciéon de la interaccion entre el complejo 1Cu y la nucleobase eA
se llevd a cabo mediante espectroscopia UV-vis. En la figura 5.40 se recoge la evolucién
de los espectros cuando ambas especies se encuentran aisladas en disolucion y cuando
éstas interaccionan. Como podemos observar, la interaccién del complejo 1Cu con la
nucleobase eA produce un efecto batocromico, es decir un desplazamiento del maximo
de absorcidén a longitudes de onda mayores y un aumento de la intensidad de la banda
correspondiente al complejo situada a 250 nm (AA=8 nm, Al=0.1589 u.a). Asi como un
leve desplazamiento hipsocromico, junto con el equivalente aumento de intensidad, de

la banda de la nucleobase centrada a 261 nm (AA=3 nm, Al=0.1081 u.a).
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Figura 5.40. Espectros UV-visible de 1Cu (azul), eA (rojo) y 1Cu_eA (verde).

En la tabla 5.X se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.X. AE del complejo 1Cu_eA.

[Cu(Cy5H14NgO5)1(H20)7.6

AEobtenido AEcaIcuIado

% N 15.45 14.94
% C 31.84 32.03

% H 4.93 5.30
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El complejo [Cu(1)(H,0)(N7-eA)]-6(H,0) cristaliza en el sistema monoclinico, grupo
espacial P2;/n. El 4&tomo de cobre presenta un entorno de coordinacién de geometria de
pirdmide de base cuadrada donde el ligando 1 actua de forma tridentada a través de los
atomos N1 (Cul-N1’ 1.93 A, Cu2-N11.924 A), 01 (Cul-O1A’ 2.038 A, Cu2-01A 1.996 A) y
05 (Cul-O5A’ 2.007 A, Cu2-O5A 2.026 A) ocupando tres de las posiciones basales de la
piramide; y la N9-etiladenina (eA) se coordina al atomo de cobre a través de N7 (Cul-
N7B’ 1.963 A, Cu2-N7B 2.000 A) ocupando la cuarta posicién basal. Una molécula de
agua en posicién apical completa la esfera de coordinacién del atomo metalico (Cul-

01w’ 2.245 A, Cu2-O1w 2.288 A) (Figura 5.41, a).
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Figura 5.41. a) Entorno de coordinacion del cobre en el complejo 1Cu_eA. b) Atomos
implicados en la red de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares de 1Cu_eA.
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La interaccidn entre complejo y nucleobase tiene lugar de forma casi coplanar,
siendo el angulo que forman el plano que contiene 1Cu y el plano que contiene eA de
6.97° en la unidad de Cul y de 2.18° en la unidad de Cu2. Esta interaccidn coplanar esta
reforzada en cada una de las unidades por la formaciéon de un enlace de hidrégeno
intramolecular entre los dtomos N61B y O5 (N61B’-H---O5A’ 2.808 A, N61B-H--05A
2.730 A). Ademas de este enlace de hidrégeno, la estructura se estabiliza mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre las dos unidades (N61B-
H---02A’ 2.791 A) y entre estas unidades y las moléculas de agua que las rodean (Figura

5.41, b; Tabla 5.XI).

Este modo de coordinacion del ién Cu(ll) a la nucleobase, asi como la participacion
del grupo amino exociclico en la formacion de enlaces de hidrégeno que estabilicen la

estructura de la molécula ha sido descrito previamente en biinograﬂ'a.[B]

Tabla 5.XI. Distancias de enlaces de hidrégeno en el complejo 1Cu-eA.

Distancias (A)

N61B-H---O5A 2.730
N61B-H---02A’ 2.791
N61B’-H--O5A’ 2.808
O6w-H---N3B’ 2.807
O4w-H:---04A 2.919
O7w-H---O4A’ 2.863
0O2w-H--01lw 2.846
O3w-H---02w 2.876
O3w-H--04w 2.882
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5.2.3. [Cu(1)(H,0)(NI-pdA)], 1Cu_pdA

El complejo 1Cu_pdA se obtuvo tras adicionar gota a gota sobre una disolucidn
acuosa de pdA otra de 1Cu y mantener la mezcla de reacciéon en agitacién a 60°C
durante 30 minutos (Figura 5.42). El complejo precipité en forma de polvo azul que por
recristalizacion en N,N-dimetilformamida permitié obtener cristales aptos para su

estudio estructural por DRX.

o) o)
o} NH, 0 HN
| | =
H,O -
\o / \N—Cu—OHZ —+ N% - \o / \N_CU_N p N
— \ K " — ‘\OHZ \\—N
N
o) o
o o
1Cu pdA 1Cu_pdA

Figura 5.42. Esquema de sintesis del complejo 1Cu_pdA.

La caracterizacion en estado sélido del complejo 1Cu_pdA se llevd a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro de IR del complejo 1Cu_pdA se observan las bandas mas
significativas del complejo 1Cu y las de la nucleobase pdA (Figura 5.43), desplazadas
como resultado de la coordinacidn de la nucleobase al idon Cu(ll). En el espectro IR del
complejo 1Cu_pdA se la banda correspondiente a la vibracion de tension de los grupos —
OH de la molécula de agua que se encuentra en la esfera de coordinacion del complejo
(3592 cm™); la definicién de esta banda comparada con su analoga en el complejo 1Cu
sugiere la participacion de esta molécula de agua en la formacidon de enlaces de
hidrégeno que eviten la libre rotacion de los grupos —OH de la misma. Asimismo, se
observan dos bandas correspondientes con las vibraciones de tension del grupo —NH, de
la nucleobase (v=3351y 3190 cm™); hecho que sugiere la formacién de un enlace de

hidrégeno entre dicho grupo amino y el grupo carboxilato del complejo al aparecer las
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bandas a frecuencias diferentes. Esta formaciéon de un enlace de hidrégeno entre la
nucleobase pdA y el complejo se ve apoya por el desplazamiento batocromico que se
observa en el sobretono de los grupos carbonilo (v=3085 — 2954 cm™) se produce un
leve desplazamiento batocrémico en las bandas correspondientes a la vibraciones de
tensién de los grupos carbonilo del complejo 1Cu, asi como el desdoblamiento de la
sefial (v=1684 — 1673 cm™), ya que al formarse el enlace de hidrégeno con uno de los
grupos —CO de los grupos carboxilato del complejo implicaria un ligero cambio en la
vibracién de tension de su enlace diferenciandolo consecuentemente del otro. Tanto en
la zona de las vibraciones de tensidn de los anillos aromaticos (1200 -1500 cm'l) como
en la huella dactilar del complejo (500-700 cm™) se observa la aparicion de nuevas
bandas, correspondientes a la nucleobase coordinada, siendo muy significativa la banda
que se observa a 1361 cm™. Otras bandas, correspondientes al complejo 1Cu

permanecen invariables.

1Cu o
_H,0
*
y .
* :
H,0 U ‘
4000 3500 3000 2500 ey 2000 1500 1000 500
Figura 5.43. Espectros IR de los complejos 1Cu (azul) y 1Cu_pdA ( ) con

algunos de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables (®).
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En la tabla 5.XIl se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacion

propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.XIl. AE del complejo 1Cu_pdA.

[Cu(Cy7H17N505)](H20),

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 14.70 14.87
% C 43.18 43.35

% H 4.92 4.49

El estudio en disolucidn de la interaccion entre el complejo 1Cu y la nucleobase
pdA se llevé a cabo mediante espectroscopia UV-vis. En la figura 5.44 se recoge la
evolucion de los espectros cuando ambas especies se encuentran aisladas en disolucién
y cuando éstas interaccionan. Como podemos observar, la interaccion del complejo 1Cu
con la nucleobase pdA produce un significativo efecto batocrémico del maximo de
absorcidon correspondiente al complejo situado a 250 nm, asi como un aumento en la
intensidad de la banda (AA=15.5 nm, Al=0.0729 u.a). El maximo centrado a 274 nm de la
nucleobase, al igual que en los casos anteriores sufre un desplazamiento hipsocrémico,
asi como el equivalente aumento de intensidad una vez la nucleobase interacciona con

el complejo metalico (AA=8.5 nm, Al=0.0716 u.a).
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Figura 5.44. Espectros UV-visible de 1Cu (azul), pdA (rojo) y 1Cu_pdA (verde).

El complejo [Cu(1)(H,0)(N1-pdA)]-(H,O)cristaliza en el sistema triclinico, grupo

espacial P-1 (Figura 5.45, b). El &tomo de cobre se encuentra situado en un entorno de

pirdmide de base cuadrada distorsionada donde el ligando 1 actia de forma tridentada

coordinandose al cobre por los 4tomos N1A (Cu-N1A 1.920 A), O1A (Cu-O1A 2.127 A) y

O5A (Cu-O5A 2.0364 A) ocupando tres de las posiciones basales. La nucleobase 9-propil-

7-deazaadenina se coordina al atomo de cobre a través de N1B ocupando la cuarta

posicién basal de la piramide (Cu-N1B 1.9972 A). La posicion apical estd ocupada por

una molécula de agua completando la esfera de coordinacidn del 4&tomo de cobre (Cu-

01W 2.211 A) (Figura 5.45, a).
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a)

Figura 5.45. a) Entorno de coordinacion de los dtomos de cobre en el complejo
1Cu_pdA. b) Celdilla unidad de 1Cu_pdA en el sistema triclinico que contiene dos
moléculas de complejo y dos de agua.

La estructura del complejo esta estabilizada por la formacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre los atomos O5A del ligando 1 y el atomo de hidrégeno
enlazado a N61B de la nucleobase (N61B-H---O5A 2.769 A) y otro intermolecular entre el
atomo N3B de la nucleobase y la molécula de agua de cristalizacion mas cercana a éste
(O2W-H---N3B 2.956 A) (Figura 5.46, a). Aunque lo mas légico seria pensar que la
formacion del enlace de hidrégeno intramolecular estaria asociado a una interaccion
coplanar entre el complejo 1Cu y la nucleobase pdA, esta tiene lugar de forma no
coplanar siendo el angulo que forman los planos que los contiene de 45.67° (Figura

5.46, b).
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Figura 5.46. a) Atomos que intervienen en la formacién de enlaces de hidrégeno del
complejo 1Cu-pdA. b) Angulo que forman los planos que contienen el complejo 1Cu y
la nucleobase pdA.
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5.2.4. [Cu(1)(H,0)(N7-pG)], 1Cu_pG

La obtencion de 1Cu_pG se llevd a cabo al hacer reaccionar una disolucién acuosa
de 9-propilguanina (pG) con 1Cu manteniendo la mezcla de reaccion a 65°C y con
agitacion durante 30 minutos (Figura 5.47). Tras unos dias de evaporacion lenta del
disolvente fue posible obtener cristales del complejo que permitieron su estudio

estructural por DRX.

O,

O,
(0] Q lo) o "
N T e
_ ‘ HzN)\N N _ ’\hL\ N
(o] lo) N
o o) \\\
1Cu pG 1Cu_pG

Figura 5.47. Esquema de sintesis del complejo 1Cu_pG.

La caracterizacion en estado sélido del complejo 1Cu_pdA se llevd a cabo

mediante IR y AE.

En el espectro de IR del complejo 1Cu_pG (Figura 5.48) se observa en la zona
comprendida entre 3000-3500 cm™ del espectro, la banda correspondiente a la
vibracion de tensién de los grupos —OH de la molécula de agua que se encuentra
coordinada al i6n Cu(ll) (3459 cm™) que al igual que en el complejo 1Cu_pdA sugiere la
participacion de esta molécula de agua en la formacion de enlaces de hidrégeno. Se
observa un desplazamiento batocrémico de la banda correspondiente a la vibraciones
de tensidn de los grupos carbonilo del complejo 1Cu, asi como el ensanchamiento de la
sefial debido a la presencia del grupo —CO de la nucleobase coordinada (v=1684 — 1638
cm™). Tanto en la zona de las vibraciones de tensién de los anillos aroméaticos (1200 -
1500 cm™) como en la huella dactilar del complejo (500-700 cm™) se observa la
aparicion de nuevas bandas, correspondientes a la nucleobase coordinada (1361 y 894
cm™), asi como la invariabilidad de algunas de las bandas correspondientes al complejo

1Cu.
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Figura 5.48. Espectros IR de los complejos 1Cu (azul) y 1Cu_pG ( ) con algunos
de los cambios mds significativos asi como otras sefiales invariables ().

En la tabla 5.XIlI se recogen los valores tedricos y calculados para la formulacién
propuesta tras realizar el AE del complejo.

Tabla 5.XIll. AE del complejo 1Cu_pG.

Cu(Cy6H15N60;)](H20)o.7

AEobtenido AEcaIcuIado
% N 17.12 17.41
% C 39.71 39.82

% H 4.22 4.05
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El complejo [Cu(1)(H,0)(N7-pG)] cristaliza en el sistema monoclinico, grupo
espacial Cc. El atomo de cobre adopta una geometria de pirdmide de base cuadrada, en
la que el ligando 1 acttia en forma tridentada a través de los &tomos N1 (Cu-N1 1.909 A),
01 (Cu-01A 2.053 A) y 05 (Cu-O5A 2.046 A) ocupando tres de las posiciones basales de
la pirdmide; y a su vez, la nucleobase pG se coordina al atomo de cobre a través de N7
(Cu-N7B 1.981 A) ocupando la cuarta posicién de la base de la pirdmide. La quinta
posicion de coordinacidn situada en el vértice de la piramide estd ocupada por una

molécula de agua (Cu-O1w 2.160 A) (Figura 5.49).

Figura 5.49. Entorno de coordinacion del dtomo de cobre en el complejo 1Cu_pG.

La estructura del complejo estd estabilizada por la formacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre la molécula de agua coordinada al atomo de cobre,
01W, y el 4tomo de oxigeno de la nucleobase, 061B (O1W-H--061B 2.688 A); y otro
intermolecular entre los 4&tomos N21B de la nucleobase y el &tomo de oxigeno del grupo
carboxilato de una molécula de ligando 1 préoxima en el espacio, O4A’ (N31B-B---O4A’
2.987 A) (Figura 5.50, a). El complejo 1Cu vy la nucleobase pdA presentan una interaccién

no coplanar, casi perpendicular (80.41°) (Figura 5.50, b).



Sintesis y caracterizacion de complejos metal-nucleobase

Figura 5.50. a) Atomos que intervienen en la formacién de enlaces de hidrégeno del
complejo 1Cu-pG. b) Angulo que forman los planos que contienen el complejo 1Cu y
la nucleobase pG.
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En este capitulo se discute una de las estrategias para la formacion de hibridos
metal-oligonucleédtido, concretamente, la interaccidon entre oligonucledtidos y algunos

de los complejos metdlicos primarios de Pd(ll) y Cu(ll) sintetizados previamente.

Los oligonucledtidos frente a los que se estudiara esta interaccion complejo-ADN
consisten en secuencias homogéneas formadas por quince bases, candnicas como la
adenia (A), la citosina (C) o la guanina (G), y no candnicas como la 7-deaza-adenina ("“A).
La formacion de los hibridos complejo-ADN se llevara a cabo mediante un proceso de
auto-asociacion donde los complejos interaccionaran con posiciones especificas de las
nucleobases mediante la formacidn de un enlace de coordinacion, y, en algunos, enlaces

de hidrégeno cooperativos, y como ya se estudio en el Capitulo V (Figura 6.1).

