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Abstract (Italiano)
Parte 1

Il Deficit del trasportatore della creatina € una rara malattia genetica dovuta al malfunzionamento
della proteina denominata SLC6A8 e deputata al trasporto della creatina attraverso le barriere
biologiche. Il mancato funzionamento del trasportatore della creatina comporta I'assenza di creatina
a livello cerebrale con la conseguenza di gravissimi danni neurologici. La creatina infatti € una
molecola polare che attraversa le barriere biologiche solo per mezzo del suo trasportatore. Ad oggi
non esiste nessuna terapia per tale patologia. Una possibilitd terapeutica potrebbe essere
rappresentata da profarmaci della creatina in grado di attraversare le membrane cellulari e la
barriera ematoencefalica (BEE) in modo indipendente dal trasportatore della creatina stessa.
Questo potrebbe ripristinare il contenuto di creatina all'interno delle cellule nervose. Per raggiungere
tale scopo, in questo progetto di tesi, si sono messe a punto due diverse strategie di sviluppo di

derivati della creatina:

1. modificare la struttura della creatina in modo tale da ottenere una molecola maggiormente lipofila

che possa attraversare le membrane biologiche per diffusione passiva.

2. realizzare derivati ottenuti dalla coniugazione della creatina con molecole che possano utilizzare

un trasportatore diverso dall’'SLC6AS.

| derivati sintetizzati secondo tali strategie sono stati ottenuti in buona resa e caratterizzati mediante
HPLC e spettrometria di massa; alcuni di loro sono stati anche valutati dal punto di vista della

stabilita in mezzo fisiologico e degli effetti neurobiologici.

Parte 2

La fosfocreatina esogena viene prodotta con il nome di “Neoton” dalla casa farmaceutica Alfa
Wasserman S.p.A. (ltalia), e fa parte del gruppo di farmaci metabolici utilizzati nella protezione del
miocardio in aggiunta alle soluzioni cardioplegiche. La fosfocreatina infatti esercita un duplice effetto
che la rende un potenziale agente terapeutico cardioprotettivo: I'attivita di conservazione dell’energia
miocardica mediante il ripristino delle riserve di ATP e I'azione protettiva verso le membrane
biologiche. Quasi tutti i metodi pubblicati finora per la sintesi della fosfocreatina portano nella
maggior parte dei casi ad una molecola ottenuta in bassa resa e dopo molteplici step di
purificazione.La bassa resa & dovuta ad una scarsa reattivita dell’agente guanilante utilizzato,
soprattutto quando esso é costituito da un derivato della cianoammide. Parte del lavoro svolto ha
riguardato la messa a punto di una metodica alternativa ai metodi convenzionali che ha permesso

di ottenere la fosfocreatina in buona resa e purezza.



Parole chiave : barriere biologiche; deficit del trasportatore della creatina; profarmaci della creatina;
derivati lipofili della creatina; sintesi di coniugati della creatina; trasportatore alternativo; sintesi della

fosfocreatina esogena; nuovi metodi di sintesi



Abstract (English)
Part 1

Creatine transporter deficiency is a rare hereditary disease due to the loss of function of the SLC6A8
(creatine transporter). Creatine is a polar molecule, able to cross the biological barriers exclusively
using its own transporter and therefore this disease causes the lack of cerebral creatine and leads
to dramatic neurological symptoms. To date there is no therapy available for this disorder. A
therapeutic strategy could be represented by creatine prodrugs able to cross the cellular membranes
and the blood brain barrier (BBB) in an independent way from using the creatine transporter and
releasing creatine once inside the cells to exert its biological activities. Two different strategies have
been developed to synthesized creatine derivatives:

1.The modification of the creatine molecular skeleton in order to obtain more lipophilic prodrugs that

could cross the BBB and the biological membranes by passive diffusion.

2. The conjugation of creatine with a molecule able to exploit a different transporter than SLC6AS,

i.e. the glucose transporters, creating a chimeric molecule able to use an alternative way

The synthesized derivatives have been obtained in high yield and purity and characterized by means
of HPLC and mass spectrometry. Some of them have been evaluated for their stability in

physiological conditions and neurobiological effects.

Part 2

The exogenous phosphocreatine is currently marketed as “Neoton” by Alfa Wasserman Industry
S.p.A. (Italy) and is part of the therapy in the myocardial protection in addition to the cardioplegic
solutions. Phosphocreatine exerts a twofold effect as a cardioprotective agent: the regeneration of
the ATP reserves and the protective effects of the biological membranes. Most of the methods
published so far to synthesize phosphocreatine lead to a low-yielded molecule and involve several
purification steps. Low vyield is due to the poor reactivity of the guanilating agent used, especially
when it is a cyanamide derivative. Part of this job was to develop an alternative method to

conventional methods ,that allowed to obtain phosphocreatine with good yeld and purity.
Keywords:

biological barriers; creatine transporter deficiency; creatine lipophilic prodrugs; synthesis of creatine
conjugates; alternative transporter; synthesis of exogenous phosphocreatine; new synthetic

methods



CAPITOLO 1: INTRODUZIONE GENERALE

PARTE 1: LA CREATINA E LE CONDIZIONI PATOLOGICHE IN CUI é IMPLICATA

1.1 LA CREATINA

NH
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HM

fig.1 Struttura chimica della creatina

La creatina (Cr) o acido metil-guanidino-acetico, (fig.1), & un derivato amminoacidico la cui scoperta
come costituente della carne si deve al chimico francese Michel Eugéne Chevreul nel 1832 ed il cui
nome deriva dalla parola greca kp¢ag (kreas, carne). Ne fu in seguito accertata la presenza nel
muscolo scheletrico dal chimico tedesco Justus von Liebig nel 1847 che ipotizzd per primo un ruolo
della creatina nella fisiologia muscolare dei mammiferi, osservando che nella muscolatura di volpi
selvatiche la quantita di creatina era quantitativamente superiore a quella contenuta nella
muscolatura di volpi in cattivita. Dopo numerosi anni di studi e ricerche 2 alla creatina & stata
attribuita una notevole importanza nel metabolismo energetico cellulare, fino ad essere utilizzata
commercialmente come integratori per gli sportivi. Il fabbisogno giornaliero di creatina per I'essere
umano e di circa 2 grammi 3; la meta di esso proviene dall’alimentazione (solo da prodotti di origine
animale: carne, pesce, latticini) e la sua biodisponibilita dipende dall’assorbimento intestinale che é
stato stimato essere di circa '80% della creatina ingerita *.L’altra meta e fornita da una sintesi
endogena 4, che si svolge in due tappe enzimatiche e coinvolge tre amminoacidi: glicina, arginina e

metionina.



biosintesi della creatina epatica

Cr da fonti alimentari
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fig.2 : la creatina nell’organismo proviene in parte dalla biosintesi endogena (che avviene in due tappe) ed in
parte dall’alimentazione

Schematicamente la biosintesi della creatina endogena (fig.2) pud essere cosi descritta: una prima
tappa,a livello renale, catalizzata dall’enzima L-arginina amidinotransferasi (AGAT, EC 2.1.4.1), che
consiste nel trasferimento di un gruppo guanidinico dall’arginina alla glicina con formazione di
ornitina ed acido guanidinoacetico (GAA). Si ha poi una seconda tappa ,a livello epatico, catalizzata
dall’enzima guanidinoacetato metiltransferasi (GAMT), che consiste nella metilazione del GAA da
parte del donatore di metili S-GAMT adenosil-L-metionina, che si converte in S-adenosil-omocisteina
°. La biosintesi della creatina gioca un ruolo importante nel metabolismo amminoacidico: circa la
meta dei gruppi metilici della S-adenosil-metionina dell’organismo vengono consumati durante
questo processo °; la glicina e incorporata interamente a formare la struttura del GAA ; I'arginina
invece & convertita in ornitina che entra a far parte del ciclo dell'urea. Per quanto riguarda i processi
regolatori, 'enzima AGAT viene attivato dalla presenza di arginina mentre viene inibito con un
meccanismo a feedback negativo dall'ornitina, dal GAA e dalla creatina stessa *®’; questi
meccanismi di regolazione rendono questa prima tappa enzimatica la tappa limitante della biosintesi
della creatina. Non é stato invece rilevato alcun effetto regolatorio della glicina sul’AGAT 8. L’enzima
GAMT invece non € soggetto ad alcun meccanismo di regolazione da parte dei prodotti di reazione

mentre e attivato dalla presenza di GAA °. Gli enzimi AGAT e GAMT si ritrovano anche in diverse



percentuali a livello di altri organi dove non awviene la sintesi della creatina ( pancreas, polmoni) ,ma

il loro ruolo in tali siti non @ ancora stato chiarito ’.

trasportatore della creatina
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fig.3 il passaggio della creatina dal sangue attraverso le membrane plasmatiche degli organi bersaglio avviene
per trasporto attivo mediante il trasportatore specifico SLC6A8.