Estos estudios se han realizado exclusivamente para los complejos primarios
cheldPd y 1Cu, ya que se obtuvo mas informacion y detalles sobre su interaccién con las
nucleobases modelo (Capitulo V). No se han llevado a cabo frente a complejos primarios
de Pt(ll) debido a la falta de tiempo para realizar esos estudios, pero ha quedado de
manifiesto que junto al Pd(ll) estos complejos metdlicos son capaces de interaccionar
mediante la formacion de enlaces de coordinacion entre un complejo de estos iones
metdlicos y nucleobases como la citosina (C) y la adenina (A), al contrario de lo que

proponen algunos estudios en biinografl’a.[l’Z]
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Complejo
primario
S0
¥
poly15(X) Hibrido
X:ACAG,C complejo-ADN

Figura 6.1. Representacion de la formacion de un hibrido complejo-ADN
como consecuencia de un proceso de auto-asociacion entre los complejos
primario y una monohebra de ADN.

Como se ha mencionado previamente a lo largo de esta tesis, en la 7-deaza-
adenina ("°A) se ha reemplazado el atomo N7 por un grupo CH con respecto a la
adenina. De esta forma se evita la formacion de un enlace metal-N7 (favorable en el
caso de la adenina)m y se favorece la coordinacién del complejo metdlico al N1,

localizado en la cara Watson-Crick de las nucleobases de la monohebra.

El complejo cheldPd se ha ensayado frente a las monohebras polyl5A vy
poly15(’A) al tratarse de las nucleobases frente a las cuales ha sido posible ver una
interaccion clara tras obtener los complejos cheldPd_mdA y cheldPd_pdA. Los estudios
de interaccion entre este complejo y monohebras de polyl5C, tras los buenos
resultados de interaccion que quedaron de manifiesto al obtener el complejo
cheldPd_mC, se encuentran en proceso de investigacion debido al tiempo limitado para

el desarrollo de este trabajo.

Con respecto al complejo 1Cu, los estudios de interaccion se han realizado frente a

las monohebraspolyl5A, poly15(7cA), polyl5C y polyl0G. No se han utilizado
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monohebras de timina (T) y 7-deazaguanina ('“G) debido a que no fue posible obtener el
complejo 1Cu_nucleobase que demostrase que tiene lugar la formacion del enlace de
coordinacién por la cara Watson-Crick de estas nucleobases. Para el caso de la timina,
esta falta de interaccion se encuentra completamente justificada debido a las
repulsiones electrostaticas entre los grupos carboxilato y carbonilo del complejo y
nucleobase, respectivamente, como ya se comentd en capitulos anteriores. Sin
embargo, no ha sido posible encontrar una razén que explique el motivo por el que no
se ha podido obtener el complejo con la mononucleobase "G incluso aumentando el pH
del medio a 10 para que al desprotonar la nucleobase se favorezca la coordinacion al

atomo N1 de la misma.

6.1 Estudios de interaccion entre complejos primarios de Pd(ll)
y oligonucledtidos poly15(X) con (X: A, "°A)

La interaccién entre el complejo cheldPd y las monohebras poly15A y poly15(’“A)
se estudiaron mediante la técnica de Dicroismo Circular (CD). Para ello se realizo,de
forma equivalente para ambas hebras, una valoracién manteniendo la concentracion de
oligonucledtido constante a 2 uM, en NaClO, 100 mM y tampdn MOPS 5 mM (pH=8.6), y
adicionando alicuotas de una disolucion acuosa de cheldPd de concentracién conocida.
Las experiencias se realizaron a una temperatura de 20°C y manteniendo una agitacion
constante. Para minimizar al maximo los posibles cambios que se pudieran manifestar
en el sistema debido al paso de tiempo, las adiciones se realizaron dejando un intervalo
de 15 minutos entre estas. Antes de proceder a la adicion de la primera alicuota de
complejo, las monohebras fueron calentadas a 60°C durante un periodo aproximado de
30 minutos para asegurar que estas no se encontrasen enrolladas y facilitar el acceso a

los sitios de interaccion del complejo con las nucleobases.

Tal y como podemos observar en la figura 6.2, el espectro de dicroismo circular del

oligonucledtido polyl15(A), correspondiente a la curva registrada a 0 equivalentes de
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cheldPd, estd caracterizado por dos bandas significativas cuyos minimos aparecen a

205nm y 250nm, y maximos a 218nm, y 276nm.

25

20

15 A

—— Oequiv. cheldPd
—0,5

10 A

0 (mdeg)

-10 -
A(nm)

Figura 6.2. Espectros de CD registrados durante la valoracion de poly15A
con el complejo cheldPd.

La adiccién de cheldPd al oligonucledtido polyl5(A) da lugar a cambios
significativos en su espectro de CD. Puede observarse como aparecen nuevas bandas
cuyos minimos se dan a 226.5 nm, 297 nm y 351.5 nm, y maximos a 205.5 nm, 266.5 nm
y 321 nm. Por lo tanto, en el transcurso de la valoracidon observamos, en primer lugar,
como el minimo registrado a 205 nm, aumenta de forma progresiva su intensidad hasta
originar un maximo centrado a esa longitud de onda. El maximo centrado a 218 nm
disminuye su intensidad y sufre un desplazamiento batocrémico hasta originar el

minimo centrado a 226.5 nm.
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Con respecto al maximo centrado a 276 nm (zona de absorbancia para el
oligonucleétido en el UV-visible), éste disminuye su intensidad y sufre un ligero
desplazamiento hipsocrémico para centrarse a 266.5 nm en la curva correspondiente a
3 equivalentes de cheldPd por nucleobase en el medio. Estos cambios en las bandas del
espectro de CD se pueden explicar como resultado de la interaccion entre el complejo
cheldPd y la monohebra polyl5A. Sin embargo, el efecto mas interesante que justifica
esta afirmacion es la aparicion de una sefal inducida (ICD) con un maximo centrado a
321 nm, zona en la que absorbe de forma aislada el complejo cheldPd en disolucién. Si
tenemos en cuenta que el complejo por si solo no presenta quiralidad, al interaccionar
con las nucleobases presentes en la monohebra quiral, el sistema completo presenta
quiralidad, originado un maximo en esa zona que corresponderia con la absorcién del
complejo, y que como podemos observar aumenta su intensidad a medida que aumenta

la concentracion de cheldPd en el medio.

Si nos fijamos en la representacion de la elipticidad (6) para los maximos en los que
absorben la monohebra polyl5A (265 nm) y el complejo cheldPd (320 nm) en UV
(Figura 6.3), se observa que a medida que incrementa la concentracién de complejo en
el medio, aumenta de forma quasi lineal la intensidad de los maximos. Teniendo en
cuenta que la adenina presenta dos posibles sitios de coordinacién con el complejo, N1
y N7, el hecho de que no ocurra una estabilizacidn de la sefial cuando se sobrepasan los
2 equivalentes de complejo en el medio y ambas posiciones de coordinacion se
encuentren ocupadas, como cabria esperar, puede deberse a que, como resultado de la
estructura plano-cuadrada del complejo, tenga lugar la intercalacién del mismo entre

los complejos que se encuentren coordinados a la hebra.
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Figura 6.3. Variacion de la elipticidad (8) a 265 nm y 320 nm en el
transcurso de la valoracion.

Los resultados obtenidos para los estudios de interaccion entre el complejo
cheldPd y la hebra poly15(7cA), donde la posibilidad de interaccién mas favorable es que
el complejo se coordine al 4&tomo N1 de la nucleobase “A dando lugar al sistema
cheld-Pd**-"“A, muestran que el espectro de dicroismo del oligonucleétido (0
equivalentes cheldPd) presenta una unica banda con dos minimo de intensidad a 253

nmy 286 nm, y un maximo a 266 nm (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Espectros de CD registrados durante la valoracion de
poly15(7‘A) con el complejo cheldPd.

La adiccién de cheldPd al oligonucleétido polyl5(’°A) da lugar a cambios de
intensidad en las bandas del espectro de CD. Sin embargo, a diferencia de los
observados para polyl5(A), no se observan cambios significativos en la forma que
presenta la curva de la polyl5(’°A). También se observa la aparicién de una nueva
banda inducida, centrada a 320 nm y correspondiente con la absorcidon del complejo
cheldPd en UV, que aumenta de forma progresiva su intensidad y que confirma la

interaccién de cheldPd con la hebra poly15(’“A).

El maximo centrado a 266 nm sufre un desplazamiento batocrémico para centrarse
a 275 nm tras adicionar 1,3 equivalentes de cheldPd. También se observa en esa zona
que cada curva registrada sufre, tras cada adicidn, una disminucion de la intensidad y un
posterior aumento de la misma una vez que se sobrepasa el equivalente de cheldPd en

el medio.
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La representacion de la elipticidad (8) a 266 nm (longitud de onda a la que absorbe
el oligonucleétido poly15(’°A) en UV) frente a los equivalentes de complejo afiadido,
muestra una estabilizacién de la intensidad cuando se alcanza 1 o mas equivalentes de
complejo (Figura 6.5). Este hecho sugiere la interaccion de una uUnica molécula de
complejo por cada nucleobase presente en la cadena, originando un sistema hibrido
donde las 15 nucleobases que forman la hebra se encuentran coordinadas a 15
moléculas de complejo a través del atomo N1 de la 7-deaza-adenina, como quedd

demostrado tras resolver, mediante DRX, la estructura del complejo cheldPd_pdA

(Capitulo V)
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Figura. 6.5. Variacion de la elipticidad () a 266nmy 320 nm en el
transcurso de la valoracion.

Para completar estos estudios estructurales se realizaron las valoraciones en un
espectrofotometro de UV-visible aunque debido a la complejidad que presenta los

espectros obtenidos no se procedera a su discusién en esta memoria de tesis doctoral.

Para confirmar de forma definitiva la interaccidn, se ha intentado registrar los
correspondientes espectros de masas de alta resolucion del sistema final pero los
métodos de ionizacién de los que hemos podido disponer conllevan a la fragmentacion

excesiva de la muestra sin que haya sido posible observar el valor de masas esperado.
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6.2 Estudio de la interaccidon entre complejos primarios de Cu(ll)
y oligonucledtidos poly15(X) con (X: A, "“A, T, C, G)

La interaccion de complejos de Cu(ll) basados en ligandos derivados de cheld y
nuclebases ha sido previamente estudiada en disolucién mediante el empleo de
moléculas de ADN de cadena doble por Schultz et al.™ En estos estudios se
prepararon secuencias de ADN naturales y secuencias complementarias donde se
sustituyé una nucleobase natural por el acido dipicolinico (dipic) como nucleobase
artificial, o alguno de sus derivados. Cuando se produce la hibridacién entre hebras
complementarias el ligando dipic queda enfrentado a una nucleobase especifica

(dependiendo de la secuencia de la cadena complementaria).

El dipic no puede interaccionar por enlaces de hidrégeno con la nucleobase
opuesta, por lo tanto la estabilidad térmica de la doble hebra de ADN es inferior a la de
su homdloga sin dipic. Sin embargo, en presencia de idn de Cu(ll) se observa un
aumento de la estabilidad de la doble hebra, como resultado de la formacién de un
complejo de tipo dipic_Cu®*_nucleobase en el interior de la doble hebra. Los estudios de
estabilidad térmica realizados posteriormente establecen que la estabilidad del sistema

varia en funcion de la nucleobase con la que interaccionan de la siguiente forma:
dipic-Cu*-A > dipic-Cu**-C > dipic-Cu*’-G

sin que llegue a observarse interaccion cuando el complejo queda enfrentado a la

nucleobase timina.

En nuestro caso, hemos enfrentado monohebras compuestas por una uUnica
nucleobase al complejo primario previamente sintetizado y caracterizado 1Cu, cuya
interaccion con mononucleobases se ha sido estudiada y confirmada mediante la
obtencidn de los complejos 1Cu-nucleobase discutidos en el Capitulo V de esta tesis

doctoral.

Estos estudios de interaccién 1Cu-monohebra confirman que al igual que tiene
lugar la interaccidn entre complejo y nucleobase aislada, esta se produce con cadenas

de 15 nucleobases para la adenina (A), 7-deaza-adenina (7CA) y la citosina (C). Sin

261



262

Capitulo VI

embargo, cuando el estudio se realiza con una hebra de diez unidades de guanina (G),
no se observa interaccion, tal y como se discutirda posteriormente. Como se ha
comentado previamente, no se ha realizado el estudio con la hebra de timina (T) al no

observarse interaccidn con la mononucleobase de forma aislada.

El procedimiento para realizar los estudios de interaccién 1Cu-oligonucledtido se
realizaron en disoluciéon mediante la técnica de dicroismo circular (CD), al igual que los
estudios de interaccion cheldPd-oligonucledtido descritos en el apartado anterior.
Merece la pena mencionar que para poder conseguir la disolucidn completa del
complejo 1Cu fue necesario el uso de N,N-dimetilformamida como disolvente
originando que los espectros recogidos presentaran algo de ruido y no se observen tan

claros como los correspondientes a los ensayos para el complejo cheldPd.

Es importante destacar que a la hora de interpretar los espectros de CD obtenidos
se ha tenido en cuenta que la absorcion en UV-visible del complejo 1Cu en disolucién
tiene lugar a una longitud de onda de 250 nm, por lo que cualquier sefial inducida
correspondiente a la interaccion del complejo 1Cu con la monohebra estaria

enmascarada por la absorcion intrinseca de la hebra.

En primer lugar se llevd a cabo el estudio para la interaccion 1Cu:polyl5A. El
espectro de CD del oligonucledtido poly15(A), correspondiente a la curva registrada a 0
equivalentes de 1Cu, estd caracterizado por una banda cuyos minimos se observa a 250
nm y maximo a 275 nm (Figura 6.6). La adiccion controlada de alicuotas de 1Cu sobre el
oligonucledtido poly15(A) no conlleva a ninglin cambio significativo en la forma original

de las curvas obtenidas, aunque si en las intensidades de las mismas.
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Figura 6.6. Espectros de CD registrados durante la valoracion de poly15A
con el complejo 1Cu.

La representacion de la elipticidad (8) frente a la concentracidon de complejo, a la

longitud de onda a la que tienen lugar dicho maximo y minimo (Figura 6.7),muestra que

existe un

ligero aumento de la intensidad en ambos casos, sin que ésta se estabilice

completamente una vez sobrepasados los dos equivalentes de complejo.
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Figura 6.7. Variacion de la elipticidad () a 250nmy 275 nm en el
transcurso de la valoracion de poly15A con el complejo 1Cu.

Al igual que para interaccion cheldPd:polyl5A, esto indica que tiene lugar una
interaccion puesto que observamos cambios en los espectros registrados, pero que tras
dicha interaccion (probablemente en las posiciones N1 y N7 de las nucleobases) podria
existir una interaccién por intercalacién del complejo entre las unidades de complejo
qgue ya han interaccionado. Ademas, se presenta el inconveniente en la coincidencia de
las longitudes de onda de absorcién para complejo y la sefial de CD del oligonucledtido,
lo que dificulta el que pueda observarse esta interaccion de forma clara debido a que la

sefial ICD correspondiente al complejo 1Cu unido a polyl5A queda enmascarada.

A continuacion se llevd a cabo el estudio de interaccidn entre 1Cu y la monohebra
pon15(7CA). En este caso, al igual que para la interaccién con la poly1l5A, no se observa
un cambio significativo en la forma del espectro del oligonucleétido conforme tiene
lugar la adicién progresiva de alicuotas de complejo (Figura 6.8). Sin embargo, si es

posible observar de forma mds acusada los cambios en la intensidad de la sefial.
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Figura 6.8. Espectros de CD registrados durante la valoracion de
poly15(7”A) con el complejo 1Cu.

Sin embargo, al representar la elipticidad (8) a 265 nm y la A maxima de cada una
de las curvas de CD en esta region, frente a los equivalentes de 1Cu, se observa una
disminucién de la intensidad progresiva acompafiada de un desplazamiento
hipsocrémico de los maximos. Estos cambios se ven ligeramente estabilizados cuando se

alcanza 1 equivalente de complejo en el medio(Figura 6.9).
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Figura 6.9. Variacion de la elipticidad () a 250nmy 275 nm en el
transcurso de la valoracion de poly15(7°A) con el complejo 1Cu.

Es posible observar este mismo efecto cuando se representan las mismas variables,
elipticidad (8) y la A maxima,para las curvas con un maximo aproximado de 286 nm

frente a los equivalentes de complejo(Figura 6.10).
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Figura 6.10.Variacion de 8 a 286nmy longitudes de onda en el transcurso
de la valoracion de poly15(7°A) con el complejo 1Cu.
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La suma de estos hechos confirma la interacciéon entre el complejo 1Cu y la
monohebra de oligonucledtido, asi como sugiere que dicha interaccion tiene lugar a
través del atomo N1 de la 7-deaza-adenina, como también se observé en el complejo

1Cu_pdA estudiado y caracterizado en el Capitulo V.

La coplanaridad de esta interaccién, confirmada previamente mediante el estudio
estructural por DRX del complejo 1Cu_pdA, puede ser la causa que favorezca la
intercalacion de otras moléculas de complejo entre los espacios que quedan al
interaccionar 15 moléculas de 1Cu con las 15 nucleobases que conforman la hebra,
hecho que justifica el que sélo se observe una ligera estabilizacién de la intensidad de

las bandas cuando se ha adicionado 1 equivalente de complejo.

Los estudios de interaccién entre el complejo 1Cu y la monohebra polyl5C no
mostraron variaciones significativas en las medidas de CD registradas tras la adicion de

cantidades crecientes de complejo 1Cu (Figura 6.11).

91 ——0equiv. 1Cu
0,2
7 4
—0,3
—0,5
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Figura 6.11. Espectros de CD registrados durante la valoracién de poly15C
con el complejo 1Cu.
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Si representamos la variacion de la elipticidad para el minimo registrado a 265 nm
y para el maximo a 288 nm (Figura 6.12), en ambos casos se observa una leve variacion
en la intensidad de ambos, hecho que sugiere la interaccion del complejo 1Cu y la
monohebra. Sin embargo, esta interaccidén debe ser limitada ya que como se observd
tras el estudio estructural por DRX del complejo 1Cu_mC la interaccidon entre el
complejo y la nucleobase no tiene lugar de forma coplanar, lo que puede conllevar a
impedimentos estéricos para la interaccién de 1Cu en nucleobases adyacentes. Ademas,
como se observd para el complejo 1Cu_mC, no existe la formacién de enlaces de

hidrégeno entre complejo y nucleobase que favorezcan la estabilidad del sistema.
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Figura 6.12. Variacion de ¢ a 265 y 268nmy longitudes de onda en el
transcurso de la valoracion de poly15C con el complejo 1Cu.

Estos datos estan en concordancia con los resultados obtenidos en el estudio de
Schultz et al. donde la interacciéon entre el complejo de dipic_Cu(ll) y la citosina
originaba un sistema de estabilidad térmica menor si se compara su valor al obtenido al
enfrentarlo a la adenina; hecho que queda justificado tras el andlisis de estos resultados
ya que un caracter coplanar de la interaccion y la posible formacion de enlaces de

hidrégeno cooperativos favorecerian la estabilidad de la hebra.
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Por ultimo, se realizé el estudio de la interaccidon entre el complejo 1Cu una
monohebra formada por 10 unidades de guanina, polyl0G. El utilizar este
oligonucledtido formado por 10 bases en lugar de 15 como en los casos anteriores se
debe a que la dificultad para sintetizar hebras de guanina de una longitud mayor. Los
oligonucledtidos de guanina pueden formar cuartetos (ADN cuadruplexo) dificultando

su purificacién por HPLC y limitando los procesos de sintesis de los mismos.

Los espectros de dicroismo registrados durante esta valoracion apenas manifiestan
variacidon en las curvas registradas tras adicionar cada alicuota de 1Cu salvo una ligera
disminucién en la intensidad del maximo observado a 260 nm (Figura 6.13, ay b) y una

variacién aun menos significativa para el hombro centrado a 300 nm (Figura 6.13, c).
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Figura 6.13. Variacion de & a 260 y 300 nm y longitudes de onda en el
transcurso de la valoracion de poly10G con el complejo 1Cu.

Estos datos sugieren que el complejo 1Cu apenas interacciona con la monohebra
de polyl0G. La interaccién a través del N1 debe estar excluida ya que conllevaria una
desprotonacion del mismo, hecho que no se observd cuando se hizo interaccionar de
forma aislada el complejo 1Cu con la nucleobase pG. Sin embargo, al llevar a cabo el

analisis estructural por DRX del complejo 1Cu_pG se observé que la interaccion tiene
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lugar a través de atomo N7 de la nucleobase. Por lo tanto, la interaccién de 1Cu
ocurriria preferentemente por esta posiciéon. Sin embargo, al no observar cambios
significativos en las medidas de CD registrada, es posible que la formacion de cuartetos
de guanina altamente estables impida la coordinacion del complejo 1Cu a la nucleobase.
Seran necesarios mas estudios de dicroismo a diferentes temperaturas para poder

obtener mas informacion al respecto.
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Interaccion de iones
de Ag(l) en moléculas
de doble hebra de ADN
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En este capitulo se discute una de las estrategias para la obtencion de hibridos
metal-oligonucledtido, concretamente, la interaccion entre oligonucledtidos
modificados de cadena doble e iones de Ag(l). Los oligonucledtidos que se van a
emplear consisten en secuencias palindromicas formadas por dieciocho nucleobases; se
emplearan tanto nucleobases candnicas como la adenia (A) y la timina (T), y no

s . . 7C
candnicas como la 7-deaza-adenina ("A).

Se ha empleado la base artificial "“A con el propésito de favorecer la formacion de
un enlace de coordinacion en el interior de la hebra que sustituya a uno de los enlaces
de hidrégeno de tipo Watson-Crick. En la 7-deaza-adenina se ha reemplazado el 4tomo
N7 por un grupo CH con respecto a la adenina, de esta forma se evita la interaccion de
iones metalicos a la posicion mas favorecida N7,[1] y por lo tanto se facilita la
coordinacién del atomo metdlico a la posicion N1, permitiendo asi la formacion de

enlaces en el interior de la doble hebra.

La eleccion de iones de Ag(l), con respecto a otros iones metalicos, se debe
principalmente a la ventaja que esta ofrece en la formacion de geometrias de
coordinacidn lineales (similares a la geometria de enlaces de hidrégeno) asi como a su
naturaleza intermedia como acido de Bronsted y su predisposicién en la formacién de

enlaces de coordinacion con ligandos que presentan atomos de nitrogeno dadores.

Por lo tanto, esta estrategia va a permitir la incorporacion controlada de iones de
Ag(l) a través de la formacién de pares de bases mediadas por enlaces de coordinacion,
donde participan los 4tomos de nitrégeno donadores endociclicos de la 7-deaza-adenina

(N1) y timina (N3) (Figura 7.1).

H\ H H\ H
m
Ns/ o, — 111Qy,

Ng
A\ A\
/ / \N1\\\\\H/N3 \ \_‘ (ﬁN1N3 ?
a N4 ), N\A N & / NJ o)/ DN

ADN o) D ADN

Figura 7.1. Propuesta de formacion de enlaces de coordinacién endociclico con Ag(l) en
sustitucion de un enlace de hidrégeno.
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7.1 Estudio de la interaccién Ag:poly18(X-T), X: A, A

. Zan 7 . . . , .
El oligonucledtido poly18( CA-T) consiste en una secuencia palindrémica formada
por dieciocho nucleobases en las que se alternan la nucleobase candnica timina (T) y la

nucleobase sintética 7-deaza-adenina (7CA).

En ausencia de iones de Ag(l), el oligonucledtido poly18(’°A-T) da lugar a la
formacién de una doble hebra como consecuencia del reconocimiento de las bases de
una hebra y su complementaria, a través de la formacion de 18 pares de bases unidos
por enlaces de hidrégeno de tipo Watson-Crick (WC). Sin embargo, en presencia de
iones de Ag(l) uno de los enlaces de hidrégeno de cada par de bases es reemplazado por
un enlace de coordinacién, dando lugar a una doble hebra con 18 pares de bases

mediados por un enlace de coordinacién a un idn de Ag(l) (Figura 7.2).

/N9 N /N9 :
ADN ADN
Enlace de hidrégeno Interaccion de Ag (1)
W-C conlas nucleobases

Figura 7.2. Representacion de la interaccion de iones Ag(l) con la doble hebra poly18(7CA-
T).
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7.1.1. Estudio de estabilidad térmica del oligonucledtido
poly18(’“A-T) en presencia y ausencia de iones de Ag(l)

Los estudios de estabilidad térmica de la doble hebra se llevaron a cabo mediante
medidas de UV-visible a temperatura variable siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 2.3 Métodos. Las medidas se registraron para 2 uM de oligonucledtido
poly18(’°A-T) en 100 mM NaClO, y 5 mM MOPS (pH=6.8), a la que se le fueron
afadiendo alicuotas crecientes de una disolucién de AgNO; 16.5 mM (véase Anexo /),

manteniendo la concentracion de oligonucledtido constante (Figura 7.3).

— 0 equiv Ag(l) 80
— 05
~ %7 — 70 4 R .
il — 14 . .
3
Z 0649 —2 9 60
=
04 1 50 .
02 1 40
0 30 T T T T !l
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 0,5 1 1,5 2 2,5
T (0 Equivalentes de Ag(l)

Figura 7.3. Izquierda: Representacion grdfica de las curvas obtenidas para la T, de la
doble hebra en presencia y ausencia de AgNO;. Derecha: Representacion de los cambios
observados en la T, tras las adiciones de AgNO;.

La curva sigmoidal correspondiente al oligonucleétido poly18(7cA-T) en ausencia
de Ag(l) presenta un comportamiento cooperativo, lo que sugiere la formacién de una
estructura de doble hebra mantenida por enlaces de hidrogeno entre las bases
complementarias de cada hebra, y cuya temperatura de desnaturalizacion (T,,) es de

35°C.

La adicion de 1 o mas equivalentes de iones Ag(l) origina un incremento en la
temperatura de desnaturalizacién de la doble hebra de 33°C (AT,), lo cual puede

explicarse por la interaccién de los iones Ag(l) con la doble. Ademas, observamos que la
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Tm Se mantiene estable para cantidades mayores de 1 equivalente de iones Ag(l) (un
equivalente se expresa como un equivalente por par de base). Estos resultados ponen
de manifiesto la coordinacién de un idn Ag(l) por cada par de base "°A-T, dando lugar a
un par de base de tipo "“A-Ag"-T. La sustitucién de un enlace de hidrégeno por un enlace
de coordinacion da lugar a una mayor estabilizacion de los pares de base, y por lo tanto
a un incremento en la temperatura de desnaturalizacion, como se ha observado en los

datos experimentales.

7.1.2. Estudio por UV-visible de la interaccion Ag(l):poly18(X-T), X:
7C
A, A

Se ha llevado a cabo un estudio en disolucién acuosa mediante UV-visible de la

interaccion entre la doble hebra poly18("“A-T) y Ag(l).

El estudio se realizé segun el procedimiento descrito en el apartado 2.3. Métodos
utilizando una disolucién de doble hebra poly18(’A-T) 2 uM en agua Milli-Q® y tampdn
NaClO, 100 mM y MOPS 5 mM (pH=6.8). Los correspondientes espectros UV-visible
fueron registrados a 20°C tras llevar a cabo las adiciones correspondientes de una
disolucion de AgNO3; 1 mM (véase Anexo I), manteniendo constante la concentracion de

oligonucledtido.

El espectro UV-visible muestra una variacidn de la sefial en presencia de iones Ag(l)
(Figura 7.4). Concretamente se observan cambios significativos en la region
comprendida entre 230 nm y 300 nm, correspondiente a la regién de absorcidn de las
nucleobases. También observamos un efecto hipsocromico que confirma la interaccion

entre los iones de Ag’ y la doble hebra de oligonucleétido.
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UV-visible valoracion Ag (1):poly18(’“A-T)
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Figura 7.4. Representacion de los UV-visible registrados en presencia de Ag(l).

Un detalle a destacar es que mientras la absorbancia a 270 nm incrementa
progresivamente a la vez que se incrementa la concentracidon de ion Ag(l) en el medio, la
absorbancia a 240 nm y a 212 nm incrementa hasta llegar a la adicidn de 1 equivalente
de Ag(l); tras superar esta concentracion de Ag(l) en el medio, se observa un incremento
menos pronunciado en el valor de la absorbancia a estas longitudes de onda (Figura
7.5). También podemos observar un efecto batocromico de 4 nm en el maximo a 240
nm durante la adicidon del primer equivalente de Ag(l) que deja de observarse al

sobrepasar esa concentracion de plata en el medio (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Representacion del valor mdximo de absorbancia a 240 nm y de los mdximos
de absorcidn de cada espectro registrad en esa zona.

. . 7C
Estos resultados son concordantes con las formacion del sistema "“A-Ag*-T, como

se ha puesto de manifiesto en los estudios de estabilidad térmica del apartado anterior

y que se proponia en la introduccion de este estudio.

Al llevar a cabo esta misma experiencia para el oligonucleétido analogo poly18(A-

T), constituido por las nucleobases candnicas adenina (A) y timina (T) de manera

alternada, observamos los efectos hipsocrémico y batocromico en los maximos de

absorcidn de las curvas de UV-visible registradas, de la misma manera que se observd

para

el oligonucleétido poly18(7cA-T). Sin embargo, en este caso no se observa la

estabilizacion de los valores de absorbancia cuando la concentracion de Ag(l) en el

medio es superior a 1 equivalente (Figura 7.6).
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UV-visible valoracion Ag (1):poly18(A-T)
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Figura 7.6.a) Espectros UV-visible de la valoracion de poly18(A-T) con Ag(l). b)
Absorbancia mdxima registrada a 240 nm. c) Representacion de la longitud de onda a la
que tienen lugar los mdximos de absorcion segtn la concentracion de Ag(l) en el medio.

Estos resultados se pueden explicar por la formacién de diferentes enlaces
dependiendo si el oligonucleétido contiene la 7-deaza-adenina o la adenina. En
cualquier caso, los iones de Ag(l) se van a coordinar preferentemente a los atomos de
nitrégeno endociclicos de las nucleobases. Para el caso de poly18(’“A-T), los iones de
Ag(l) se uniran preferentemente a los atomos N1 de la 7-deaza-adenina y N3 de la

timina; dando lugar a la formacidn del sistema 7cA-Ag"-T. La formacion de este tipo de
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enlace implica la desprotonacién de la timina (T) y por lo tanto esto puede originar unos
cambios en las bandas de absorcion de la poly18(7cA-T) diferentes a los observados en
la poly18(A-T), donde los iones Ag(l) se coordinarian favorablemente a las posicion N7

de la adenina, y por lo tanto la formacién del sistema A-Ag*-T no esta favorecida.

7.1.3. Estudio de la variacion del pH del oligonucledtido
poly18(’“A-T) en presencia y ausencia de iones de Ag(l)

La formacién de los pares de bases mediados por iones Ag(l), del tipo "“A-Ag’-T, a
lo largo de la estructura del oligonucledtido poly18(7cA-T) da lugar a la desprotonacién
del grupo NH del la timina. Estd desprotonacion debe originar cambios de pH que
pueden ser registrados y medidos, y constituyen una evidencia afiadida a la formacion

de estos sistemas.

Con este objetivo se realizd el estudio de la variacion del pH mediante la adicién
controlada de alicuotas de AgNO; (5.2 mM) sobre una disolucién de oligonucleétido (3
puM) en NaClO, 100 mM pero en ausencia de tampdn MOPS 5 mM (véase Anexo /). La
ausencia de tampodn es necesaria para poder registrar los cambios de pH. Como control,
también se llevd a cabo el estudio de variacion del pH en una disolucion en las mismas

condiciones pero en ausencia de oligonucleétido (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Variacién de pH durante una valoraciéon con AgNO; de una disolucion que
contiene a) 3 uM poly18(7cA-T) en NaClO, 100 mM y agua Milli-Q®, b) NaClO, 100 mM y
agua Milli-Q® (muestra control). c) representacion de los valores de la muestra a los que

se les ha sustraido la muestra control.