La creatina sintetizzata nel fegato entra nel circolo sanguigno e viene captata a livello degli organi
bersaglio; il muscolo scheletrico ne assorbe circa il 95% ° ed il restante 5% é ripartito tra cervello,
fegato, reni, testicoli, retina e placenta *91°, Data la sua natura estremamente polare, il suo uptake
da parte degli organi bersaglio non pud avvenire per diffusione passiva attraverso la membrana
plasmatica ', ma per trasporto attivo tramite il trasportatore specifico della creatina SLC6A8 2 (fig.3)
(anche detto CrT, CrT1, CT1, CrTr). Esso fa parte della superfamiglia dei trasportatori di soluti 6
(SLC6) sodio e cloro dipendenti, cui appartengono anche le proteine di trasporto transmembrana di
alcuni neurotrasmettitori ed amminoacidi. Il trasporto della creatina avviene contro gradiente di
concentrazione di circa 100:1 ed il co-trasporto di 2 ioni Na* e uno ione CI" & associato all'attivita
della pompa Na*/K* ATPasi 1213, L’espressione di SLC6A8 & ubiquitaria ma maggiormente presente
a livello degli organi richiedenti un elevato fabbisogno energetico (cervello, muscolo scheletrico) o
con funzione di assorbimento (rene ed intestino). Il gene del trasportatore € localizzato sul
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cromosoma X alla posizione Xg28, consiste in 13 esoni e presenta una lunghezza di 8,4 kb 1416
(GenBank accession number: Z66539) °. La proteina codificata ha un peso molecolare stimato di
70 Kda ed é costituita da 635 amminoacidi. La sua struttura e costituita da 12 domini transmembrana
separati da loop di dimensioni variabili e con le estremita ammino e carbossi terminali rivolte verso
il citosol 3 (fig.4).

Extracellulare

Intracellulare

N- terminale o
C - terminale

fig.4 struttura del trasportatore SLC6A8

Sono state rilevate tre varianti del prodotto genico, di cui due mitocondriali (Mi-CrT) 7 ed una
citosolica (PM-CrT) 18, Il trasportatore € inibito in modo competitivo dall’acido 3-guanidinopropionico
(GPA) *° (fig.5).

NH 0
HQNJ\H/\)]\OH

Fig.5 struttura chimica dell’acido 3-guanidinopropionico



escrezione della creatina

O

/
N
J; —NH
N
H
Fig.6 struttura chimica della creatinina

Il metabolita di degradazione della creatina € un derivato ciclico, la creatinina (fig.6), che viene
escreta con le urine ed il suo tasso di eliminazione € un parametro utilizzato per valutare la capacita
di filtrazione dei glomeruli renali attraverso la formula di Cockcroft e Gault che calcola la clearance
renale (fig.7)

Valutazione della Clearance della Creatinina
Equazione di Cockcroft-Gault per il calcolo della Clearance della creatinina

0,85 (140-eta) x peso

Donne: CrCl= A —=
creatinina sierica x 72

(140- eta) x peso
creatinina sierica x 72

Uomini: CrCl=

fig.7 formula di Cockcroft-Gault della clearance di creatinina

La creatina e la fosfocreatina tendono a trasformarsi in creatinina mediante un processo non
enzimatico, spontaneo ed irreversibile in vivo (fig.8). Al contrario, in vitro la reazione & modulata da
pH e temperatura. La riserva di creatina in un individuo medio adulto di 70 kg si rinnova con un tasso
di 2g/die ?°, che corrispondono in percentuale all'1.7% del totale di creatina presente nell’organismo
(120 grammi) *: 2 grammi al giorno infatti di creatina nuova sono forniti all’'organismo (1 grammo
dalla biosintesi endogena e 1 grammo dall’alimentazione) e altrettanti 2 grammi al giorno di creatina
sono convertiti in creatinina ed escreti con le urine °. La produzione di creatinina aumenta sia con
'aumento della massa muscolare sia con I'avanzare dell’'eta ed € minore nelle donne rispetto agli

uomini ’.
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fig.8 conversione non enzimatica di creatina e fosfocreatina in creatinina

biosintesi della creatina nel Sistema Nervoso Centrale

Benché l'uptake di creatina periferica da parte del SNC sia fondamentale, sono state trovate
evidenze dell'esistenza della biosintesi di creatina a livello cerebrale '. Diversi studi su cellule
nervose di ratto (neuroni, cellule gliali e cellule endoteliali) hanno infatti dimostrato la presenza degli
enzimi biosintetici a livello del SNC in percentuali diverse a seconda del tipo di cellula ?. Tramite
studi di ibridazione in situ € stata studiata infatti la distribuzione delle cellule esprimenti le tre diverse
proteine e ne é risultato che AGAT e GAMT erano espressi sia sui neuroni che sulla glia, mentre
I'SLC6A8 era espresso in neuroni e oligodendrociti 2. Inoltre 'SLCBA8 ¢ assente sugli astrociti, ma
presente sulle cellule endoteliali della BEE, facendo ipotizzare che il passaggio della creatina
periferica verso il SNC avvenisse attraverso la zona dei capillari libera dai pedicelli astrocitari.Gli
astrociti, esprimendo sia GAMT sia AGAT, sono in grado di internalizzare gli amminoacidi precursori
della biosintesi della creatina (tramite i trasportatori degli amminoacidi) e fornire creatina sia a se

~

stessi sia alle altre cellule nervose 2223, Questo dato € stato anche confermato dalle elevate
concentrazioni di fosfocreatina e creatina chinasi presenti a livello delle cellule gliali. Le cellule
esprimenti AGAT e GAMT e che quindi sono in grado di realizzare autonomamente la sintesi della
creatina sono solo il 12%, tra cui quelle che esprimono anche 'SLC6A8 sono solo il 4,1%. Del
rimanente 88% , il 15% esprime solo AGAT mentre il 13.5 % esprime solo GAMT e solo il 32.7%
delle cellule esprime il trasportatore della creatina SLC6A8. Infatti la maggior parte delle cellule &
coinvolta in un complesso traffico di metaboliti tra le zone di sintesi e di consumo della creatina 2#24
(fig.9). In particolare, le cellule che esprimono solo AGAT sono in grado di sintetizzare GAA, che
viene poi internalizzato ,probabilmente mediante SLC6A8,dalle cellule esprimenti GAMT 2>2 || ruolo
del trasportatore SLC6A8 a livello del SNC € quindi fondamentale per mantenere i processi di
regolazione della sintesi della creatina e cid € confermato dall’assenza di creatina intracerebrale nei

pazienti affetti da deficit di SLC6A8 ?’. A livello del SNC la biosintesi non €& inibita da meccanismi a



feedback negativo da parte dei prodotti di reazione, in quanto le funzioni cerebrali sono strettamente
dipendenti dal metabolismo energetico della creatina 2.

Oligodend.rpciti
A _Sintesi completa della Cr, vengono esportati Cr e GAA ﬁse::’:::k gy
Neuroni AGAT%
Arg Sty Oligﬁimiﬁ O ® - GAA
AGAT - B.Sintesi completa Cr :

cell esprimenti AGAT + cell esprimenti GAMT e il trasportatore

G&) GAA
GAMT i GAA 5

Cre--@m OO SLCEAS
Cre )
YV sam
&) = Neuroni
C.Utilizzatore di Cr :ha il trasportatore GAMY . Cre Oligodendrociti

D.Né sintesi né uptake
Astrociti

Neuroni
mw*“dl oﬂ-ﬁ

fig.9 i processi biosintetici della creatina a livello del SNC : il 12% solamente delle cellule nervose sono in grado di
effettuare la sintesi completa della creatina (A). Il 15% delle cellule sono in grado di effettuare la prima tappa della biosintesi
e quindi sintetizzare GAA (B), che viene captato tramite SLC6A8 dalle cellule esprimenti GAMT. Un altro14% delle cellule
esprime soltanto SLC6A8 (C) ed il 31% delle cellule non esprime nessuna delle tre proteine (D).
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funzione della creatina nel metabolismo energetico cellulare

Fig.10 Struttura cristallografica dell’isoenzima CK-BB in presenza di creatina e ADP

La creatina e fosforilata mediante una reazione reversibile catalizzata dall’enzima creatina chinasi
(CK)(E. C. 2.7.3.2)(fig.10) 2°39, presente in tessuti diversi a seconda dell'isoforma considerata.
L’enzima infatti & presente in tre isoforme citosoliche (CK-MM isoenzima muscolare; CK-BB
isoenzima cerebrale; CK-MB isoenzima miocardico) e due mitocondriali (sSMtCK sarcomerica e la
uMtCK ubiquitaria), localizzate nello spazio intermembrana 3332 La CK non ha la stessa funzionalita
in tutti i tessuti; presenta infatti maggiore attivita nei tessuti con elevata richiesta energetica
(muscolare, cardiaco, cerebrale), mentre &€ assente nei tessuti con elevato metabolismo ossidativo
(epatociti) 3. Dal momento che quella catalizzata dalla CK & una reazione di equilibrio (fig.11),
guando la concentrazione di Cr nella cellula & presente a livelli fisiologici o elevati la CK trasforma
creatina in fosfocreatina (PCr) e ATP in ADP secondo lo schema: Cr+ATP +Mg*—PCr+ADP +Mg?;
guando invece si ha necessita di produrre ATP (per elevati consumi energetici o in condizioni
patologiche) la reazione si spostera in senso opposto comportando la defosforilazione della PCr

secondo la reazione : PCr+ADP+ +Mg?" — Cr+ATP +Mg?*,3720.21.34

Creatina Fosfocreatina
0 H CHs NH 0 H CHy NH
Lk s Lbd (B
Y oh S A
pH=90
= CK, Mg,* +
o pH=67 o
AMP—b—o amp_p_o®
o de
ATP ADP

Fig.11 la reazione catalizzata dall’enzima creatina chinasi (CK).
11



La fosfocreatina svolge un ruolo di trasporto dei gruppi fosfato ad alta energia dal mitocondrio al
citosol, secondo il concetto di “shuttle di energia cellulare” *° (fig.12). L’ATP prodotto dai mitocondri
mediante la fosforilazione ossidativa ed il ciclo di Krebs rappresenta la forma di energia utilizzabile
dalla cellula per le sue funzioni ed e in grado di diffondere dal mitocondrio al citosol o di essere
sintetizzato dove é richiesta energia 363" .Tuttavia, data la minore dimensione e la quantita inferiore
di cariche negative che caratterizzano la fosfocreatina e la creatina rispetto al’ATP e al’ADP, il
sistema creatina/fosfocreatina si € rivelato il maggior trasportatore di fosfati ad alta energia all’'interno
della cellula, permettendo anche un maggior accumulo di questi nucleotidi, come dimostrano le loro
maggiori concentrazioni nel muscolo scheletrico (fosfocreatina: 27 mM; creatina: 13 mM; ATP: 8
mM; ADP: 20uM) 3839,

\
ATP
o

ADP

S

Fig.12 ruolo di “shuttle” del sistema Cr/Pcr. L’ATP prodotto nel mitocondrio cede il suo fosfato alla creatina che &

convertita in fosfocreatina. La fosfocreatina migra nel citosol a livello dei siti dove c’'é elevata richiesta energetica e a
questo punto cede il fosfato alADP che si converte in ATP, che puo essere utilizzato.

A livello mitocondriale, percio, la reazione va in direzione della produzione di ADP e fosfocreatina,
la quale migra nei siti citosolici che richiedono ATP (quali le ATPasi) mentre a livello citosolico la
reazione va in senso opposto per ottenere creatina e ATP. Grazie a questo sistema viene mantenuto
I'equilibrio del rapporto ATP/ADP cellulare, vengono ripartite nello spazio cellulare la creatina e la
fosfocreatina, si evita 'accumulo di ADP (che inattiverebbe le ATPasi), si mantengono adeguati livelli
di fosfato inorganico necessari per la glicolisi e la glicogenolisi 441, Un altro ruolo svolto dal sistema
Cr/PCr e quello di agire, in condizioni di particolare richiesta energetica della cellula, da tampone di
ATP in modo tale da ritardarne la deplezione “2. Infatti nel caso di sforzi muscolari brevi ed intensi o
di condizioni patologiche quali ischemia o ipossia, la fosfocreatina cede il suo gruppo fosfato
al’ADP, rigenerando velocemente 'ATP e mantenendone costanti i livelli, in un meccanismo a breve
latenza (4-5 secondi) e ridotta capacita. Tale meccanismo é definito anaerobico alattacido, in quanto

non necessita della presenza di ossigeno e non porta alla formazione di acido lattico *#* (fig.13).
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Fig.13 il metabolismo anaerobico alattacido del sistema Cr/PCr con funzione di tampone di ATP

Effetti fisiologici della creatina

La creatina, oltre ad essere implicata nel metabolismo energetico cellulare, esercita delle funzioni
fisiologiche a livello di numerosi organi. Possiede infatti proprieta antiossidanti, antiapoptotiche,
protettrici a livello cardiovascolare; inoltre aumenta le performance cerebrali, regola i processi di

memorizzazione e di neuromodulazione oltre ad esercitare una attivita neuroprotettiva.

Effetto antiossidante della creatina

L'effetto antiossidante della creatina & stato indagato in diversi studi sia in vitro che in vivo. In
particolare essa ha mostrato una buona capacita di neutralizzare gli anioni superossido (O2) e
perossinitrito (OONO") #4. Il ruolo antiossidante della creatina e stato confermato dal fatto che i livelli
di glutatione ed altri enzimi antiossidanti non risultano mutati *°. Anche la mutagenesi mitocondriale
su colture cellulari di mammifero viene inibita da una somministrazione di creatina, che quindi
esercita un effetto protettivo sul DNA mitocondriale dopo una induzione da stress ossidativo % La
creatina esercita infatti un ruolo di ripristino dell’attivita del complesso Il della catena respiratoria
oltre a diminuire la perossidazione lipidica e la carbonilazione delle proteine, entrambi segnali di
stress ossidativo 47484° In studi condotti su animali giovani ed adulti & stato dimostrato come la
creatina determini una maggiore attivita anticonvulsivante su quelli piti giovani 8. Infine in uno studio
condotto su pazienti in eta infantile e adolescenziale é stato verificato come I'assunzione di creatina

prima di una lesione cerebrale portasse beneficio ai sintomi stessi °.

Effetto antiapoptotico della creatina

I mitocondri sono correlati a fenomeni apoptotici della cellula mediante il fenomeno della mtPTP
(mithocondrial permeability transition pore). La mtCK in condizioni normali si presenta in forma
ottomerica ®1, la quale previene la permeabilita dei mitocondri perché favorisce la coniugazione delle

porine con la proteina ANT (adenine nucleotide traslocator) (fig.14a). Invece durante condizioni di
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stress ossidativo le specie reattive dell’ossigeno favoriscono la conversione della mtCK nella sua
forma dimerica, evento che favorisce 'apertura dei pori mitocondriali con conseguente fuoriuscita
delle proteine pro-apoptotiche 2°52, La creatina legandosi alla mtCK previene la sua conversione alla
forma dimerica, esercitando quindi un effetto antiapoptotico ed antiossidante, inibendo quindi gli
effetti tossici delle specie reattive dell’'ossigeno sui mitocondri *3. (fig.14b)
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Fig.14a la CK & uno dei fattori protettivi dall’apoptosi a livello mitocondriale. Essa infatti in condizioni normali

coniuga le porine con la ANT.
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Fig.14b ruolo antiossidante della creatina a livello mitocondriale : le specie reattive dell’ossigeno (ROS) liberate nel
mitocondrio favoriscono la conversione dalla forma ottamerica della mtCK nella forma dimerica, permettendo I'apertura
dei pori di transizione mitocondriali mtPTP e la liberazione dei fattori inducenti la morte cellulare. Al contrario, la
creatina,che entra nella cellula tramite il trasportatore specifico (SLC6A8) inibisce tale conversione. Esercita quindi una

attivita antiossidante. Estratto da Béard et al.2*
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Effetti della creatina a livello cerebrale

A livello del SNC viene consumato circa il 20% di tutte le riserve energetiche dell’organismo, da qui
si deduce il ruolo fondamentale della creatina in tale tessuto. La creatina partecipa allo sviluppo e
alla maturazione del SNC, favorendo la sinaptogenesi, processo che continua anche dopo la nascita
> mantiene i potenziali di membrana neuronali, 'omeostasi del calcio intracellulare e la
neurotrasmissione. La creatina € inoltre in grado di agire come neuromodulatore nella trasmissione
GABAergica fungendo da agonista parziale o antagonista dei recettori post-sinaptici in base alla sua
concentrazione. Agisce essa stessa come neurotrasmettitore rilasciato con meccanismo esocitotico
calcio-dipendente *° e la presenza dei trasportatori SLC6A8 a livello dei sinaptosomi di ratto ne
confermano il meccanismo di re-uptake %557, Il supplemento di creatina orale si &€ dimostrato efficace
nel ridurre la fatica mentale e nellaumentare la memoria a breve termine e la neuroplasticita, per

cui la creatina sembra essere un buon potenziatore cerebrale 589,

Effetto della creatina a livello muscolare

La creatina viene utilizzata per le sue proprieta ergogeniche in integratori destinati al’ambito sportivo
€0 In letteratura sono illustrati due tipi di schemi di assunzione di creatina. Il primo consiste in un
forte dosaggio di creatina per un breve periodo (0.3g/kg/die per circa 5 giorni) ?; il secondo consiste
in un minor dosaggio per un periodo pit lungo (0.03g/kg/die per un periodo di 4-6 settimane) °. Il
primo protocollo aumenta gli effetti ergogenici e la resistenza fisica in sforzi di breve durata (meno
di 30 secondi) 2. L’introduzione di creatina aumenta la sua quantita totale di circa il 30% e questo
aumento € superiore nei soggetti piti giovani rispetto a quelli piti anziani ’. Il potere ergogenico della
creatina si spiega con un meccanismo di aumento dei livelli di fosfocreatina, glicogeno e fattori di
crescita 3. Gli effetti ergogenici della creatina possono essere sfruttati nel trattamento di patologie
muscolari quali la distrofia muscolare, I'atrofia girata ¢ o le miopatie. L'integrazione di creatina ha
mostrato dei benefici in sperimentazioni cliniche di malattie di origine muscolare quali la distrofia
muscolare di Duchenne, dove sono state rilevate un aumento della forza contrattile e una maggiore

resistenza agli sforzi muscolari ’.

Effetto neuroprotettivo dall’anossia

In condizioni di anossia si ha una diminuzione della produzione di ATP neuronale. Trattamenti pre-
anossia in vitro con creatina provocano un aumento intracellulare di creatina stessa con diminuzione
della morte neuronale e protezione della neurotrasmissione . Nei modelli in vivo di ratto sono stati
descritti effetti neuroprotettivi di pre-trattamenti con creatina, con diminuzione dei fenomeni

apoptotici per inibizione della caspasi 3 e dell'espressione delle acquaporine 4 (AQP4) 6,
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Altri effetti fisiologici della creatina

La creatina ha anche effetti sul controllo della glicemia: essa € in grado di aumentare la traslocazione
del trasportatore del glucosio, migliorando la sensibilita all'insulina in soggetti affetti da diabete di
tipo 2 insulino-resistenti 6768, Esercita inoltre un ruolo di inibizione a feedback negativo sull’'S-adenil
omocisteina, che & un precursore dellomocisteina. In tal modo riduce i livelli di omocisteina,
amminoacido aterogenico, diminuendo il rischio di patologie cardiovascolari 7. L'incubazione di
cellule endoteliali con creatina mostra effetti antinfiammatori riscontrabili con una diminuzione della
permeabilita vascolare indotta da serotonina ed una diminuzione dell’espressione di proteine pro-

infiammatorie quali ICAM1 (Intercellular Adhesion Molecule) e E-selectina .