La variacion de pH observada es muy tenue aunque es posible observar una
tendencia a la estabilizacion de los datos registrados una vez que se ha afiadido el
primer equivalente de Ag(l) (Figura 7.7, ApH=0.27). Podemos asumir que esta tendencia
se debe a la desprotonacién del grupo imino de la timina en presencia de Ag(l), hecho
que se puedo corroborar al analizar la muestra por espectrometria de masas (ESI) (véase

Anexo ).

El efecto atenuado del cambio del pH puede explicarse debido al efecto tampdn

que los grupos fosfato de las cadenas de ADN pueden tener.

283



Capitulo VII

7.1.4. Estudio estructural del sistema por CD

Los estudios de dicroismo circular (CD) se llevaron a cabo con el propésito de
. . . .z . . 7C . .
profundizar en la investigacién de la formacién del sistema “A-Ag’-T y su influencia en

la conformacién de la doble hebra poly18(’°A-T).

Los espectros se registraron al realizar una valoracién de poly18(7cA-T) 2 uM en
agua Milli-Q®, NaClO4 100 mM y tampdén MOPS 5 mM (pH=8.6), a la que se le fueron

afnadiendo cantidades crecientes de una disoluciéon de AgNO3; 1 mM (véase Anexo ).

Tal y como podemos observar en la figura 7.8, el espectro de dicroismo circular del
oligonucleétido poly18(’°A-T), en ausencia de iones Ag(l), esta caracterizado por dos
bandas significativas cuyos minimos de intensidad aparecen a 295 nm y 253 nm, y
maximos a 275 nmy 222 nm. La curva de CD del oligonucleétido poly18(’°A-T) presenta
una forma caracteristica para una conformacién de doble hebra de tipo B, similar a la

conformacién observada para los oligonucleétidos pon[(7cA-T)] y poly[(IC)].m

15 - CD valoracién Ag (1):poly18(7CA-T)
10 -
5
o
S —
£ 0
T 2 320 340
——0equiv. Ag (I
5 - equiv. Ag (1)
—0,6
\ —1
-10 \
v —15
—2
-15 -
A(nm) 2,75

Figura 7.8. Representacion grdfica de algunos de los espectros de CD mds significativos
de la valoracion.
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Sin embargo, en presencia de iones Ag(l) en el medio, asi como en el aumento
progresivo de su concentracion, la curva de CD no varia sustancialmente su forma, pero
si se pueden observar cambios significativos en la intensidad y el desplazamiento de las
intensidades maximas y minimas observadas. La intensidad del maximo positivo
observado a 222 nm incrementa significativamente; sin embargo, tiene lugar un
descenso de la intensidad en el maximo de la banda a 275 nm, al igual que en los
minimos de las bandas a 295 nm y 253 nm (Figura 7.9). Este descenso de la intensidad
es similar al encontrado en el caso del oligonucledétido poly[(IC)] a baja concentracidn de
sal en el medio,” y recientemente para las hebras homobases G6 tras la adicién de

iones Ag(l).[4]

0a 275 nm

B (mdeg)

Equivalentes Ag(l)

Figura 7.9. Variacion de & a 275 nm en el transcurso de la valoracion.

En todos los casos se ha observado un efecto batocromico de las bandas de
dicroismo, exceptuando la banda a 295 nm para la que se observa un desplazamiento a

longitudes de onda menores.

Cabe destacar que todos estos cambios se han observado para una concentracion
de Ag(l) en el medio de hasta 1 equivalente por par de base, sin que ocurran cambios

significativos a concentraciones mas elevadas de Ag(l). Estos resultados concuerdan con
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los estudios preliminares, de estabilidad térmica y espectroscopia de UV, que indicaban

la formacion de 18 pares de base 7CA—Ag"—T alo largo de la doble hebra de poly18(7cA-T).

Ademas, los resultados obtenidos en las medidas de dicroismo circular estan de
acuerdo con la sustitucion del enlace de hidrégeno N1:--H-N3 como resultado de la
formacién de los pares de bases "“A-Ag"-T mediados por iones de Ag(l), lo que implicaria
cambios en la conformacion de la doble hebra debido a un mayor distanciamiento entre
las nucleobases con respecto a los pares de base '“A-T, mediados por enlaces de
hidrégeno. Con objeto de estudiar la diferencia entre los pares de bases mediados por
enlaces de hidrégeno y los mediados por iones de Ag(l), se llevaron a cabo célculos de
DFT para ambos sistema AT y 7cA-Ag+-T (Figura 7.10). Los resultados revelan una
mayor distancia entre los dtomos dN3-N1 igual a 4.195 A para el par de base "“A-Ag"T,
que para su homologo AT cuya dN3-N1 es 2.337 A. Merece la pena destacar que en el
sistema el par de base 7CA-AgJ'-T también se observa como se mantiene el enlace de
hidrégeno de tipo Watson-Crick entre el grupo amino de la 7-deaza-adenina y el grupo

carbonilo de la timina.

N1-metil-timina N9-metil-7-deazaadenina

Figura 7.10. Estructura geométrica optimizada para el sistema 7CA-Ag+-T calculada al
usar como modelo las nucleobases N1-metil-timina y N9-metil-adenina. La linea de
puntos roja representa un enlace de hidrégeno. Distancias calculadas:dosys=2,910 A; dys.
n1=4195 A dsen7=10,502 A; dpg n5=2,109 A; dpyn1a=2,177 A; <N3-Ag-N1a=156,23°.
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Otro aspecto interesante a destacar es la aparicion de una nueva banda negativa a
210 nm en presencia de iones Ag(l) y que se estabiliza cuando la concentracién de Ag(l)
en el medio es superior a 1 equivalente, al igual que los otros casos. Esta banda es

;s ., . ™" 1,5
caracteristica de una conformacién tipo A de la doble hélice, [1.3]

caracteristica por
poseer un mayor didmetro de la doble hélice. Esto puede explicarse debido a la
formacion de los pares de base 7CA—Ag+—T a lo largo de la estructura del oligonucledtido,
dando lugar a un mayor distanciamiento entre las bases enfrentadas, y por lo tanto a

una estructura con un diametro mayor que la de partida.

Si comparamos estos resultados con los obtenido para la polyl8(A-T), es dificil
observar la estabilizacion de los maximos y minimos presentes en el espectro de
dicroismo ya que la interaccién entre los iones Ag’ y nucleobases pueden tener lugar
tanto por el &tomo de nitrégeno N1 como por el N7 de la adenina. Sin embargo, si se
observa en el que cambio de forma de las curvas, asi como en el desplazamiento
batocromico que tiene lugar en el maximo centrado a 270 nm que la interaccion tiene
lugar dando lugar a un sistema similar al que se observa para la doble hebra poly18(7cA-

T) pero algo mas complejo (Figura 7.11).

CD valoracion Ag (1):poly18(A-T)

320 340
—— Oequiv. Ag(l)
0.2
0.6
-4
—1
1.6
-6
A(nm) 25

Figura 7.11. Representacion grdfica de algunos de los espectros de CD mds significativos
de la valoracion.
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Tampoco es posible observar como se estabiliza la elipticidad a 269 nm (Figura
7.12), lo que significa que la interaccion entre los iones Ag(l) y la doble hebra puede
tener lugar remplazando no sdélo los enlaces de hidrégeno internos, si no también
mediante interacciones electrostaticas al interaccionar el metal con la hebra de forma

externa.

0a 269 nm

0 (mdeg)
A O N A O R, N W N

Equivalentes Ag (1)

Figura 7.12. Variacion de & a 269 nm en el transcurso de la valoracion
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Conductance of hybrids Ag (I) - DNA

DNA chains and bioorganic molecules have received lately a great interest due to
their charge transfer electronic properties.[H] The observation of long-range charge
transport in DNA and advances in synthesizing DNA with defined nanostructures have
further stimulated research interest in exploring DNA as a building block for

nanoelectronics application.

Many different studies have been published in the recent years with experimental
results for similar DNA sequences showing non-agreement in their results.™® These
shown discrepancies could maybe due to the different experimental conditions,
especially different ionic environments in buffer solutions. The local molecular
environment is a critical factor which should be taken in account when measuring the
electronic properties of DNA.[® Supramolecular interactions could vary due to the ions

[9,10]

surrounding the molecules altering the degree of charge delocalization and also

perturb the structure of DNA molecules.

The electronic conductance trough a DNA strand (IE end —to-end) is dominated by

731 \where the electrons migrate from the

the thermal activated Hopping mechanism
tip electrode to the surface electrode hopping through the DNA bases. These results
indicate that the molecular conductance is measured through the DNA sequence. The
study here shown measures the molecular conductance of the DNA and ds-DNA
sequences across the double helix and due to the short length of the sequences, the
molecular conductance is dominated by coherent tunneling mechanism.

It is well known that charge transport in DNA molecules is mediated by the m-nt

4-18) These m-1t stacking

stacking interactions between neighboring base pairs.
interactions are sensitive to structural changes in DNA molecules which can be induced
by adding Ag(l) ions to its sequence or changing the adenine base by the alternates’

non-canonical 7-deaza-adenine synthesizing ds-DNA.

Here we study the electronic conductance using the Scanning Tunneling
Microscope Break Junction technique (STM-BJ)[ngl of a series of DNA and ds-DNA
double helices (Figure 8.1) and the effect of the addition of Ag(l) ion to modified DNA
sequences resulting on stabilization on the conductance properties of short DNA

duplexes. To explore whether the Ag(l) can significantly affect the transport properties
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of DNA we chose three different sequences denoted 5’-A-T-A-T-A-T-3’ [poly6(NH,-A-T)],
5 7AT-A-T-“A-T-3  [poly6(NH,-"“A-T)] and  5-"°A-T-°A-T-°A-T-A-T-"“A-T-3
[poly10(NH,-"“A-T)].

Figure 8.1. Cartoon illustrating the electrode for poly6(NH,-A-T) and
poly10(NH,-7°A-T).

The addition of Ag(l) ions to the DNA and ds-DNAPY sequences stabilizes the
double helix due to the replacement of the hydrogen bonds between the bases to Base-
Ag-Base bonds which are stronger than the Base-hydrogen-base bond; this stabilization

effect is reflected in the increase of the DNA’s melting temperature.



Conductance of hybrids Ag (I) - DNA

8.1. Conductance of system Ag(l)-DNA. Discussion

Single molecule break junction measurements of the ds-DNA molecules offer a
starting point to explore the molecular conductance improvement after adding Ag(l)
ions within the chain bases and study its effects in the m-m* stacking interactions in the
DNA structure. The Ag(l) ions have been recently use as a stabilizer in the synthetic
double helix DNA molecules due to its ability of increase the thermal stability of the
strands bridged with these ions. This new discovered effect allows us to measure the

molecular conductance of short ds-DNA sequences at room temperature.

The STM-BJ technique was used to measure the single molecule conductance of
the series of compounds. The conductance is measured by repeatedly forming and
breaking gold-DNA point contacts with a home-made Agilent based STM-BJ in a solution
of molecules at room temperatures. The current is recorded at a fixed bias while the
junction is elongated to generate conductance traces, using the procedures and
conditions described in the experimental section. The conductance histograms are
constructed from thousands of traces showing peaks corresponding to the most

frequent value.

In figure 8.2 we show the STM-BJ histogram for the poly6(NH,-A-T) in buffer
solution with 1 equivalent of Ag(l), generated from 6026 traces which show the most

frequent value for the conductance peak.
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Figure 8.2. STM-BJ conductance histogram of poly6(NH-A-T) compound

with 1 eq. of Ag(l) constructed from 6026 measured traces.

The histogram shows the sharp peaks at integer multiples of the conductance

quantum Gy which corresponds to the gold monoatomic contact and also exhibits one

peak at lower conductance centered at 10 G,. The peak observed between 10"'G, and

10°°G, corresponds to the common gas peak and not to any molecular junction and it

will be observed in all the histograms in this study.

The same poly6(NH,-A-T) molecule has been measured after adding 2 Ag(l)

equivalents to the buffer solution. The results obtained shown in figure 8.3 showing the

-2
same conductance value of 10 G,.

Counts/Trace
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log (G/G) Electrode Separation (nm)

Figure 8.3. STM-BJ conductance histogram of poly6(NH-A-T) compound
with 2 eq. of Ag(l) constructed from 5697 measured traces.
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Conductance of hybrids Ag (1) - DNA

The results obtained suggest that the addition of one equivalent of Ag(l) ions
increases the m-m stacking interaction in the Olygo compounds and the stability of the
observing the shift of the melting temperatures to high temperatures upon addition.””
This stabilization effect is reflected in the conductance of the DNA molecules but the
supplementary addition of one more Ag(l) equivalent does not lead to further significant

stabilization.

The ds-DNA molecule poly6(NH,-"°A-T) consisting in the same sequence of bases
of the molecule poly6(NH,-A-T) but changing the Adenine base for deaza-adenine base

has been measured obtaining the results shown in figure 8.4.

Counts/Trace

05 00 05 1.0 15
log (G/G,) Electrode Separation (nm)

Figure 8.4. STM-BJ conductance histogram of pon6(NH2-7CA-T) compound
with 1 eq. of Ag(l) constructed from 5354 measured traces.

The conductance value obtained for the poly6(NH,-’“A-T) compound with one
equivalent of Ag(l) is 107G, as the histogram shows above. The conductance value does
not change significantly with the substitution of the Adenine base for deaza-adenine
base. The addition of two Ag(l) equivalent to the poly6(NH,-"A-T) shown in figure 8.5
reveals the same effect as obtained with the poly6(NH,-A-T) molecule, giving a

conductance value of 10'260.
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Figure 8.5. STM-BJ conductance histogram of pon6(NH2-7CA-T) compound
with 2 eq. of Ag(l) constructed from 6396 measured traces.

The results obtained comparing the DNA molecule poly6(NH,-A-T) with the ds-DNA
molecule pon6(NHz-7cA-T) prove the effect of the silver ions in the stabilization of the
double helix sequences due to the stronger silver bridge interaction instead the
common DNA hydrogen bridge between bases. This effect reflected in the thermal
stability of the molecules does not change with the increasing of silver equivalents to

the DNA helix.

We have also measured pon10(NH2-7CA-T), a ds-DNA sequence larger than
poly6(NH,-A-T) and poly6(NH2-7CA-T) containing 10 pairs of bases. In figure 6 we show
the STM-BJ histogram for the pon10(NHz-7CA-T) in buffer solution, generated from 2781
traces which shows the most frequent value for the conductance peak for this ds-DNA

helix.

The relatively high melting temperature of the polyl0(NH,-"“A-T) (T,=15°C)
allowed us to measure the conductance of this ds-DNA sequence without adding any
Ag(l) ions to the sample. That measurement was not possible due to the low melting

temperature for the compounds ponG(NH2-7CA-T) and poly6(NH,-A-T) (T,=8°C).

The histogram in figure 8.6 shows a broad peak for the conductance of the

pon10(NHz-7CA-T) centered at 10°*° Go. The broad peak obtained could be explained



Conductance of hybrids Ag (I) - DNA

due to the length of the ten pair basis ds-DNA chain and the possibility of attach the
molecule in different points of the bases sequence changing thereby the conductance
value according with the distance between electrodes. This effect can be proved with
the break-off distances distribution shown in the 2D-Histogram in figure 8.6. The 2d-
Histogram shows a distribution on break-off distances up to six angstroms with the
consequent conductance decay broadening the molecular conductance peak. This effect
is not reflected in the measurements for poly6(NH,-"A-T) and poly6(NH,-A-T) due to

the short length of the six pair of bases.

30

254

204

Counts/Trace

= -0.5 00 05 1.0 1.5 20
log (GIG,) Electrode Separation (nm)

Figure 8.6. STM-BJ conductance histogram of pon10(NH2-7CA-T)
compound in buffer solution constructed from 3781 measured traces.

In figure 8.7 we show the histogram of polyl0(NH,-"A-T) after adding one

equivalent of Ag(l) to the buffer solution.
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Figure 8.7. STM-BJ conductance histogram of pon10(NH2-7CA-T)
compound with 1 eq. of Ag(l) constructed from 2359 measured traces.

Although the conductance value does not change after adding the silver cation, the
histograms shows how the broad peak splits into three different peaks proving the
explained effect before about the different connection positions of the electrodes while

measuring the current across the ds-DNA molecule.

The addition of two equivalents of Ag(l) does not show any better result that the
ones obtained for the poly10(NH,-"“A-T) in buffer solution and with one Ag(l) equivalent
(Figure 8.8). The addition of the two equivalents increases the noise level in the system

screening the conductance peak but keeping it still measurable centered in 10°°G,.
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Figure 8.8. STM-BJ conductance histogram of pon10(NH2-7CA-T)
compound with 2 eq. of Ag(l) constructed from 2246 measured traces.
Table 8.1. Summary of results obtained after each measure.
Sample Size Ag(l) equivalents Tm Conductance
) 300 G=10"20%08IG
poly6(NH,-A-T) ~2nm
, w50 G:IO('Z'mO‘SQ)GO
L - G=10(-2406¢0.43) Go
poly6(NH,-"“A-T) ~2 nm :
5 ssoc G=10( 14874;0.49)60
o w150 G=10"33%088g
_13.30£0.32
poly10(NH,-"°A-T) ~3.4 nm 1 40°C G=10 Go
2 ~550C G=10""'G,

Control experiments conducted in buffer with two equivalent of Ag(l) solution with
no DNA didn’t show any peak (Figure 8.9) therefore these imply that the peaks observed
in the histograms are due to DNA molecules, rather than other factors such as the buffer

solution or the Ag(l) ions.

301



Capitulo VIII

The single strand DNA and ds-DNA could not form the molecular junction since
only one end of the single strand was modified with an amine group, so it is impossible

to attach the single DNA or ds-DNA strands to both gold electrodes.

Counts/Trace

-2 - 05 00 05 10 15 20
log (G/G,) Electrode Separation (nm)

Figure8.9. STM-BJ conductance histogram of the buffer solution with 2 eq.
of Ag(l) constructed from 1854 measured traces.

302



Conductance of hybrids Ag (I) - DNA

8.2. Conclusion

We have measured the charge transport properties across DNA and ds-DNA
molecules with and without the addition of silver ions. It was found that the addition of
Ag(l) does not change the conductance properties of the Olygo sequences but improve
the stability of the double helix by increasing the melting temperature. This study also
prove the non-effects in the substitution of the adenine bases to deaza-adenine ones in
the electronic properties of the system proving that the synthetic ds-AND molecules

have no impact on the charge transport properties compare with the biological DNA.

However, the sharp conductance peaks shown for poly6(NH,-"“A-T) and
poly6(NH,-A-T) compare with the broad features in the polle(NH2-7CA-T) conductance
histograms and the break off distances distribution also indicates the capability to
measure the conductance across a double helix between a pair of basis joined with
silver bridges and also measure the conductance across the ds-DNA with a few pair of

basis in-between the electrodes connections.
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Conclusiones (Conclusions)

EI trabajo de tesis realizado ha tenido como objetivo el estudio, desarrollo y

estudio de las propiedades conductoras de nuevos hilos moleculares basados en
sistemas de tipo metal-ADN. Para la formacién de estas moléculas hibridas metal-ADN
se han estudiado dos estrategias bien definidas; i) desarrollo de complejos metalicos
capaces de participar en procesos de auto-ensamblaje para interaccionar con posiciones
especificas de oligonucledtidos de cadena simple, y ii) formacidon de moléculas de ADN
de cadena doble modificadas capaces de dar lugar a pares de bases mediadas por
enlaces de coordinacion en presencia iones de Ag(l). El estudio de las propiedades
conductoras de estos sistemas se ha realizado mediante técnicas de STM-break junction,

en colaboracion con la Universidad de Liverpool.

Las conclusiones obtenidas en este trabajo de tesis han sido las siguientes:

Se han sintetizado y caracterizado estructuralmente un total de siete ligandos
orgdnicos (acido 4-metoxipiridin-2,6-dicarboxilico (1), acido 4-(3-(2-(tiofen-2-il)-
1H-pirrol-1-il)propoxi)piridin-2,6-dicarboxilico (2), (4-propoxipiridina-2,6-
diil)dimetanol (3), acido 6-(aminometil)-4-propoxipicolinico (4), acido 8-amino-4-
propoxiquinolina-2-carboxilico (5), acido 8-amino-4-metoxiquinolina-2-
carboxilico (6) y piridin-2,6-diildimetanamina (7) para su posterior uso en la
obtencion de complejos metadlicos. Estos ligandos se han clasificados, por sus
caracteristicas para la formacién de enlaces de hidréogeno complementarios a las

nucleobases, en ligandos hidroxo-hidroxo, hidroxo-amino y amino-amino.

Ha sido posible la obtencidn y caracterizacidn de siete complejos con ligandos
hidroxo-hidroxo (cheldPd, 1Pd, 2Pd, 3Pd, cheldPt, 1Pt y 1Cu), cuatro complejos
con ligandos hidroxo-amino (5Pd, 6Pd, 4Cu y 5Cu) y tres complejos con ligandos
amino-amino (pidiamPd, 7Pd y 7Cu) que se han denominado como complejos
primarios. La caracterizacion se ha llevado a cabo tanto en estado sélido (IR, AE)
como en disolucién (‘H-RMN, HRMS). Cuando fue posible la obtencién de
monocristales también se realizé la determinacién estructural del complejo

mediante DRX (3Pd, 1Pt, 1Cu, 5Cu y 7Pd).
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Se han estudiado las interacciones entre los complejos primarios, derivados de
ligandos hidroxo-hidroxo, y nucleobases modelo aisladas, como paso previo a la
formacion de los hibridos metal-ADN. Concretamente, se han sintetizado vy
caracterizado por AE, IR, "H-RMN, HRMS y DRX (de aquellos en los que fue
posible obtener el monocristal) los siguientes complejos metal-nucleobase:
cheldPd_mC, cheldPd_mdA, cheldPd_pdA, cheldPt_mC, cheldPt_mdA,
cheldPt_pdA, 1Cu_mC, 1Cu_eA, 1Cu_pdA y 1Cu_pG. Para poder realizar estos
estudios con mononucleobases, se han sintetizado y caracterizado siete
nucleobases modelo entre las cuales se encuentra la 7-deaza-adenina (7CA) que
se caracteriza por la ausencia del &tomo de nitrégeno en la posicién 7, evitando
asi la coordinacion del complejo metalico a la nucleobase por esta posicion,

como ocurre en el caso de la adenina.

Se han sintetizado y caracterizado tres complejos de Pd(ll) al reaccionar el
complejo primario cheldPd con las nucleobases 1-metil-citosina (mC), N9-metil-
7-deaza-adenina (mdA) y N9-propil-7-deaza-adenina (pdA). El estudio estructural
de los complejos cheldPd_mC, cheldPd_mdA y cheldPd_pdA confirma la
interaccion entre el complejo metalico y las nuclebases a través de la formacion
de un enlace de coordinacién entre el ién Pd(Il) y el atomo N3 para la nucleobase
mC y N1 para las nucleobases mdA y pdA. Debido a la dificultad para obtener el
complejo primario 2Pd en estado sdlido, el estudio que confirma la interaccion
entre este y la nucleobase pdA se ha realizado exclusivamente en disolucion
mediante ‘H-RMN y HRMS. El analisis estructural mediante DRX de los complejos
cheldPd_mC y cheldPd_pdA permitié determinar que sélo en el caso del
complejo cheldPd_pdA, la interaccidn tiene lugar de forma coplanar (1.62°), y se
encuentra estabilizada por la formaciéon de un enlace de hidrégeno entre el
grupo amino exociclico de la nucleobase pdA y uno de los grupo carboxilato del
complejo cheldPd. En el caso del complejo cheldPd_mC, esta interaccidn ocurre
de forma casi perpendicular (74.96°) sin que lleguen a formarse enlaces de

hidrégeno complejo-nucleobase.



Conclusiones (Conclusions)

Se han sintetizado y caracterizado tres complejos de Pt(ll) por interaccién del
complejo primario cheldPt con las nucleobases 1-metil-citosina (mC), N9-metil-7-
deaza-adenina (mdA) y N9-propil-7-deaza-adenina (pdA). El estudio estructural
de los complejos cheldPt_mC, cheldPt_mdA y cheldPt_pdA confirma que la
interaccion entre el complejo metalico y las nucleobases tiene lugar a través de la
formacidn de un enlace de coordinacién entre el i6n Pt(ll) y el &tomo N3 en el
caso de la nucleobase mC y N1 para las nucleobases mdA y pdA. La
determinacién estructural mediante DRX del complejo cheldPt_pdA confirmé
que se trata de un complejo isoestructural a su andlogo de Pd(ll), en el que el
angulo diedro entre el complejo y la nucleobase es de 1.49° y tiene lugar la

formacion de un enlace de hidrégeno complejo-nucleobase equivalente.

Se han sintetizado y caracterizado cuatro complejos de Cu(ll) haciendo reaccionar
el complejo primario 1Cu con las nucleobases 1-metil-citosina (mC), N9-etil-
timina (eA), N9-propil-7-deaza-adenina (pdA) y N9-propil-guanina (pG). El
estudio estructural de los complejos 1Cu_mC, 1Cu_eA, 1Cu_pdA y 1Cu_pG
confirma que la interaccién entre el complejo metalico y las nucleobases se
establece a través de la formacion de un enlace de coordinacién entre el ion Pt(ll)
y el atomo N3 en el caso de la nucleobase mC, N1 para la nucleobase pdA, y N7
para las nucleobases eA y pG. No ha sido posible obtener los complejos que
confirmen que es posible la interaccion entre 1Cu y las nucleobases N9-propil-7-
deaza-guanina (pdG) y 1-etil-timina (eT). La determinacién estructural mediante
DRX de los complejos 1Cu_mC, 1Cu_eA, 1Cu_pdA y 1Cu_pG determind que sdlo
para el complejo 1Cu_eA la interaccion entre el complejo y la nucleobase tiene
lugar de forma casi coplanar (6.97°) favoreciendo la formacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre el grupo amino de la nucleobase y el grupo
carboxilato del complejo. Los valores de angulos diedros para los complejos de

1Cu_mC, 1Cu_pdA y 1Cu_pG fueron de 77.73°, 45.67° y 80.41°, respectivamente.

Se han realizado estudios de interaccion complejo metdlico-ADN para los

complejos cheldPd y oligonucledtidos monohebras de 15 nucleobases polyl5A y
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poly15( cA). La realizacién de estos estudios, mediante una valoracién en la se
fue adicionando complejo metdlico sobre oligonucleétido y que fue seguida por
la técnica espectroscopica de dicroismo circular (CD), confirma la interaccidn del

complejo con las monohebras y la formacién de hibridos complejo-ADN.

El estudio de interaccion entre el complejo 1Cu y las monohebras polyl5A,
poly15(’“A), poly15C y poly10G confirma que este interacciona las tres primeras

cadenas de oligonucledtidos.

En el desarrollo de moléculas de ADN de cadena doble que contengan pares de
bases mediadas por enlaces de coordinacion a iones de Ag(l), se utilizado las
dobles hebras poly18(’“A-T) y poly18(A-T). Se ha demostrado que tiene lugar la
formacion de hibridos metal-oligonucleétido altamente estables debido a la
sustitucion de los enlaces de hidrégeno presentes de forma natural entre los

pares de bases de la doble hebra por enlaces de coordinacién con el ion Ag(l).

Se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacién de oligonucleétidos poly6(NH,-
A-T), poly6(NH,-"°A-T), poly10(NH,-A-T) y poly10(NH,-"“A-T), con un grupo
amino terminal, capaces de dar lugar a pares de bases mediados por iones Ag(l) y

adecuados para llevar a cabo las medidas de conductividad.

Se ha realizado el estudio de las propiedades conductoras de los
oligonucledtidos en presencia y ausencia de iones Ag(l), mediante la técnica STM-
break junction, comprobandose que el transporte de carga, que tiene lugar de
forma natural entre pares de bases gracias al apilamiento m-n* de las
nucleobases, no se ve afectado tras la interaccién de los iones Ag(l) con los pares
de bases originando hibridos 7CA-Ag)'-T aunque la formacidn de estos sistemas
impliqgue un aumento en la estabilidad. Ademads, se ha comprobado mediante
estos estudios que la sustitucion de la nucleobase candnica adenina por 7-deaza-
adenina en el oligonucleétido no implica cambio alguno en el valor de la

conductancia.



Conclusiones (Conclusions)

This thesis has developed and studied the conducting properties of new

molecular wires based on metallo-DNA. Two different methodologies were investigated
to prepare the metallo-DNA systems; i) the self-assembly processes between pre-
programmed metal complexes and ss-DNA molecules, and ii) the use of oligonucleotides
containing artificial timine/7-deaza-adenine base pairs within its sequence, capable of
forming silver-mediatedbase pairs in presence of silver(l) metal ions. Then, the
conducting properties of the silver-DNA systems were measured using the STM-break

junction technique.

All the results described in this thesis lead to the following conclusions:

Seven organic ligands (4-methoxypyridine-2,6-dicarboxylic acid (1), 4-(3-(2-
(thiophen-2-yl)-1H-pyrrol-1-yl)propoxy)pyridine-2,6-dicarboxylic acid (2), (4-
propoxypyridine-2,6-diyl)dimethanol (3), 6-(aminomethyl)-4-propoxypicolinic
acid (4), 8-amino-4-propoxyquinoline-2-carboxylic acid (5), 8-amino-4-
methoxyquinoline-2-carboxylic acid (6) and pyridin-2,6-diyldimethanamine (7)
were designed, synthesized and characterized to form metal complexes,
participate in hydrogen bond formation with nucleobases and be modified to
carry desired functionality. These ligands were classified in hydroxo-hydroxo,
hydroxo-amino and amino-amino ligands, by the ability of their functional groups

to hydrogen bonding with nucleobases-

It was possible to obtain and characterize seven primary Pd(ll), Pt(Il) and Cu(ll)
metal complexes with hydroxo-hydroxo ligands (cheldPd, 1Pd, 2Pd, 3Pd, cheldPt,
1Pt and 1Cu), four metal complexes with hydroxo-amino ligands (5Pd, 6Pd, 4Cu
and 5Cu) and three metal complexes with amino-amino ligands (pidiamPd,
7Pdand 7Cu). The characterization was carried out in the solid state (IR, AE) and
solution (*H-NMR, HRMS) and by XRD (3Pd, 1Pt, 1Cu, 5Cu and 7Pd) when it was

possible.
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The interaction studies between primary complexes (hydroxo-hydroxo ligands
derivatives) and model mononucleobases were performed to get some insight
about the formation of primary complexes_nucleobases systems prior the
formation of metallo-DNA hybrids. Thus, model nucleobases mC, eA, mdA, pdA,
PG, pdG were synthesized and characterized. Afterwards, the synthesis of metal-
nucleobase complex cheldPd_mC, cheldPd_mdA, cheldPd_pdA, cheldPt_mC,
cheldPt_mdA, cheldPt_pdA, 1Cu_mC, 1Cu_eA,1Cu_pdA and 1Cu_pG was
achieved and characterized by EA, IR, 1H—NMR, HRMS and finally by XRD when

possible.