1.2 COINVOLGIMENTO DELLA CREATINA IN CONDIZIONI PATOLOGICHE

Patologie del SNC

La Cr ha mostrato in vitro su colture primarie di cellule di ippocampo di ratto un effetto neuroprotettivo
contro I'eccitotossicita indotta sia dal glutammato sia dai depositi di B-amiloide >73; in vivo un
supplemento di Cr si € mostrato efficace nei ratti nel ridurre le lesioni indotte dall’eccitotossicita
NMDA-mediata 73. La Cr agisce infatti da neuromodulatrice nella trasmissione mediata dai recettori
NMDA ed inoltre inibisce l'attivazione degli effetti apoptotici a livello mitocondriale, impedendo
'apertura dei pori che favoriscono 'aumento della permeabilita mitocondriale 7. Tutte queste
evidenze fanno presupporre un ruolo importante della Cr in tutte quelle patologie psichiatriche e
neurodegenerative in cui vi sia I'implicazione di eccitotossicita o di riserve energetiche cerebrali
limitate. Dati ottenuti da studi di spettroscopia NMR hanno inoltre rilevato un aumento delle riserve
energetiche cerebrali di Cr e PCr a seguito di trattamento con creatina "® evidenziando un potenziale
ruolo terapeutico in situazioni patologiche che implichino un depauperamento delle riserve
energetiche cerebrali, come l'ischemia, 'anossia e le lesioni cerebrali traumatiche. L’impiego della
creatina in patologie che riguardano il SNC incontra I'ostacolo del basso assorbimento a livello
cerebrale dovuto alla presenza della BEE, nonostante la presenza del trasportatore SLC6A8 “¢; il

suo utilizzo a livello clinico e terapeutico € stato quindi sempre effettuato a dosi elevate (25 mM)

43,77,78

Patologie psichiatriche

In alcune patologie psichiatriche quali i disturbi affettivi dell’'umore (depressione maggiore e disturbo
bipolare), la schizofrenia ed i disturbi d’ansia (disturbo d’ansia generalizzato e disturbo da attacchi
di panico) sono state riscontrate alterazioni del metabolismo della creatina, che portavano nella
maggior parte dei casi ad una diminuzione delle concentrazioni di Cr e PCr cerebrali %2, Nonostante
la carenza di dati che possano illustrare di preciso il ruolo della Cr nelle patologie psichiatriche, sono

state formulate due diverse teorie che ne ipotizzano il meccanismo d’azione:
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a) la prima correla la malattia psichiatrica a disfunzioni mitocondriali che rendono inutilizzabile il
processo energetico di rigenerazione del’ATP tramite il sistema Cr/PCr. La cellula quindi puo
soltanto utilizzare come sua fonte energetica il catabolismo del glucosio, processo pero piu lento e
meno efficiente rispetto alla defosforilazione della PCr, con conseguente alterazione del’umore e
della funzione cognitiva .

b) La seconda ipotesi riguarda I'instaurarsi di una situazione ipermetabolica 8#4causata dallo stress
psicologico, in cui si ha un rilascio incontrollato di neurotrasmettitori eccitatori quali glutammato e
glutammina, che porta ad un consumo eccessivo della riserva energetica di Cr cerebrale. Si ha
quindi una diminuzione dei livelli di Cr e PCr e una conseguente maggiore sensibilitd dei neuroni
agli effetti eccitotossici e apoptotici; infine viene alterato il funzionamento neuronale &. La Cr infatti
esercita un effetto neuroprotettivo contro stress ossidativo ed apoptosi,(§8 pg 13) favorendo la
sopravvivenza neuronale; il suo effetto neuromodulatore aumenta la neuroplasticita (8 pg 15), che
entra in gioco nella terapia di questi disturbi.

Studi NMR sui metaboliti della Cr in pazienti psichiatrici 8% hanno rilevato una estrema variabilita
dei livelli di Cr in base all’eta dei pazienti (con I'eta la concentrazione di Cr intracerebrale aumenta)
e alla zona cerebrale interessata, pertanto per la quantificazione dei metaboliti vengono presi in
considerazione non solo i valori assoluti dei metaboliti stessi ma anche i loro valori in rapporto alla
Cr 8,

| farmaci antidepressivi ed antipsicotici inoltre alterano il trasporto della Cr ed il funzionamento della
CK, fenomeno che varia in base a posologia, stadio della patologia e schema terapeutico . La Cr
quindi potrebbe essere presa in considerazione per il suo elevato potenziale terapeutico come

adiuvante o alternativa nel trattamento o prevenzione delle malattie psichiatriche.

Patologie neurodegenerative

\

La funzionalita del sistema Cr/PCr € alterata in alcune patologie neurodegenerative, come
dimostrato da studi sia in vitro che in vivo, rilevando quindi 'importanza delle funzioni antiossidante
e neuroprotettiva della Cr, che in tali situazioni sono ridotti o addirittura assenti.*® Per quanto riguarda
il morbo di Alzheimer (AD), si ha una concatenazione di eventi a livello mitocondriale che comincia
da alterazioni a livello del ciclo di Krebs e della catena respiratoria ® con conseguente stress
ossidativo che porta all'inibizione della mtCK, che quindi viene convertita nella forma dimerica pro-
apoptotica interrompendo la sua attivita di conversione della Cr in PCr. Parallelamente si ha un
mancato raggiungimento del mitocondrio da parte della mtCK, poiché la proteina che normalmente
agisce come suo chaperon, la APP (proteina precursore dell’amiloide), in questa patologia &
disfunzionale (fig.15). Diminuendo i livelli di mtCK cellulari, la Cr si accumula sotto forma di depositi
intracellulari 23, portando ad ipotizzare che quindi un supplemento di Cr in tale patologia sia inutile
se non dannoso . L'accumulo di Cr tuttavia sembra variare in differenti zone cerebrali: in modelli

animali di AD é stato infatti rilevato un aumento del segnale di Cr nella corteccia ma non
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nellippocampo 8. Nei modelli in vitro, invece, si rilevano benefici seguenti all'utilizzo di Cr 2; la Cr
infatti potrebbe avere un effetto di inibizione diretta sulla produzione delle specie radicaliche
dell'ossigeno, limitando quindi lo stress ossidativo e i danni a carico del DNA mitocondriale. La
creatina esogena, quindi, ripristinerebbe il contenuto intracellulare di Cr contribuendo a limitare

I'evoluzione della patologia °*.

Alzheimer’s Disease
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Mitochondrion

Fig.15 ruolo della creatina nella AD a livello mitocondriale : la liberazione di specie radicaliche dell’ossigeno (ROS) a
livello del mitocondrio porta all'inattivazione della mtCK (2a) e ad una diminuzione dell'attivita della CK citosolica (2b) che
conduce ad una diminuzione di PCr e ad un accumulo di Cr. Nello stesso tempo il taglio della APP nel peptide AR impedisce
la translocazione della mtCK verso il mitocondrio (3) limitando la produzione di PCr mitocondriale. La supplementazione
in creatina (4) permette di ripristinare il contenuto intracellulare di creatina. Estratto da Adhihetty et al. %

Nel morbo di Parkinson (PD), la Cr € in grado di limitare la tossicita indotta dal’lMPTP nei modelli
animali di PD %, limitando la perdita dei neuroni dopaminergici della substantia nigra e quindi la
deplezione di dopamina. L'MPTP agisce a livello mitocondriale inibendo in modo selettivo il
complesso | della catena di trasporto degli elettroni °* e di conseguenza producendo ROS che
inattivano la mtCK e la convertono nella forma dimerica (fig.16). La Cr agisce ,come nel caso del
morbo di Alzheimer, inibendo la produzione delle specie radicaliche dell’'ossigeno, impedendo la
conversione della mtCK nella forma dimerica ,impedendo la disattivazione dell’enzima e
ripristinando il contenuto cellulare di Cr 9.

La Cr ha dimostrato ,in un test clinico di fase 2, una regressione della patologia del 50% ad un anno
dallinizio del trattamento 7. La Cr e attualmente in fase di sperimentazione clinica per i casi di PD

precoce e precocemente diagnosticato *°.
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Fig.16 : ruolo della creatina nella PD a livello mitocondriale

L’inibizione del complesso | della catena respiratoria mitocondriale aumenta la produzione di ROS che inattivano la mtCK
per dimerizzazione e diminuiscono la quantita di ATP che e necessaria per permettere la produzione di PCr. Le specie
reattive dell’ossigeno (ROS) inibiscono ugualmente l'attivita della CK. La supplementazione di creatina permette di
ripristinare il contenuto intracellulare in creatina. Estratto da Adhihetty et al. °*

Nella sclerosi laterale amiotrofica (SLA) la mutazione genetica a carico della superossido dismutasi
(SOD) produce una metallo-proteinasi mutata che non €& piu in grado di esercitare una attivita
antiossidante. Le conseguenze sono un aumento delle specie radicaliche dell’ossigeno ma anche
una diminuzione dell’attivita dei complessi della catena di trasporto, che portano a modificazioni
morfologiche dei mitocondri e a una successiva inattivazione della mtCK (fig.17). Nei modelli animali
di SLA I'utilizzo di creatina ha mostrato una attivita neuroprotettiva verso i motoneuroni, limitandone
la mortalita °8. Studi NMR hanno messo in luce che il supplemento di Cr a 15gr/die nella SLA porta
non solo ad un aumento del segnale di Cr ma anche ad una diminuzione del glutammato e della
glutammina °°. La Cr permetterebbe infatti la ricaptazione del glutammato dallo spazio sinaptico,
fornendo I'energia necessaria per questo processo; questo porterebbe ad una diminuzione dei livelli
di amminoacidi eccitatori nella sinapsi, limitando la depolarizzazione post-sinaptica, I'entrata del

sodio e ripristinando I'omeostasi del calcio, cosi da limitare gli effetti eccitotossici.
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Amyotrophic Lateral Sclerosis
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Figura 17 : ruolo della creatina nella SLA a livello mitocondriale

La mutazione del gene che codifica per la SOD1 porta ad una diminuita attivita antiossidante con conseguente aumento
delle specie radicaliche dell'ossigeno (ROS) (1 e 2). Questi inoltre inattivano la mtCK tramite la conversione nella sua
forma dimerica ed inibiscono la CK citosolica portando ad una diminuzione della produzione di PCr. La supplementazione
di creatina permette il ripristino del contenuto intracellulare di creatina. Estratto da Adhihetty et al. %

Nella malattia detta Corea di Huntington (HD), per la quale la Cr & attualmente in fase di
sperimentazione clinica %, la proteina mutata huntingtina implicata in diverse funzioni mitocondriali
e non (trasporto intracellulare, trasduzione del segnale) %, genera disfunzioni che portano a morte
neuronale a livello dello striato. L’huntingtina mutata diminuisce infatti 'espressione del co-fattore
PGC-1a che diminuisce 'espressione a livello genico delle proteine mitocondriali; si ha quindi una
diminuzione delle funzioni mitocondriali ed un aumento delle specie radicaliche dell’ossigeno, con
diminuita produzione di ATP °* (fig.18). | difetti enzimatici a livello del ciclo di Krebs e della
fosforilazione ossidativa appaiono contemporaneamente nel SNC e in periferia °* e nel muscolo di
avra quindi una minore concentrazione di PCr. | modelli animali di HD rappresentati dai topi
transgenici N-171-82Q e R6/2 trattati con creatina mostrano un prolungamento della sopravvivenza,
una diminuzione dell’atrofia cerebrale nei neuroni dello striato ed una diminuzione degli aggregati di
huntingtina 1°+1°2, Anche uno studio clinico ha dato risultati promettenti con la supplementazione di
Cr, mostrando una diminuzione del danno ossidativo del DNA mitocondriale, misurato tramite il suo

marker 8-idrossi-2-deossiguanidina sierica 1,
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Fig.18 ruolo della creatina nella HD a livello mitocondriale La huntingtina mutata diminuisce la quantita di cofattore
PGC-1aq, che regola I'espressione dei geni che codificano per le proteine mitocondriali. Questo porta ad una diminuzione
della sintesi di ATP e inibisce la CK. Nello stesso tempo la liberazione di specie radicaliche dell'ossigeno inattivano la
mtCK per dimerizzazione portando quindi a una minor produzione di PCr. La supplementazione di creatina permette di
ripristinare il contenuto intracellulare di creatina. Estratto da Adhihetty et al. %

Ictus cerebrale ischemico

L’ictus cerebrale ischemico consiste nella conseguenza della mancata irrorazione di una zona
cerebrale dovuta ad occlusione di un’arteria da parte di un aterotrombo o di un embolo (gassoso,
lipidico o costituito da un coagulo di sangue). Tale occlusione conduce alla formazione di una zona
ischemica (core) che non riceve piu né sangue né 0ssigeno e pertanto va incontro a morte neuronale
in pochi minuti, ed una zona periferica al core (penumbra), dove i neuroni hanno ancora disponibilita
di ossigeno e sangue per qualche ora. Una volta giunta la morte neuronale, le funzioni che sono
sotto il controllo di tali neuroni perdono la loro attivita. La linea di demarcazione tra le due zone non
€ ben definita perché l'arteria occlusa puo creare anastomosi con le arterie periferiche per supplire
alla mancata irrorazione di quelle zone. Durante situazioni di ischemia i neuroni in assenza di
glucosio ed ossigeno perdono la capacita di sintetizzare ATP, che va incontro ad esaurimento delle
scorte in breve tempo dall'inizio dell'ischemia %4, La diminuzione repentina della concentrazione di
ATP si va a riflettere in particolare sul funzionamento della pompa Na*/ K* ATPasi, che di horma
consuma circa I'80% del’ATP cerebrale 1%. Il blocco della pompa determina un influsso di ioni Na*
verso I'ambiente intracellulare, sovvertendo i gradienti ionici * e diminuendo il potenziale di
membrana (che passa da 8 mV a 15 mV o oltre), determinando il fenomeno chiamato
“depolarizzazione anossica” (DA) %. Questo evento elettrofisiologico di depolarizzazione dei
neuroni porta ad un cambiamento delle concentrazioni ioniche intra ed extracellulari ( tra cui un
aumento del Ca* intracellulare), ad un aumento del rilascio di glutammato con successiva

eccitotossicita ed a uno spostamento di pH da 7,4 a 6,75 (acidosi). Gli effetti della depolarizzazione
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anossica sono reversibili con la riossigenazione, ma l'entita del danno dipende dalla durata
dell’evento; ne consegue quindi I'importanza di ripristinare il flusso sanguigno nel minor tempo
possibile. Attualmente la terapia utilizzata per Iictus ischemico consiste in misure mediche generali
e in un ripristino dell'arteria occlusa '°’, mentre I'unico farmaco approvato per la terapia dell’ictus
negli USA ed in Europa é I'tPA (attivatore tissutale del plasminogeno ricombinante, Actilyse,
Boeringer Ingelheim), con effetto trombolitico, il quale perd va utilizzato dopo tre ore dall'insorgenza
dei sintomi a causa del suo potenziale emorragico. Non esiste ad oggi alcuna terapia in grado di
proteggere specificatamente il tessuto nervoso dagli effetti dell'ischemia. Il sistema Cr/PCr, durante
I'evento ischemico, € in grado di produrre ATP anche in assenza di ossigeno e con grande rapidita
3108 | a concentrazione cerebrale di PCr puo essere incrementata pretrattando il tessuto con Cr 4377,
come dimostrato da studi in vitro in cui fettine di ippocampo di topo incubate con concentrazioni
elevate di Cr (25 mM) hanno mostrato un incremento del loro contenuto in PCr e Cr (da 40 umol/g
a 150 pmol/g) e con lo stesso trattamento la trasmissione sinaptica si era mantenuta dopo 10 minuti
di privazione di ossigeno 7. Questa neuroprotezione era dovuta al fatto che I'utilizzo di Cr aveva
rallentato il depauperamento delle scorte di ATP iniziale: nelle fettine incubate con Cr , infatti, era
stata conservata una certa quantita di ATP ,mentre nelle fettine di controllo essa era diminuita piu
velocemente arrivando a 3,6 umol/g. In vivo la somministrazione di Cr direttamente nel ventricolo
cerebrale (quindi garantendone l'arrivo ad alte dosi e in modo rapido), riduce il danno neuronale in
ratti soggetti ad ischemia cerebrale, anche se somministrata successivamente all’evento ischemico
19 L a modificazione della Cr in modo da renderla piu lipofila ne mantiene gli effetti benefici
neuroprotettivi 11111 e potrebbe quindi essere un modo per rendere pill rapido ed efficiente il suo

accesso al SNC e per proteggere il tessuto neuronale dagli eventi ischemici.

Le sindromi da deficit cerebrale di creatina

Le sindromi da deficit cerebrale di creatina (CCDS) %114 sono un gruppo di tre patologie ereditarie
riguardanti sintesi e trasporto della Cr, che portano come conseguenza a una diminuita o assente
concentrazione di Cr e PCr a livello cerebrale *°. La sintomatologia non & specifica di tali patologie
e ed é costituita da disturbi neuronali che compaiono gia dalla prima infanzia e che possono essere
variamente associati tra di loro, tra cui ritardo mentale, iperattivita, autolesionismo, disturbi
extrapiramidali del movimento, disturbi del linguaggio, autismo ed epilessia 112116117 Due di queste
patologie riguardano difetti enzimatici ,il deficit di AGAT 8 e il deficit di GAMT !9 che alterano
rispettivamente la prima e la seconda tappa della biosintesi della Cr e sono trattabili con trattamenti
continui di Cr '%; la terza patologia consiste nel deficit del trasportatore SLC6A8 21122 e ad oggi &
ancora una patologia incurabile, dato che la creatina non puo essere assorbita vista la mancanza
del trasportatore. | difetti enzimatici sono trasmessi con modalitd autosomica recessiva, mentre il
difetto del trasportatore con modalita X-linked. La prima di queste patologie ad essere stata descritta

e il deficit di GAMT nel 1994 ° mentre le altre due sono state individuate all’inizio degli anni 2000.
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Sono malattie rare: sono stati individuati 52 pazienti affetti dal deficit di GAMT, 7 pazienti con deficit
di AGAT ed un centinaio affetti dal deficit di SLC6A8 '2, che quindi risulta essere, tra le tre, la piu
frequente anche se si suppone che il numero di pazienti ad oggi segnalato sia sottostimato 3.