Three Pd(Il) complexes were obtained as a result of the interaction between
cheldPd and 1-methyl-cytosine (mC), N9-methyl-7-deaza-adenine (mdA) and N9-
propyl-7-deaza-adenine (pdA) nucleobases. The structural study of cheldPd_mC,
cheldPd_mdA and cheldPd_pdA complexes confirms the interaction of the
CheldPd with the nuclebases through formation of a coordination bond at mC-
N3, mdA-N1 and pdA-N1 position. Complex 2Pd could not be isolated in solid
state and therefore the interaction studies were carried out in solution (*H-NMR
and HRMS) confirming its interaction towards nucleobase pdA. The X-Ray
diffraction analysis for cheldPd_mC and cheldPd_pdA determined that only the
aromatic units of cheldPd_pdA hold a coplanar (1.62°) conformation that is
further stabilized by a hydrogen bond between the nucleobase exocyclic amino
group and complex carboxylate group. However, in the case of cheldPd_mC, the
aromatic unit preserve an almost perpendicular (74.96°) conformation with no

hydrogen bonding observed.

Three Pt(Il) complexes were obtained as a result of the interaction between
cheldPt and 1-methyl-cytosine (mC), N9-methyl-7-deaza-adenine (mdA) and N9-
propyl-7-deaza-adenine (pdA) nucleobases. The structural study of cheldPt_mC,
cheldPt_mdA and cheldPt_pdA confirms the interaction of cheldPt with
nucleobases through formation of a coordination bond at mC-N3, mdA-N1 and

pdA-N1 position. The X-Ray diffraction analysis determined that aromatic units of



Conclusiones (Conclusions)

cheldPt_pdA maintain an almost coplanar configuration (1.49°) that is further
stabilized by a hydrogen bond nucleobase exocyclic amino group and complex

carboxylate group.

Four Cu(ll) complexes were obtained as a result of the interaction between 1Cu
and 1-methyl-cytosine (mC), N9-ethyl-thymine (eA), N9-propyl-7-deaza-adenine
(pdA) and N9-propyl-guanine (pG) nucleobases. The structural study of 1Cu_mC,
1Cu_eA, 1Cu_pdA and 1Cu_pG confirms the interaction of 1Cu towards
nucleobases through formation of a coordination bond at mC-N3 atom, pdA-N1
atom, eA-N7 and pG-N7position.It has not been possible to obtain the complex
resulting from the interaction between 1Cu and N9-propyl-7-deaza-guanine
(pdG) or 1-ethyl-thymine (eT). The X-Ray diffraction analysis of 1Cu_mC, 1Cu_eA,
1Cu_pdA and 1Cu_pG determined that only the aromatic units of 1Cu_eAhold a
coplanar (6.97°) configuration that is further stabilized by an intramolecular
hydrogen bond between the nucleobase amino group and the complex
carboxylate group. On the other hand, the aromatic units of 1Cu_mC, 1Cu_pdA
and 1Cu_pG display an angle of 77.73°, 45.67° and 80.41°, respectively.

Afterward, the interaction between primary metal complex cheldPd and single-
stranded DNA were carried out by means of circular dichroism. cheldPd was
proven to bind to oligonucleotides poly15A and poly15(’°A) leading to a hybrid

complex-DNA system with controlled stechiometry.

The interaction between 1Cu and single-stranded oligonucleotides poly15A,
poly15(7CA), polyl5C and polyl0Gwas also performed by means of circular
dichroism. The results showed that 1Cu only binds to the first three
oligonucleotides and no interaction was observed towards polyl0G, which is

subject of further study.

The ds-oligonucleotide pon18(7CA-T)has been proven to lead to highly stable ds-

oligonucleotide containing silver-mediated-base pairs’“A-Ag-T upon addition of
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controlled amount of Ag(l) ions. This has been studied in solution by UV
spectroscopy at variable temperature, CD, pH and ESI-MS. The results showed
that the formation of the silver-mediated base pairs occurs due to the
replacement of Watson-Crick hydrogen by coordination bonds to central Ag(l)

metal ions.

The oligonucleotides poly6(NH,-A-T), poly6(NH,-"“A-T) and poly10(NH,-"°A-T),
holding a terminal amino group, has been proven to form silver-mediated base

pairs suitable to carry out the conductance measurements.

The conductance studies of the oligonucleotides poly6 (NH,-A-T), poly6(NH,-"“A-
T)and poly10(NH,-"“A-T) in presence and absence of Ag(l) ions has been
measured by STM break-junction technique. It has been found that the transport
charge, occurring along the base pairs, is not affected upon formation of
7cA-Ag+-T base pairs, although the formation of these systems involves an
increase in stability. Furthermore, it has been found that the substitution of
canonical nucleobase adenine by 7-deaza-adenine in the oligonucleotide does

not imply any change in the conductance value.
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Valoraciones: Tablas

Tabla de adicion para una valoracion de Tm

Valoracion T, poly18(dA-T): AgNO;

Stock Solution

[AgNO,] uM X NaClo, 100 mM
Smgisz;;}f:)ds- XuM (ds) X uM(ss) MOPS 5mM
pH 6,8
Volumen
Volumen (uL) Volumen (ul)
ds[OLIGO Ag/b A
! ! g/bp (Ag] (uL) adiciones Total Ag
Ag
2 =D9/(B9*18) =(G9*$BS$4/E9)  |2000 0 =0
2 =D10/(B10*18)  |=(G10*$B$4/E10) |=E9+F10 |1,5 =GO+F10
2 =D11/(B11*18) =(G11*$B$4/E11) [=E10+F11 [1,5 =G10+F11
2 =D12/(B12*18)  |=(G12*$B$4/E12) |=E11+F12 (1,5 =G11+F12
2 =D13/(B13*18) =(G13*S$B$4/E13) |[=E12+F13 [1,5 =G12+F13
2 =D14/(B14*18)  [=(G14*$B$4/E14) |=E13+F14 |[1,5 =G13+F14
2 =D15/(B15*18) =(G15*SB$4/E15) |[=E14+F15 [1,5 =G14+F15
2 =D16/(B16*18)  |=(G16*$BS4/E16) |=E15+F16 |1,5 =G15+F16
2 =D17/(B17*18) =(G17*SB$4/E17) |=E16+F17 [1,5 =G16+F17
2 =D18/(B18*18)  |=(G18*$BS4/E18) |=E17+F18 |[1,5 =G17+F18
[Oligo] final
experimento =E9*B9/(E9+618)
. +
Valoracién Tm poly18(dA-T):Ag
Stock Solution [AgNO;] 16500 NaClo4 100 mM
uM
Stock Solution ds-
poly18(T_A) 2uM (ds) 4 uM(ss) | MOPS 5mM
pH 6,8
Volumen |Volumen (ulL)|Volumen (ul)
ds[OLIGO Ag/b A
! J &/bp [Ae] (ul) adiciones Ag Total Ag
2,00 0,00 0,00 2000,00 0,00 0,00
2,00 0,34 12,37 2001,50 1,50 1,50
2,00 0,69 24,71 2003,00 1,50 3,00
2,00 1,03 37,04 2004,50 1,50 4,50
2,00 1,37 49,35 2006,00 1,50 6,00
2,00 1,71 61,64 2007,50 1,50 7,50
2,00 2,05 73,92 2009,00 1,50 9,00
2,00 2,39 86,17 2010,50 1,50 10,50
2,00 2,73 98,41 2012,00 1,50 12,00
2,00 3,07 110,63 2013,50 1,50 13,50
Oligo] final
[ |g<?] ina 1,99
experimento
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Valoracion UV-visible poly18(dA-T):Ag

Stock Solution

[AgNO,] uM 1000

Stock Solution 4;”;’1};?2&29
ds[poly18dA-T] uM 4 SSDNA

Ratio . AgNO;3] uM V(AgNQO3) total uL from stock V(AgNO3)uL V(polyl8dA-T
[AgNO;]:[polydA-T] initial Volume ul [ iquiid [polydA-T] uM BN solution Total volume ul ( gdde;) (F:JLi’/added :
500 0 2 =($B$7*C7)/($B$3-(2*C7)) =$B$7+(2*E7) |0 =B7/2

=C8/D8 6 2 =($B$7*C8)/($B$3-(2*C8)) =$B$7+(2*E8) |=E8 =G8
=C9/D9 12 2 =($B$7*C9)/($B$3-(2*C9)) =$B$7+(2*E9) |=E9-E8 =G9
=C10/D10 20 2 =($B$7*C10)/($B$3-(2*C10)) |=$B$7+(2*E10) |=E10-E9 =G10
=C11/D11 28 2 =($B$7*C11)/($B$3-(2*C11)) |=$B$7+(2*E11l) |=E11-E10 =G11
=C12/D12 36 2 =($B$7*C12)/($B$3-(2*C12)) |=$B$7+(2*E12) |=E12-E11 =G12
=C13/D13 44 2 =($B$7*C13)/($B$3-(2*C13)) |=$B$7+(2*E13) |=E13-E12 =G13
=C14/D14 52 2 =($B$7*C14)/($B$3-(2*C14)) |=$B$7+(2*E14) |=E14-E13 =G14
=C15/D15 60 2 =($B$7*C15)/($B$3-(2*C15)) |=$B$7+(2*E15) |=E15-E14 =G15
=C16/D16 66 2 =($B$7*C16)/($B$3-(2*C16)) |=$B$7+(2*E16) |=E16-E15 =G16
=C17/D17 72 2 =($B$7*C17)/($B$3-(2*C17)) |=$B$7+(2*E17) |=E17-E16 =G17
=C18/D18 82 2 =($B$7*C18)/($B$3-(2*C18)) |=$B$7+(2*E18) |=E18-E17 =G18
=C19/D19 90 2 =($B$7*C19)/($B$3-(2*C19)) |=$B$7+(2*E19) |=E19-E18 =G19
=C20/D20 100 2 =($B$7*C20)/($B$3-(2*C20)) |=$B$7+(2*E20) |=E20-E19 =G20
=C21/D21 120 2 =($B$7*C21)/($B$3-(2*C21)) |=$B$7+(2*E21) |=E21-E20 =G21

SIA-AN UOIdeJIOjeA BUN BIRd SOINJ|RD SO| 3p B|qel
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Stock Solution [AgNO,] uM 1000
Stock Solution ds[poly18dA 4 4uM + 4uM de cada
T] uM hebra ssDNA
. Initial AgNO3] uM V(AgNO3) total uL V(AgNO3) uL V(poly18dA-T) uL
Ratio [AgNOgz]:[polydA-T] Volume uL ! rg;quiar]ed [polydA-T] uM fro(mgstoci solution Total volume uL ( S\dde3d) P idded )
500 2 0,00 500,00 0,00 250,00
3 6 2 3,04 506,07 3,04 3,04
6 12 2 6,15 512,30 3,11 3,11
10 20 2 10,42 520,83 4,27 4,27
14 28 2 14,83 529,66 4,41 4,41
18 36 2 19,40 538,79 4,57 4,57
22 44 2 24,12 548,25 4,73 4,73
26 52 2 29,02 558,04 4,90 4,90
30 60 2 34,09 568,18 5,07 5,07
33 66 2 38,02 576,04 3,93 3,93
36 72 2 42,06 584,11 4,04 4,04
41 82 2 49,04 598,09 6,99 6,99
45 90 2 54,88 609,76 5,83 5,83
50 100 2 62,50 625,00 7,62 7,62
60 120 2 78,95 657,89 16,45 16,45

se|qe] :sauoloelo|ep
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Stock Solution

[AgNO,] uM 2000
dssu[):: |ysf£;32?Tn] 4 4UMhe+bf:':5d§Nfda
uM
Rati? Initial [AgNO;] uM V(AgNO3) total uL V(AgNO3) uL V(poly18dA-T) uL Ag*/base
[Ag’\::i(/)-\?i]%pmy Volume uL required [polydA-T] uM from stock solution Total volume ul added added pair
500 2 0,00 500,00 0,00 250,00 0
3 2 1,51 503,02 1,51 1,51 0,166667
6 12 2 3,04 506,07 1,53 1,53 0,333333
10 20 2 5,10 510,20 2,07 2,07 0,555556
14 28 2 7,20 514,40 2,10 2,10 0,777778
18 36 2 9,34 518,67 2,13 2,13 1
22 44 2 11,51 523,01 2,17 2,17 1,222222
26 52 2 13,71 527,43 2,21 2,21 1,444444
30 60 2 15,96 531,91 2,24 2,24 1,666667
33 66 2 17,67 535,33 1,71 1,71 1,833333
36 72 2 19,40 538,79 1,73 1,73 2
41 82 2 22,33 544,66 2,93 2,93 2,277778
45 90 2 24,73 549,45 2,39 2,39 2,5
50 100 2 27,78 555,56 3,05 3,05 2,777778
54 108 2 30,27 560,54 2,49 2,49 3
63 126 2 36,04 572,08 577 5,77 3,5

8v:(1-v)8TAj0d 3|qISIA-AN UQIDBIO[BA
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Valoracion pH poly18(dA-T): Ag

Stock Solution [AgNO;] uM X NaClO, 100 mM
k Soluti -
Sto[::myslos(u_;l_(;l;is 3uM (ds) 6 UM (ss) MOPS omMm
pH inicial
(ajustado con
NaOH o
fosférico) 7
Volumen | Volumen (uLl) | Volumen (ul)
ds[OLIGO Ag/b Al
[ ] e/bp [Ae] (uL) adiciones Ag Total Ag
3 =D9/(B9*18) =(G9*3400/E9) 500 0 =0
3 =D10/(B10*18) =(G10*$BS$4/E10) |=E9+F10 1,8 =G9+F10
3 =D11/(B11*18) =(G11*$BS$4/E11) |=E10+F11 1,8 =G10+F11
3 =D12/(B12*18) =(G12*$BS4/E12) |=E11+F12 1,8 =G11+F12
3 =D13/(B13*18) =(G13*$BS$4/E13) |=E12+F13 1,8 =G12+F13
3 =D14/(B14*18) =(G14*$BS4/E14) |=E13+F14 1,8 =G13+F14
3 =D15/(B15*18) =(G15*SBS4/E15) |=E14+F15 1,8 =G14+F15
3 =D16/(B16*18) =(G16*$BS4/E16) |=E15+F16 1,8 =G15+F16
3 =D17/(B17*18) =(G17*$BS$4/E17) |=E16+F17 1,8 =G16+F17
3 =D18/(B18*18) =(G18*$BS4/E18) |=E17+F18 1,8 =G17+F18
[Oligo] final
experimento
=E9*B9/(E9+G18)

e3 9p e|ge]
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Valoracién pH poly18(dA-T):Ag

Stock Solut’i\jn [AgNO,] 5200 NaClo4 100 mM
u
Swpc;i(g;r“;l;js- 3uM (ds) 6 uM(ss) | MOPS omMm
pH inicial
(ajustado con 7
NaOH o
fosférico)
Volumen |Volumen (ulL)|Volumen (ulL)
ds[OLIGO] Ae/bp [Ae] (ul) adiciones Ag Total Ag
3,00 0,00 0,00 500,00 0,00 0,00
3,00 0,35 18,65 501,80 1,80 1,80
3,00 0,69 37,17 503,60 1,80 3,60
3,00 1,03 55,56 505,40 1,80 5,40
3,00 1,37 73,82 507,20 1,80 7,20
3,00 1,70 91,94 509,00 1,80 9,00
3,00 2,04 109,95 510,80 1,80 10,80
3,00 2,37 127,82 512,60 1,80 12,60
3,00 2,70 145,57 514,40 1,80 14,40
3,00 3,02 163,19 516,20 1,80 16,20
[Ollg?] final 291
experimento
Valoracién pH poly18(A-T):Ag
Stock Solut'i\in [AgNO;] 5200 Naclo4 100 mM
u
Sto;‘;szgg;’i’:)ds_ 3uM (ds) 6 UM (ss) MOPS omM
pH inicial
(ajustado con 7
NaOH o
fosforico)
Volumen [Volumen (uL)|Volumen (uL)
ds[OLIGO] Ag/bp [Ae] (ul) adiciones Ag Total Ag
3,00 0,00 0,00 500,00 0,00 0,00
3,00 0,35 18,65 501,80 1,80 1,80
3,00 0,69 37,17 503,60 1,80 3,60
3,00 1,03 55,56 505,40 1,80 5,40
3,00 1,37 73,82 507,20 1,80 7,20
3,00 1,70 91,94 509,00 1,80 9,00
3,00 2,04 109,95 510,80 1,80 10,80
3,00 2,37 127,82 512,60 1,80 12,60
3,00 2,70 145,57 514,40 1,80 14,40
3,00 3,02 163,19 516,20 1,80 16,20
[Oligo] final
experimento 291




143

Stock Solution
[AgNO,] uM

1000

Stock Solution

Valoracion CD poly18(dA-T):

4uM + 4uM de cada

ds[poly18dA-T] uM |4 hebra ssDNA

Ratio Initial AgNO3] uM V(AgNO,) total uL from V(AgNO3)uL V(polyl8dA-T
[AgNOg3]:[polydA-T]  Volume uL [ rgiequiar]ed [polydA-T} uM ( gstocgli solution Total volume ul ( gddej:l) (?JL);dded :

1000 0 —$B$412 —($BST*CT)/($B$3-(2°CT)) |=$B$7+(2'ET) 0 500

=ce/D8 6 =$B$4/2 =($B$7*C8)/(SB$3(2°C8)) |=$BS$7+(2°E8) =E8 -G8
=C9/D9 14 =$B$4/2 =($B$7"C9)/($B$3(2°CQ)) |=$BS7+(2'E9) —E9-E8 =G9
—C10/D10 2 —$B$412 —($B$7*C10)/(3B$3-(2*C10)) |=$B$7+(2"E10) —E10.E9 —G10
=C11/D1L 30 =$B$4/2 =($B$7*C11)/($B$3-(2"C11)) |=$BS$7+2*ELL) =EILEL0  |=GIL
=C12/D12 38 =$B$4/2 =($B$7*C12)/($B$3-(2"C12)) |=$B$7+(2*E12) =E12E11  |-G12
=C13/D13 46 =$B$4/2 =($B$7*C13)/($B$3-(2°C13)) |=$BS7+(2'E13) =E13E12  |=G13
=C14/D14 54 =$B$4/2 =($B$7*C14)/($B$3-(2°C14)) | =$B$7+(2*E14) =E14E13  |-Gl4
=C15/D15 60 =$B$4/2 =($B$7*C15)/($B$3-(2"C15)) |=$B$7+(2*E15) =EI5E14  |=G15
=C16/D16 66 =$B$4/2 =($B$7*C16)/($B$3-(2"C16)) |=$B$7+(2*E16) =E16E15  |-G16
=C17/D17 74 =$B$4/2 =(8B$7*C17)/($B$3-(2°C17)) |=$BST+(2'EL7) =E17E16  |=G17
—C18/D18 82 —$B$412 —($B$7*C18)/($BS3(2*C18)) |=$B$7+(2"E18) -E18E17 |-Gl8
=C19/D19 90 =$B$4/2 =($B$7*C19)/($B$3-(2"C19)) |=$B$7+(2*EL9) =EI9E18  |=G19
=C20/D20 100 =$B$4/2 =($B$7*C20)/($B$3-(2"C20)) |=$B$7+(2'E20) =E20E19  |=G20
=C21/D21 120 =$B$4/2 =($B$7*C21)/($B$3-(2*C21)) [=$B$7+(2*E21) =E21-E20 =G21

e3 9p e|ge]
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Stock Solution [AgNO,] uM 1000
Stock Solution ds[poly18dA 4 4uM + 4uM de cada
T] uM hebra ssDNA
) Initial AgNO;] uM V(AgNO3) total uL V(AgNO3) uL V(poly18dA-T) uL
Ratio [AgNO3]:[polydA-T] Volume ul [ rgequisrled [polydA-T] uM fro(mgstoti solution Total volume uL ( gddead) ® );dded )
1000 0 2 0,00 1000,00 0,00 500,00
3 6 2 6,07 1012,15 6,07 6,07
7 14 2 14,40 1028,81 8,33 8,33
11 22 2 23,01 1046,03 8,61 8,61
15 30 2 31,91 1063,83 8,90 8,90
19 38 2 41,13 1082,25 9,21 9,21
23 46 2 50,66 1101,32 9,54 9,54
27 54 2 60,54 1121,08 9,88 9,88
30 60 2 68,18 1136,36 7,64 7,64
33 66 2 76,04 1152,07 7,86 7,86
37 74 2 86,85 1173,71 10,82 10,82
41 82 2 98,09 1196,17 11,23 11,23
45 90 2 109,76 1219,51 11,67 11,67
50 100 2 125,00 1250,00 15,24 15,24
60 120 2 157,89 1315,79 32,89 32,89

8v:(1-vp)gTAl0d 3p D U3 UQIoRIO[EA

| oxauy
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Datos cristalograficos







Datos cristalograficos

Complejos primarios

3Pd 1Pt 1Cu 5Cu 7Pd
Formula C2_5H0_25C|N502Pd05 C5H20N308C|2Pt2Ko_25 CgHgCUNO7 C26H30CUN408 C13NC|9Pd501A5HNaO.125

M, 220.98 721.09 294.70 590.08 1109.12
(g'mol™)

Sistema Monoclinico Triclinico Monoclinico = Monoclinico Ortorrémbico
cristalino

Grupo P2,/c P-1 P2:/n P2,/c Pbca
espacial

a(A) 12.8313 (4) 7.166 (6) 9.6792 (16)  15.3760 (7) 19.280 (5)
b (A) 10.0132 (3) 17.888 (15) 5.7689 (7) 10.2687 (5) 6.796 (5)
c(A) 9.1172 (3) 18.296 (16) 18.198 (4) 16.8513 (7) 20.615 (5)
a (A) 90.00 89.954 (11) 90.00 90 90.000 (5)
B (A) 92.0950 (10) 97.888 (11) 91.279 (11)  105.779 (2) 90.000 (5)
v (A) 90.00 90.053 (11) 90.00 90 90.000 (5)
v (A 1170.62 (6) 2323 (3) 1012.9 (3) 2560.4 (2) 2701 (2)

Z 4 4 4 4 8

Peal 1.254 2.062 1.927 1.531 5.455
(g-em™)

Color naranja amarillo azul azul naranja

T (K) 100.0 273.15 99.65 100.0 99.65
w(mm?t) | 1.042 12.330 2.175 0.912 8.350
Rango 6  5.16 —56.58 2.248 -56.78 4.72 - 55 4.696 —  3.96-47.66
©) 50.072

Reflex. 9794 26556 7538 22745 20530
medidas

R (int) 0.0242 0.0746 0.0739 0.0495 0.0452
GOF en 1.058 1.021 1.068 1.088 1.091

FZ

R (F) = 0.0351 0.0597 0.0395 0.0352 0.0290
[1>20(1)]

wR (FZ) 0.0832 0.1182 0.0983 0.0739 0.0698
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[1>20(1)]

Complejos de Pd(II) y Pt(ll) con nucleobases

Férmula

M, (g-mol™)
Sistema cristalino
Grupo espacial
a (A)

b (A)

c(A)

a(A)

B (A)

v (A)

vV (A%)

z

Pea (g:cm”)
Color

T (K)

p(mm™)

Rango 6 (°)
Reflex. medidas
R (int)

GOF en F

R (F) [1>20(1)]
WR (F?) [1>20(1)]

cheldPd_mC
C12H18N,04Pd
468.70
Triclinico

P-1

6.731 (6)
9.834 (9)
13.145 (11)
95.020 (14)
93.422 (14)
107.047 (14)
825.3 (13)

2

1.886
naranja

446 (2)
1.183
3.12-56.21
9289

0.0757
1.036
0.0713
0.1599

cheldPd_pdA
C35H39N11012Pd2
1018.57
Monoclinico
P2,/c
18.1949 (4)
28.525 (2)
7.4952 (6)

90

101.268 (2)
90

3815.1 (5)

4

1.773

naranja

293 (2)

8.296

4952 -132.798
49544

0.2256

1.012

0.0745
0.1773

cheldPt_pdA
C35H39N1101,Pt,
1195.95
Monoclinico
P2,/c

18.1390 (5)
28.4919
7.4843 (2)

90

100.7760 (11)
90

3799.79 (18)
4

2.091

14.266

293 (2)
14.266

4.958 - 133.162
28070

0.0360

1.032

0.0258
0.0586



Complejos de Cu(ll) con nucleobases

Férmula

M, (g-mol™)
Sistema cristalino
Grupo espacial
a (A)

b (A)

c (A)

a(A)

B (A)

v (A)

v (A%

z

Peal (gcm”)
Color

T (K)

p(mm™)

Rango 0 (°)
Reflex. medidas
R (int)

GOF en F’

R (F) [I>20(1)]
wR (F) [1>20(1)]

1Cu_mC
C13H20N4040Cu
455.87
Triclinico
P-1

6.6005 (17)
9.456 (2)
15.100 (4)
87.447 (4)
83.828 (5)
69.860 (4)
877.7 (4)

2

1.7249

azul

99.65
1.309
2.72-56.36
10167
0.0561
1.030
0.0509
0.1023

1Cu_eA
C30N16010CuU>Ho 25
871.79
Monoclinico
P2:/n

7.200 (3)
27.904 (10)
19.858 (7)
90.00
93.215 (12)
90.00

3983 (3)

4

1.454

azul

100.0

1.139
4.84-47.24
4772
0.0564
1.102
0.0789
0.1899

1Cu_pdA
C17H21CuN50;
470.93
Triclinico

P-1

4.9903 (3)
13.8745 (10)
13.9977 (10)
91.593 (3)
92.468 (3)
99.590 (3)
954.14 (11)
2

1.639

azul

373 (2)
2.097
6.32-133.34
12114
0.0524
1.087
0.0451
0.1227

Datos cristalograficos

1Cu_pG
C16H18N6O,Cu
469.90
Monoclinico
Cc

19.2898 (15)
5.2866 (4)
17.8217 (12)
90.00
92.508 (3)
90.00
1815.7 (2)

4

1.719

azul

300.0

1.260
6.1-50.18
9279

0.0344
1.027
0.0266
0.0524
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poly6(NH,-"“A-T)

15_07_1_OLIGO3-6NH2

15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 1: TOF MS ES+
3.32 TIC
1009 2.91e5
3.06
<
O T T T T T T T T T T T T T T T Time
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15_07_1_OLIGO3-6NH2
15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 793 (3.059) Cm (787:824)

1: TOF MS ES+
943.1801 > hom
e 629.1453
0436901
l629.4742
<
l044.1868
l629.8140
954.1749
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2251136 l954.6743
636.4654
636.8071 22,6411 962.1544
[962.6559
[637.1379
l823.1425 9631576
150.1337 626.1461 70,1536
313.0829 4251221 5371587 6751418 7331583 [ 83s1384
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15_07_1_OLIGO3-6NH2

Espectros de HRMS

15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 862 (3.317) Cm (854:907)
100+

943.1801
[943.6901
629.1453
(629.4742
<
1944.1868
[629.8140
|944.6835
1630.1430
954.1749
636.4654 [954.6743
636.8071 962.1544
37.1379 822.1399
208.0892 22.6411
626.1461
675.1415  733.1583 1963.1576
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
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1400
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15_07_1_OLIGO3-6NH2

15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 862 (3.317) Cm (854:907) 1: TOF MS ES+
943.1801 2.95e5
100+
943.6901
<
944.1868

m/z

T T T T T T T T
941 942 943 944 946 947 948 949 950
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15_07_1_OLIGO3-6NH2

15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 862 (3.317) M3 [Ev-711288,1t10,En2] (10000.0,10,Pep,Cmp); Cm (857:892) 1: TOF MS ES+
38150146 317
1004
3810.5352

<

1000.5073 28159143
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356

15_07_1_OLIGO3-6NH2
15_07_1_OLIGO3-6NH2 rep 793 (3.059) M3 [Ev-650856,t10,En2] (10000.0,10,Pep,Cmp); Cm (786:815)
1886.3944

1004

1871.9427 1874.9442 1877.9458 1880.9473

1886.9503 1889.9518 1892.9532 1895.9547 1898.9563 1901.9578

1: TOF MS ES+

f T
1875 1880

T
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f
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T
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T
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poly10(NH,-"A-T)

15_07_1_OLIGO4-10NH2

15_07_1_OLIGO4-10NH2 1: TOF MS ES+
3.65 TIC
1004 2.57e5
s
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T y T T T T T T Time
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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15_07_1_OLIGO4-10NH2

15_07_1_OLIGO4-10NH2 947 (3.642) Cm (906:1181) 1: TOF MS ES+

100 1040,1808 8.19e5
110405190
1039.842]
780.4017
& 1780.6581
780.1454)
1040.8433
780.9023
1041.1816
1047.5072
1047.8467
781.1587
785.8018 1052.8311
1786.3040 1053.1572
789.8899 1053.4976
USRI S | § |V WY SORUN VAL RO ‘WU Vouaruvusmurnt || § | N oo ——
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15_07_1_OLIGO4-10NH2
15_07_1_OLIGO4-10NH2 947 (3.642) M3 [Ev-957968,1t10,En2] (10000.0,10,Pep,Cmp); Cm (906:1181)

1. TOF MS ES+
3.75e6

1004 3117 5430
<
3139.4961
1052.5034 3170.4407
2875 4453 3177.4597
1062.4928
2078,0330 28424519 | ‘m/‘31934319 4312,1782 48662466 o
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15_07_1_OLIGO4-10NH2

15_07_1_OLIGO4-10NH2 1016 (3.908) Cm (1015:1151) 1: TOF MS ES+
1004 1040.1808 1.29e5
10405190
1039.8427
<

1040.8573

1041.1816

1038 1039 1040 1041 1042
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DNA Structures

Communications

International Edition: DOI: 10.1002/anie.201600924
German Edition: DOI: 10.1002/ange.201600924

Highly Stable Double-Stranded DNA Containing Sequential Silver(I)-
Mediated 7-Deazaadenine/Thymine Watson—Crick Base Pairs
Noelia Santamaria-Diaz, José M. Méndez-Arriaga, Juan M. Salas, and Miguel A. Galindo*

Abstract: The oligonucleotide d(TX), which consists of an
octadecamer sequence with alternating non-canonical 7-dea-
zaadenine (X) and canonical thymine (T) as the nucleobases,
was synthesized and shown to hybridize into double-stranded
DNA through the formation of hydrogen-bonded Watson—
Crick base pairs. dsDNA with metal-mediated base pairs was
then obtained by selectively replacing W-C hydrogen bonds by
coordination bonds to central silver(I) ions. The oligonucleo-
tide I adopts a duplex structure in the absence of Ag™ ions, and
its stability is significantly enhanced in the presence of Ag" ions
while its double-helix structure is retained. Temperature-
dependent UV spectroscopy, circular dichroism spectroscopy,
and ESI mass spectrometry were used to confirm the selective
formation of the silver(I)-mediated base pairs. This strategy
could become useful for preparing stable metallo-DNA-based
nanostructures.