Deficit di AGAT

Il deficit di AGAT e una patologia dovuta ad una mutazione del gene localizzato sul cromosoma
15g15.3 che si trasmette con modalita autosomica recessiva e che porta ad un difetto enzimatico
che inibisce la prima tappa della biosintesi della Cr 18123 | Si @ mostrata efficace nella cura di questo
disturbo la somministrazione di amminoacidi precursori della Cr, che portano ad un aumento della
concentrazione di Cr intracerebrale e di conseguenza ad un miglioramento dei sintomi. Anche la
somministrazione di Cr monoidrato inizialmente ad alto dosaggio (400 mg/Kg/die) e poi diminuita
gradualmente si € rivelata efficace nel’aumentare il contenuto di Cr cerebrale. Il trattamento pre-
sintomatico in neonati si € mostrato in grado di garantire uno sviluppo cerebrale normale,
impendendo quindi la comparsa dei sintomi. L'utilizzo di Cr incontra perd l'ostacolo del basso

assorbimento a livello del SNC nonostante la presenza del trasportatore 6.

Deficit di GAMT

Il deficit di GAMT riguarda un difetto genetico a livello del cromosoma 19p13.3 che si trasmette con
modalita autosomica recessiva e che comporta una inibizione della seconda tappa della biosintesi
della Cr 11°. Le manifestazioni fenotipiche di tale difetto riguardano soprattutto episodi epilettici e di
ritardo nello sviluppo del linguaggio 24126, Sj & mostrata efficace per il trattamento di questo disturbo
la somministrazione di creatina monoidrato ad alte dosi (da 350 fino a 2000 mg/Kg/die), anche se
persistono sintomi neurologici in quanto nei pazienti si riscontra una elevata concentrazione di GAA
nei fluidi biologici. Per ovviare a questo inconveniente sono state aggiunte all’integrazione di Cr altre
due strategie: la somministrazione di ornitina per inibire I'attivita del’AGAT tramite feedback negativo
e l'esclusione dalla dieta di arginina (substrato dellAGAT). Con la combinazione di queste tre
strategie si puo ottenere un miglioramento della sintomatologia dei pazienti, specialmente se trattati

precocemente 14127,

Deficit del trasportatore SLC6A8

Il deficit del trasportatore SLC6A8 2! & dovuto ad una mutazione a carico del gene che codifica per
il trasportatore della Cr, situato sul cromosoma X . | maschi affetti da questa mutazione sono quindi
sempre omozigoti e manifestano la malattia con sintomi neurologici con elevata gravita quali ritardo
mentale e dellacquisizione del linguaggio, deficit dell’attenzione, epilessia, microcefalia, atrofia
cerebrale, mentre le femmine sono piu spesso eterozigoti e possono essere portatrici sane oppure
manifestare, nel 50% dei casi, gli stessi sintomi neurologici ma di gravita inferiore rispetto agli
omozigoti 28129 Piu frequentemente si riscontrano in tali pazienti disturbi del comportamento,

dell’'apprendimento o una epilessia farmaco-resistente 12812°, | a patologia rappresenta una delle piu
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comuni cause di ritardo mentale X-linked ed e la piu frequente tra le tre CCDS. La mutazione porta
ad una assenza 0 a una inattivita del trasportatore SLC6A8, con la conseguenza che la Cr
plasmatica non puo attraversare la BEE e quindi non raggiungere il cervello 2. A livello del SNC
vengono inoltre impediti gli scambi di metaboliti tra i neuroni che sono in grado di sintetizzare Cr o
GAA e quelli che li utilizzano ¢, con la conseguenza che la sintesi di Cr a livello cerebrale &
compromessa depauperando le scorte di creatina. La mancanza di tali riserve energetiche a livello
del SNC provoca la comparsa della sintomatologia neurologica. La concentrazione di Cr nel liquido
cefalo-rachidiano risulta normale, probabilmente come conseguenza di un deficit nella ricaptazione
di Cr conseguente ad un suo rilascio, mentre il muscolo scheletrico ,che in alcuni pazienti risulta
essere atrofico ed ipotonico, va incontro nel tempo ad un processo adattativo aumentando il suo
contenuto in glicogeno. Come risposta alla carenza di Cr, infatti, il tessuto muscolare dei soggetti
affetti da deficit di SLC6A8 aumenta la sua produzione di ATP tramite la glicolisi ed il metabolismo
aerobico, permettendo quindi un funzionamento normale delle fibre contrattili. 3° Cid non pud
avvenire a livello del SNC, dove una risposta adattiva richiederebbe un tempo troppo lungo per le

necessita energetiche rapide ed intense del tessuto cerebrale.

diagnosi delle CCDS

Vista la non specificita dei sintomi neurologici delle CCDS, & dapprima necessaria una diagnosi
differenziale in cui si devono considerare patologie che portano a deficit secondari di Cr cerebrale
quali lesioni vascolari cerebrali, disfunzioni del ciclo dell’'urea ! e I'atrofia girata della retina 1%2. Si
procede poi con una quantificazione di Cr e dei suoi metaboliti nel sangue e nelle urine, che permette
di effettuare anche una prima distinzione tra le tre CCDS in base ai diversi valori dei markers
diagnostici (creatina, creatinina e acido guanidin acetico). Tutte e tre le sindromi hanno in comune
una bassa concentrazione di creatina cerebrale, ma i livelli plasmatici ed urinari dei metaboliti
variano in base al tipo di patologia 3134 La creatina ed il GAA mostrano livelli plasmatici
generalmente nella norma nel deficit di SLC6A8, mentre si ha una elevata concentrazione di creatina
e creatinina a livello urinario, che ne determina quindi il marker diagnostico. Per quanto riguarda il
deficit di AGAT, esso e caratterizzato da bassi livelli di creatina e GAA sia plasmatici sia urinari;
infine il deficit di GAMT presenta una elevata concentrazione di GAA urinario mentre i valori della
creatina plasmatica ed urinaria sono piu bassi della norma 33134 | dosaggi biochimici dei metaboliti
possono essere effettuati tramite HPLC o con spettrometria di massa su campioni di urine o sangue
eparinato 413, Per determinare invece I'assente o diminuita concentrazione di Cr cerebrale si
ricorre alla risonanza magnetica cerebrale, tecnica non invasiva di neuro-imaging che permette di
identificare e quantificare i metaboliti di interesse, in questo caso la creatina, in un volume definito
di tessuto biologico, misurando il segnale di risonanza magnetica generato dai protoni *H in risposta

a degli impulsi di radiofrequenza (fig.19).
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Fig.19 analisi di risonanza magnetica a protoni del primo paziente affetto da deficit del trasportatore della
creatine.(a) MRS (spettroscopia a risonanza magnetica) della sostanza bianca: si osserva un diminuito segnale della
Creatina, mentre quello di NAA (N-acetil-aspartato) e Cho (colina) risultano essere nella norma (b) MRI (imaging a
risonanza magnetica) (c) MRS : segnali normali di Cr, Cho e NAA di un soggetto sano. Estratto da Joseph F. Clark & Kim
M. Cecil Pediatric Research (2015) 77, 398—405 do0i:10.1038/pr.2014.203

Nel caso del deficit di SLC6A8 e stato messo a punto un metodo diagnostico da Salomons e
collaboratori nel 2001 2, in cui colture di fibroblasti di pazienti affetti da SLC6A8 erano incubate per
24 h con diverse concentrazioni di creatina (100 pM, 250 uM e 500 uM) per valutarne l'uptake,
assieme a colture di fibroblasti di controllo. Il contenuto in Cr intracellulare dei fibroblasti di controllo
aumentava a tutte le concentrazioni, mentre il livello di Cr intracellulare dei fibroblasti dei pazienti
aumentava soltanto alla concentrazione di 500 uM (concentrazione fortemente al di sopra dei livelli
fisiologici) e tale uptake non variava con la presenza nel mezzo di incubazione di GPA (I'inibitore del
trasportatore SLC6A8). Nei fibroblasti di controllo, invece, la presenza di GPA faceva diminuire
'uptake di creatina. |l fatto che la presenza dell'inibitore non influenzasse I'assorbimento di Cr da
parte dei fibroblasti dei pazienti dava la conferma che il trasportatore SLC6A8 non fosse funzionante
e pertanto si poteva ipotizzare un meccanismo di diffusione passiva o di passaggio della Cr mediante
altre proteine trasportatrici *1. Per avere la conferma della patologia si ricorre poi all’analisi
molecolare del gene che codifica per la proteina di interesse. In questo modo si pud anche
riconoscere l'origine della mutazione genetica (somatica o de novo) mediante il confronto con le
sequenze genetiche dei parenti prossimi, ad esempio dei genitori. Nel caso del deficit di SLC6A8
sono state ad oggi riconosciute pit di una ventina di mutazioni 11213613 considerate patologiche, ma
la precisa correlazione tra ciascuna di esse e le conseguenti alterazioni nel funzionamento del

trasportatore & ancora da indagare.
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effetti collaterali nella somministrazione di creatina

La creatina non rientra nella regolamentazione dei farmaci in quanto & considerata un integratore
alimentare nonostante il suo potenziale terapeutico e la sua azione anabolizzante. Presente sul
mercato statunitense dal 1993 ¥, in Europa é stata approvata solo nel 2004 e viene considerata un
agente dopante nell’etica sportiva. Per gli atleti si raccomanda I'assunzione massima di 2-3 g/die
(EFSA Journal, 2004). E stato ipotizzato un suo potenziale cancerogenico per essere la molecola
precursore di ammino-imidazo-areni e di nitrosoammine, ma queste ipotesi non sono mai state
appurate 7°. E stato riportato in letteratura qualche caso di disfunzione renale di alcuni atleti che
abusavano di creatina %21 & stato infatti dimostrato che un dosaggio elevato (20g/die) porta
all’escrezione urinaria di molecole citotossiche quali la metilammina e la formaldeide, associate allo
sviluppo di nefropatie 4. L'utilizzo di creatina & quindi attualmente considerato privo di rischio dato
il gran numero di utilizzatori ° e la minima percentuale riportata di effetti collaterali (diarrea, sete,
senso di gonfiore allo stomaco e crampi). Negli USA circa il 40% degli atleti universitari fanno infatti
uso quotidiano di creatina senza alcun controllo medico. Tuttavia gli studi tossicologici non hanno
mai mostrato segno di tossicita né acuta né subacuta, pertanto un dosaggio di attacco di 20g/die
seguito da una dose di mantenimento di 2-5 g/die & attualmente considerata senza rischi per la

salute °.

PARTE 2: PROBLEMI DELLA SOMMINISTRAZIONE DELLA CREATINA E STRATEGIE
TERAPEUTICHE SVILUPPATE

1.3 ATTRAVERSAMENTO DEI FARMACI DELLE BARRIERE CELLULARI

I farmaci somministrati nellorganismo sono soggetti a meccanismi di passaggio delle barriere
cellulari, sia durante la fase di assorbimento sia nella fase di distribuzione tra i diversi compartimenti
corporei di cui uno lipidico e quattro acquosi : fluidi interstiziali, plasma, fluidi intracellulari, fluidi
transcellulari. Nella fase di assorbimento il farmaco, a seconda della via di somministrazione, deve
attraversare una barriera cellulare per raggiungere il circolo sanguigno; nel caso di farmaci
somministrati per via orale, il farmaco dovra passare nel lume intestinale e da li arrivare nel torrente
circolatorio. In questo caso la barriera cellulare da attraversare separa il compartimento
extracellulare da quello intracellulare ed e costituita da un tessuto epiteliale, formato quindi da un
doppio strato di cellule, uno interno ed uno esterno.ll farmaco dovra successivamente attraversare
anche 'endotelio dei vasi sanguigni. L’endotelio vascolare ha una diversa permeabilita da tessuto a
tessuto e gli spazi tra le cellule sono costituiti da una matrice proteica che filtra le molecole piu grandi
(80.000-100.000 Da). In alcuni organi come il SNC le cellule sono unite da giunzioni serrate e

'endotelio & rivestito dai periciti (cellule periendoteliali); in altri organi invece si ha un endotelio
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fenestrato che permette il passaggio delle molecole , come a livello delle ghiandole dove gli ormoni
devono facilmente entrare o uscire dal flusso sanguigno. Nella fase di distribuzione il farmaco si
muove tra i vari compartimenti acquosi attraversando barriere cellulari lipidiche; tipico esempio & il
passaggio dal compartimento extracellulare a quello transcellulare attraverso la barriera
ematoencefalica. Il movimento dei farmaci tra i vari compartimenti acquosi durante I'assorbimento e
la loro distribuzione avviene quindi mediante il passaggio attraverso membrane lipidiche (mucosa
gastrointestinale, placenta, BEE ecc.) che ne determina la biodisponibilita a livello degli organi
bersaglio 4.

membrane cellulari

Le membrane cellulari sono costituite da un doppio strato fosfolipidico contenente diverse proteine,
una piccola quantita di glucidi e molecole di colesterolo. Il passaggio delle molecole attraverso le
membrane cellulari pud avvenire mediante diversi meccanismi, di cui i piu utilizzati dai farmaci sono
principalmente due: la diffusione tramite i lipidi e il trasporto mediato da trasportatori. Le molecole
apolari presentano una elevata solubilita nei lipidi, che a temperatura corporea sono allo stato
liquido, e percio diffondono liberamente attraverso le membrane cellulari. Il numero di molecole di
farmaco che attraversano la membrana per unita di superficie e nell’'unita di tempo é determinata
dal gradiente di concentrazione del farmaco ai due lati della membrana e dal coefficiente di
permeabilita P che a sua volta dipende principalmente dalla ripartizione della molecola tra la
membrana e 'ambiente acquoso; si pud quindi dedurre che la permeabilita della membrana verso
un determinato farmaco é strettamente correlata dalla solubilita del farmaco nei lipidi della
membrana stessa. La liposolubilitd del farmaco &€ un parametro che permette in molti casi di
prevedere la biodisponibilita del farmaco stesso a livello di diversi organi. Un altro fattore che
influenza la permeazione delle membrane ¢ il rapporto, nei fluidi biologici, tra la forma ionizzata e
guella non ionizzata del farmaco, qualora i farmaci siano acidi o basi deboli. Tale rapporto é
determinato dal pH del compartimento in cui si trova il farmaco e dalla costante di dissociazione pKa
ottenuta dall’equazione di Henderson-Hasselbach e che varia in funzione del pH. La forma ionizzata
dei farmaci presenta un grado di liposolubilita estremamente basso e quindi essa non & in grado di
passare la membrana cellulare per diffusione, ma solo tramite un trasportatore. La forma non
ionizzata e invece , nella maggior parte dei casi molto liposolubile e diffonde agevolmente nello
strato lipidico. L'influenza del pH determina anche uno spostamento dei farmaci tra i compartimenti
acquosi che presentano differenza di pH e un conseguente accumulo dei farmaci acidi nei distretti
cellulari a pH basico e viceversa secondo il fenomeno del cosiddetto “intrappolamento ionico”. Il
gradiente di concentrazione del farmaco ai due lati della membrana & anch’esso un fattore
importante nella permeabilita, in quanto un suo aumento determina in modo direttamente
proporzionale un aumento del passaggio del farmaco. Per quanto riguarda il trasporto dei farmaci

mediante i trasportatori, molte membrane cellulari sono dotate di meccanismi di trasporto
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specializzati per internalizzare o espellere molecole. Il trasportatore pud essere una proteina
transmembrana detta carrier, che lega il farmaco e lo porta allinterno della membrane; se il trasporto
avviene secondo la direzione del gradiente elettrochimico del farmaco tra i due lati della membrana
e non si ha I'utilizzo di fonti energetiche il processo e detto diffusione facilitata. Se invece il trasporto
viene condotto grazie all’'utilizzo di una fonte energetica quale Tidrolisi di ATP o I'accoppiamento ad
un altro gradiente elettrochimico, il processo puo anche avvenire contro gradiente del farmaco e
prende il nome di trasporto attivo. Entrambi questi processi sono soggetti a saturazione e quindi

vanno incontro ad una velocita massima di trasporto quando tutti i siti sono occupati dal farmaco. !4

|la barriera ematoencefalica

La barriera ematoencefalica € una complessa struttura che separa il circolo sanguigno dal SNC, con
lo scopo di proteggere quest’ultimo e di regolare selettivamente il flusso di sostanze in entrata e in
uscita da e verso il flusso sanguigno. Essa costituisce quindi una barriera fisica, metabolica e
strutturale; la sua esistenza é stata prima indagata nel 1885 da Paul Ehrlich che aveva osservato
come un colorante somministrato per via endovenosa raggiungeva tutti i tessuti ma non era in grado
di penetrare nel tessuto cerebrale #2 ed in seguito il suo studente Goldman rilevo I'esistenza di una
barriera impermeabile all'ingresso dei farmaci nel cervello. La barriera ematoencefalica é costituita
da diversi tipi di cellule che formano una unita neurovascolare: cellule endoteliali cerebrali, unite tra
di loro da giunzioni serrate formando un tessuto continuo; i peduncoli astrocitari che avvolgono
I'endotelio; i periciti (cellule connettivali contrattil). La BEE & assente a livello degli organi
circumventricolari, dove I'endotelio & fenestrato per permettere il passaggio di ormoni e
neurotrasmettitori e per controllare la composizione del fluido cefalorachidiano 3. La struttura
dell’endotelio cerebrale mostra delle caratteristiche che lo contraddistinguono da tutti gli altri organi:
la membrana basale sottostante le cellule endoteliali ed i periciti & costituita da una matrice proteica
contenente collagene di tipo IV, laminine e fibronectine ed é rivestita dalle estroflessioni degli
astrociti 44146 Studi in vitro hanno rilevato che la presenza dei peduncoli astrocitari & fondamentale
per la formazione delle giunzioni serrate tra le cellule endoteliali, in quanto essi rilasciano fattori
chimici che ne permettono la stretta adesione '*’. Le giunzioni serrate a livello luminale delle cellule
endoteliali sono costituite da proteine (claudine, occludine) che impediscono il passaggio
paracellulare delle molecole e formano una rete proteica di collegamento con il citoscheletro di
actina 8; le giunzioni aderenti sono invece costituite da una forte interazione tra le proteine
caderine, espresse sulla superficie delle cellule, e le catenine, espresse nella matrice extracellulare;
le giunzioni comunicanti regolano invece il passaggio di segnali chimici ed elettrici tra le cellule
adiacenti. La BEE permette il passaggio di ossigeno, anidride carbonica ed altre piccole molecole
lipofile '4°. Essa €& in grado di regolare il passaggio dei nutrienti, del’acqua e degli ioni. Esistono

diverse vie possibili per attraversare la BEE:
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¢ la diffusione passiva (via transcellulare) per piccole molecole lipofile

e la via paracellulare per piccole molecole idrofile

e la via endocitotica mediata da recettori o tramite riconoscimento di fosfolipidi di
membrana

e trasporto mediato da carrier (glucosio).