DNA molecules have been widely employed to develop new
systems with tailored properties at the nanoscale, enabling
new applications in catalysis'! and as nanomachines,” nano-
wires,®) and sensors.! The incorporation of non-inherent
properties into nucleic acids can be achieved by using DNA as
a templatel to deposit a certain material on its surface or as
a scaffold® for precise functionalization by chemical modi-
fication of its constituents (the nucleobases). In the past years,
several artificial nucleobases that are capable of binding to
a central metal ion to form so-called metal-mediated base
pairs’l have been synthesized and introduced into oligonu-
cleotide sequences to obtain metallo-DNA systems, where the
metal ions lead to unique chemical and physical properties.
The conversion of natural, mismatched T-T and C-C base
pairs into metal-coordinated matching pairs has also been
demonstrated.®) The structure of a metallo-DNA system is
determined both by the selective formation of hydrogen-
bonded base pairs as well as by the specificity of the
coordination bonds. Hence, this strategy takes advantage of
the sequence programmability of DNA and the formation of
metal-mediated base pairs to control the precise structure of
an artificial metallo-DNA double-helix structure. However,
the template effect of artificial DNA with ligand-type
nucleobases (LTNs) can be limited as a consequence of

[*] N. Santamaria-Diaz, ). M. Méndez-Arriaga, Prof. Dr. J. M. Salas,
Dr. M. A. Galindo
Facultad de Ciencias, Departamento Quimica Inorgénica
Universidad de Granada
Avd. Fuentenueva s/n, 18071 Granada (Spain)
E-mail: magalindo@ugr.es

(@ Supporting information for this article can be found under:
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201600924.

Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 1—5

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

their inability to undergo self-assembly. Consequently, the
introduction of complementary end sequences consisting of
canonical nucleobases is necessary to enable the hybridization
of the oligonucleotide.” These end regions hybridize through
complementary Watson—Crick (W-C) hydrogen bonding and
consequently form double-helix structures at each end, so that
the central LTNs face each other. The subsequent introduc-
tion of appropriate metal ions leads to the formation of metal-
mediated base pairs and ultimately generates the metallo-
DNA system. Miiller and Polonius have elegantly avoided the
use of canonical end sequences by using oligonucleotides that
hybridize by Hoogsteen-type base pairing, which were
obtained from 1-deazaadenine or 1,3-dideazaadenine and
thymine, where the thymine imino proton can be substituted
by a metal ion.”! In the same context, Shionoya et al. have
recently reported the use of 5-hydroxyuracil in DNA sequen-
ces that are capable of forming base pairs by hydrogen
bonding or metal coordination.'”’ However, the number of
LTNs used in a sequence is restricted because the stability of
a DNA duplex with complementary end regions decreases
with the number of these ligands. Nevertheless, it has been
demonstrated that some LTNs participate in the enzymatic
synthesis of nucleic acids,"! but they are still unable to self-
assemble in the absence of metal ions unless canonical
sequences are introduced. Consequently, the design of LTNs
that function as substrates for enzymes involved in the
synthesis of nucleic acids, can undergo W-C self-assembly, and
possess the interstrand m-stacking properties of canonical
nucleobases constitutes an interesting challenge. Such LTNs
would provide a means for developing DNA systems with
predictable structures (e.g., DNA origami)!'? that could be
converted into metallo-DNA structures upon addition of
appropriate metal ions through the formation of metal-
mediated base pairs within the structure (DNA origami could
be extended to metal-mediated DNA origami).

Herein, we have explored a simple strategy to overcome
this challenge by means of using canonical thymine (T) and
non-canonical 7-deazaadenine ("“A) as nucleobases to gen-
erate silver(I)-mediated W-C base pairs. We took advantage
of the linear coordination geometry and borderline Lewis
acidity of silver(I) ions to yield stable coordination bonds with
nitrogen donors. This approach permits the incorporation of
controlled amounts of silver(I) ions at specific locations inside
a double-helix DNA motif. The nucleobases T and "“A can
assemble by W-C hydrogen bonding to form "“A-T base pairs
that mimic naturally occurring A-T base pairs.'* Remarkably,
the non-canonical nucleobase A can be enzymatically
incorporated into nucleic acid polymers."* Therefore, the
use of “A to form metal-mediated base pairs should not be
restricted to short oligonucleotides obtained from DNA
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synthesizers but can be extended to longer programmed DNA
sequences by using enzymatic processing.

In the non-canonical nucleobase '“A, the N7 atom of
canonical adenine (A) has been replaced by a CH group;
therefore, the nucleobases A and T can still assemble by
W-C base pairing,' and the preferential binding of metal
ions to the N7 position is prevented.'®! We took advantage of
this feature to guide the coordination of the silver ions
towards the donor atoms located inside the duplex DNA
structure, namely the adenine N1 and thymine N3 nitrogen
atoms (Scheme 1), to form metal-mediated base pairs without
altering the canonical W-C duplex hybridization. The result-
ing metal-mediated base pairs then contain Ag" ions that are
coordinated to the endocyclic nitrogen donors ““A-N1 and
T-N3 (Scheme 1).

H, H
Ns_H"""'O‘cx Ag* N—=Hummmo
/IQN MUGENS \ T' q& A N\ \
1 N-SAg=— ;
N = N
DNA N 0/7_ \ H* NN\ I

DNA \
DNA o} DNA

Metal-mediated
Watson-Crick
base pairing

Hydrogen-bonded
Watson-Crick
base pairing

Scheme 1. Proposed reaction pathway for the formation of a silver(l)-
mediated base pair that retains the canonical Watson—Crick base

pairing.

To investigate the formation of these silver(I)-mediated
base pairs, we prepared the octadecamer oligonucleotide 5'-
d(TX),-3' (I), which consists of alternating purine ("“A, X)
and pyrimidine (T) nucleobases. Primarily, we studied the
thermal stability of oligonucleotide I by variable-temperature
UV measurements, both in the absence and presence of Ag"
ions at an ionic strength of 7=0.1m.[' In the absence of Ag*
ions, oligonucleotide I shows cooperative melting curves,
indicating the formation of a duplex structure with a melting
temperature (7,,) of 35°C. Upon addition of increasing
amounts of Ag" ions, the melting curves were shifted to
higher temperatures, which is indicative of double-stranded
oligonucleotide I being significantly thermally stabilized. This
trend is observed until one equivalent of Ag™ is present in the
solution (Figure 1), and the addition of more Ag" ions
(>1 equiv) did not lead to further significant stabilization.!™!
The increase in T}, that was observed upon addition of one or
more equivalents of Ag" ions corresponded to AT, =33°C.
These results suggest that ““A-T base pairs can coordinate to
one Ag" ion, leading to the formation of metal-mediated base
pairs of the type "“A-Ag™T.

To gain further insight into the formation of the metal-
mediated base pairs, the addition of increasing amounts of
Ag" ions was monitored by UV spectroscopy (Figure 2). The
UV spectra display significant changes in the region from 230
to 300 nm, which is where the nucleobases absorb.

A hyperchromic effect was observed during the titration
experiment, confirming the binding of Ag" to the nucleobases
(Figure 2a). It is noteworthy that while the absorbance of the
maximum at 270 nm increased progressively during the whole
titration experiment, the intensities of the absorption mini-
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Figure 1. Left: Comparison of the melting curves recorded for duplex |
in the absence and presence of various amounts of AgNO;. Right:
Changes in the T,, of oligonucleotide | observed upon addition of
different amounts of Ag" ions. The sample contained 2 pum of double-
stranded oligonucleotide I, 100 mm NaClO,, and 5 mm MOPS buffer
at pH 6.8.
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Figure 2. a) UV spectra of | in the presence of various amounts of Ag*
ions. b) Bathochromic shift of the minimum at approximately 240 nm.
c) Absorption changes in the 240 nm region upon addition of Ag™
ions. The sample contained 2 um of double-stranded oligonucleotide I,
100 mm NaClO,, and 5 mm MOPS buffer at pH 6.8.

mum at 240 nm and the maximum at 212 nm increased
significantly up to the presence of approximately one
equivalent of Ag*, and the addition of more Ag" ions led to
a slightly less steep increase in the absorption (Figure 2c).
Moreover, a bathochromic shift of the absorption at 240 nm
(4 nm) was observed during the addition of the first equiv-
alent, whereas no significant changes were observed after-
wards (Figure 2b). These results are in agreement with the
formation of the expected silver-mediated base pairs. When
the same experiment was performed with the analogous
oligonucleotide d(AT), (II), containing canonical adenine and
thymidine nucleobases, the hyperchromic effect as well as the
bathochromic shift were also observed upon the addition of
Ag" ions, but these variations followed a progressive trend
with no stabilization during the experiment (Supporting
Information, Figure S1). These observations can be explained
by the binding of Ag™ ions by oligonucleotide I via the
endocyclic nitrogen atoms “A-N1 and T-N3, leading to the
formation of metal-mediated ““A—Ag"—T base pairs. This
binding will necessarily deprotonate the thymidine imine and
therefore induce changes in the absorption bands of the
nucleobases that are different to those observed for oligonu-
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cleotide II, where Ag" will favorably coordinate to the A-N7
atoms.

To assess the deprotonation of the imino group, we
monitored the changes in pH upon addition of Ag' ions to
non-buffered solutions of oligonucleotide I (Supporting
Information, Figure S2). Although the changes in the
pH value were not particularly large, the pH varied steadily
upon addition of the first equivalent of Ag" (ApH=0.27),
with some fluctuations afterwards. We can assume that this
change is due to the deprotonation of the thymidine imino
group in the presence of the Ag" ions—a hypothesis that was
also supported by ESI mass spectrometry (see below)—
leading to the formation of the metal-mediated base pairs
CA-Ag'-T.

The formation of the silver(I)-mediated base pairs and
their significance for the conformation of oligonucleotide I
was investigated by CD spectroscopy titration experiments. In
the absence of Ag* ions, the CD spectrum of oligonucleotide I
is characterized by two negative bands at 295 and 250 nm,
together with two positive bands at 270 and 220 nm
(Figure 3).

The shape of the curve indicates that oligonucleotide I has
a B-form conformation that is closely related to the con-
formation of poly[d(AT)] and poly[d(IC)]."! Upon addition
of Ag" ions, the CD spectra retain their overall profile, but
substantial changes in the intensity of the various bands are
observed. The intensity of the positive band at 222 nm
increases significantly while a decrease in intensity was
observed for the positive band at 275 nm and the negative
bands at 295 and 253 nm. This decrease in intensity has also
been reported for the B-form of poly[d(IC)] at low salt
concentrations®” and, recently, for G homobase strands upon
addition of Ag* ions.”!l In all cases, a bathochromic shift is
observed, except for the negative band at 295 nm, which
moves to shorter wavelengths. Interestingly, the larger
changes for all bands are completed upon addition of
1 equivalent of Ag® ions, and no significant changes are
observed later. These results concur with the binding of Ag*

12 4

€D (mdeg) at 275nm

h b Bk ow e

o 4

1 2 3
Equivalents Ag(l)

CD (mdeg)

-12

200 220 240 260 280 300 320 340
A (nm)

Figure 3. CD spectra of oligonucleotide | upon addition of different
amounts of Ag" ions. Inset: Plot of the positive CD maximum at

275 nm against the number of equivalents of Ag* ions. The sample
contained 2 um of double-stranded oligonucleotide I, 100 mm NaClO,,
and 5 mm MOPS buffer at pH 6.8.
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ions to the DNA and with the concomitant formation of
silver(I)-mediated base pairs, replacing one of the original
W-C hydrogen bonds at the "“A-T base pair by a silver—
nitrogen coordination bond. The observation that the inten-
sities of the bands change during the addition of the first
equivalent, and that no significant changes were observed
afterwards, is in good agreement with the fact that the
substitution of a hydrogen bond (N1---H—N3) by a coordina-
tion bond (N1-Ag"-N3) will have a certain influence on the
conformation of the oligonucleotide. This seems sensible as
the formation of "“A—Ag T base pairs will disturb the overall
arrangement of the system owing to the larger separation of
the nucleobases relative to the hydrogen-bonded "“A-T base
pair, which was confirmed by the DFT-optimized geometry of
the "“A-Ag T base pair (Figure S5, S6).

Interestingly, a new intense negative band appeared at
210 nm upon addition of Ag" ions, which is characteristic for
an A-form DNA conformation.!'>??! We attribute this result to
the formation of a structure with a more open cylindrical core,
owing to the substitution of hydrogen bonds by longer
coordination bonds to central Ag* metal ions, which increases
the distance between the "“A and T nucleobases within the
helix (see above).

To corroborate the formation of silver-mediated base
pairs in duplex I, the system was analyzed by ESI mass
spectrometry. This technique has previously been utilized to
detect heteroduplex A, —(Ag"),~T;, products in solution.””
The mass spectrum of free oligonucleotide I is shown in
Figure 4 a.

The deconvoluted spectrum contained a signal that was
assigned to single-stranded oligonucleotide I ([I]": 5482 Da),
as well as a range of signals corresponding to higher masses,
with a major signal probably due to the WC-paired double-
stranded I dimer ([2I]7: 10965 Da; see also the Supporting
Information). The presence of both single- and double-
stranded strands can be explained by the detachment of the
double-stranded oligonucleotide during the -electrospray
ionization. Notably, in the presence of Ag" ions, signals
corresponding to the free oligonucleotide I were not
observed, and different signals appeared (Figure 4b). The
deconvolution of this spectrum gave a signal assigned to
metalated single-stranded oligonucleotide I [M+9 Ag—9H]"
(6435 Da) with nine Ag"™ ions coordinated to the nine

T T T T T T T T
s00 600 700 800 900 1000 1100 1200

13(')0 m/z
Figure 4. ES| mass spectra of a) free oligonucleotide | and b) oligonu-
cleotide | in the presence of Ag* ions. A=[ss-I]", B=[ds-I] 7, C=[ss-
14+9Ag—9H] ", D=[ds-I+18Ag—18H] .
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thymidine nucleobases and concomitant loss of nine protons.
This could be the result of the separation of two strands hold
by "“A—Ag"-T base pairs by breaking the weaker Ag'—"CA-
N1 bonds (compared to the Ag*—T-N3 bonds) during electro-
spray ionization. In fact, deconvolution of the spectra also
provided a range of higher masses between 12 600-13 000 with
a major mass signal (12871 Da) that is in agreement with the
metalated double-stranded oligonucleotide I
[2M+18 Ag—18H]™ (see the Supporting Information). Con-
sequently, these results further confirm the formation of
silver-mediated base pairs inside double-stranded oligonu-
cleotide L

To summarize, we have reported the first Watson—Crick
metal-mediated base pairs where a hydrogen bond has been
substituted by silver(I) coordination bonds without altering
the W-C binding fashion while retaining the double-helical
structure of the oligonucleotide. A series of experiments,
including UV and CD spectroscopy and ESI mass spectrom-
etry analysis, demonstrated that the binding of Ag" ions by
"CA-T base pairs within the oligonucleotide d(XT), leads to
the formation of a metallo-DNA system with "“A-Ag"-T
coordination with concomitant thermal stabilization (AT, =
33°C). Importantly, this strategy offers the possibility to
program the structure of DNA molecules by making use of
their canonical Watson—Crick self-assembly properties, and
the number of metal ions that can be introduced at specific
locations inside the double helix depends on the number of
"CA-T base pairs in the duplex, which can be tuned during the
enzymatic DNA synthesis. Following the same strategy, we
are currently investigating the use of 7-deazaguanine to utilize
the W-C recognition properties of the complete genetic code
to obtain metallo-DNA nanostructures.
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Substitution of the original hydrogen
bonds by silver(l) coordination bonds in
a double-stranded oligonucleotide com-
prising Watson—Crick-paired 7-deazaade-
nine and thymine nucleobases leads to
a sequential array of metal-mediated base
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pairs. The stability of the silver-containing
structure was significantly higher than
that of the parent compound while the
double-helix structure was retained.
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