| trasportatori sono generalmente collocati sia sul lato luminale sia sul lato basale della membrana
endoteliale e possono effettuare trasporto unidirezionale o bidirezionale (influsso o efflusso) *°. Le
principali famiglie di trasportatori ad elevata specificita di substrato che sono numerosi a livello della
BEE sono la famiglia SLC (di cui fanno parte i trasportatori del glucosio GLUT1 , i trasportatori degli
aminoacidi cationici CAT e i trasportatori di glicina e taurina, rispettivamente SLC6A9 e SLC6A6) e
la famiglia ABC (ATP-binding cassette), che comprende proteine di efflusso quali la glicoproteina P
e la MRPs (multidrug-resistance associated proteins), responsabili dell’efflusso di farmaci e quindi
dello sviluppo di resistenze ai trattamenti 1*°. Il trasportatore SLC6A8 della creatina e ritenuto essere
un trasportatore di influsso localizzato all’interfaccia tra la cellula endoteliale ed il peduncolo
astrocitario, ed e presente sia a livello luminale sia abluminale della cellula endoteliale ma manca
sul versante esterno degli astrociti *°!. La BEE costituisce inoltre una barriera con delle proprie
funzioni metaboliche. Le cellule endoteliali della BEE esprimono infatti tutta una serie di enzimi in
grado di metabolizzare i profarmaci (un esempio € costituito dalla L-dopa che viene convertita a
dopamina a livello dell’endotelio tramite I'enzima L-dopa-decarbossilasi) °2 ed inoltre & stata
individuata una stretta correlazione metabolica tra gli astrociti (che rivestono il 99% dell’endotelio
vascolare) e le cellule endoteliali 1°3. Essi infatti sono coinvolti nell’'espressione delle giunzioni serrate
e nell’espressione dei trasportatori e degli enzimi grazie ai fattori astrocitari da essi rilasciati e
controllano il flusso sanguigno cerebrale ***; i periciti sono invece coinvolti nello sviluppo della
matrice extracellulare 52154155 || cervello & inaccessibile alla maggior parte dei farmaci (98%) in
quanto caratterizzati da solubilita lipidica insufficiente per superare la BEE *%'%7, | farmaci che
riescono a passare la BEE per via transcellulare sono altamente lipofili. Per stabilire la possibilita
che un farmaco attraversi tale membrana si fa riferimento alla “regola del cinque di Lipinski” : esiste
una correlazione tra la velocitd con cui il farmaco attraversa la BEE ed il suo coefficiente di
ripartizione ottanolo/acqua per valori positivi fino a cinque °8. Il passaggio della BEE da parte del
farmaco & anche limitato dalla sua dimensione (PM > 500 Da) **°, dalla presenza di legami in grado
di ruotare liberamente *° e dalla capacita di formare piu di sei legami Idrogeno **° . La condizione
ottimale per un farmaco per I'attraversamento della BEE é quella di essere tanto lipofilo da poterla
attraversare in forma di profarmaco, essere poi convertito a livello della cellula endoteliale nella sua
forma attiva piu idrofila che ne garantirebbe alte concentrazioni a livello del SNC, senza distribuirsi
a livello periferico %° .La creatina e di per sé una molecola polare che quindi riesce ad attraversare

la BEE solo tramite il proprio trasportatore specifico ed il suo passaggio &€ estremamente lento e
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difficoltoso, complicato anche dal fatto che non e presente il trasportatore sul lato esterno degli
astrociti. Una volta entrata nel SNC essa pud passare le membrane neuronali solo nuovamente

tramite il suo trasportatore .

approcci per migliorare I'attraversamento dei farmaci della BEE

strategie per superare |'ostacolo della BEE

Esistono diverse modalita con cui € possibile somministrare farmaci aggirando I'ostacolo della BEE;
la prima consiste nella somministrazione intracerebrale, che puo essere effettuata per iniezione nel
liquido cefalorachidiano (iniezione intratecale), oppure per iniezione nei ventricoli cerebrali (iniezione
intraventricolare).Queste vie di somministrazione sono utilizzate per farmaci quali anestetici
(lidocaina e derivati), analgesici (morfina e derivati), baclofene utilizzato nel trattamento della
spasticita della sclerosi a placche, metotrexato utilizzato in chemioterapia nel caso dei linfomi 61-163,
Un’altra modalita € la via tramite i nervi olfattivo e trigemino che innervano la cavita nasale, che
permette una comunicazione diretta con il cervello %4, Tali vie di somministrazione non possono
comunqgue essere considerate nel caso dei derivati della creatina, in quanto non € ancora nota
I'entita della diffusione cerebrale a partire dal punto diiniezione . Un secondo approccio per superare
I'ostacolo della BEE & rappresentato dall’apertura transitoria delle giunzioni serrate, che pud essere
effettuata tramite modulatori delle giunzioni serrate, apertura osmotica o l'utilizzo di tecniche di
accoppiamento di ultrasuoni e microbolle. | modulatori delle giunzioni serrate sono stati individuati
durante uno screening che ha permesso di identificare una serie di sostanze aventi come bersaglio
i peptidi espressi dalle giunzioni serrate; i pil conosciuti sono i derivati delle enterotossine dei batteri
Vibrio cholerae e Clostridium perfrigens che agiscono da tossine per la zonula occludens e i
vasodilatatori come la bradichinina, che aumenta la concentrazione degli ioni calcio liberi nella
cellula, attivando il complesso actina-miosina e distendendo le giunzioni serrate. Questi ultimi sono
stati valutati in un modello di glioma di ratto dove favoriscono la penetrazione nel cervello di
antitumorali. L’apertura osmotica consiste nella somministrazione intracarotidea di soluzioni
iperosmotiche (mannitolo o arabinosio), che porta ad una differenza di pressione osmotica e
modifica quindi il flusso di acqua a livello delle cellule. Questa procedura sembra aumentare la
permeabilita degli antitumorali nel SNC %, La tecnica degli ultrasuoni accoppiata alla tecnica delle
microbolle utilizza invece delle microbolle cariche di un gas pesante, I'esafluoruro di zolfo Sonovue®
e ha mostrato dei risultati interessanti in termini di apertura transitoria della BEE ¢1¢7, Tuttavia
'apertura della BEE in queste condizioni non € ancora un processo perfettamente controllato e
questo potrebbe comportare dei rischi nella limitazione dell’accesso di sostanze tossiche nel cervello
ed inoltre € necessario controllare il tempo di permeabilita della BEE limitandolo al picco di

concentrazione plasmatica del farmaco.
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strategie che sfruttano le caratteristiche della BEE

Un ulteriore approccio € rappresentato dalla possibilita di sfruttare le caratteristiche funzionali e
strutturali della barriera stessa. L’inibizione delle pompe di efflusso, ad esempio, & una metodica
utilizzata per aumentare la permeabilita degli antiretrovirali verso il cervello mediante 'azione di
inibitori competitivi delle pompe di efflusso. Un altro approccio & quello che utilizza i CPP (Cell-
penetrating peptides), un gruppo di piccoli peptidi costituiti da meno di 30 aminoacidi che legati ad
altre molecole ne favoriscono la permeazione cellulare 8,

Un’altra metodica sfrutta i numerosi trasportatori espressi a livello dell’endotelio della BEE, in modo
tale da attuare un riconoscimento ligando-recettore, con successiva internalizzazione del complesso
all'interno del lume endoteliale e quindi un rilascio per esocitosi della molecola %,

Sono stati descritti procedimenti di internalizzazione di farmaci mediante i recettori della transferrina,
dell'insulina e delle lipoproteine. Nel caso del trasportatore dell’'insulina, ad esempio, & stato messo
a punto un metodo diagnostico per la malattia di Alzheimer che utilizza un anticorpo monoclonale
che riconosce il recettore dell'insulina accoppiato ad un peptide B-amiloide .

Un altro approccio utilizzato & quello dell'utilizzo delle nanoparticelle come vettori di principi attivi;
esse possono attraversare la BEE tramite il processo detto EPR (enhanced permeability and
retention) cioe un aumento della permeabilita vascolare in presenza di processi inflammatori o tumori
170 oppure mediante il riconoscimento dell’anticorpo sulla superficie del nanovettore con il recettore
e il successivo rilascio del farmaco nel lume endoteliale.

L’ultimo metodo considerato &€ 'aumento della lipofilia dei farmaci che devono attraversare la BEE.
Tale obiettivo pud essere ottenuto modificando la struttura chimica di una molecola aggiungendo,
per esempio, gruppi funzionali che possano aumentarne la lipofilia e quindi il logP, per favorirne il
passaggio della BEE molto pit agevolmente 171172,

La diacetilmorfina, ad esempio, conosciuta anche con il nome di eroina, attraversa la BEE 25 volte
piu facilmente della morfina, avendo un logP di 1,12 contro quello della morfina di 0,2 173, Assieme
all’'aumento della lipofilia della molecola va comunque anche considerata la massa molecolare che

deve essere inferiore a 500 Da per ottenere un buon risultato.

1.4 STRATEGIE TERAPEUTICHE SVILUPPATE PER RISOLVERE | PROBLEMI DI DEFICIT DELLA
CREATINA

trattamento con creatina monoidrato

Il trattamento con creatina monoidrato viene utilizzato con successo nei pazienti affetti da deficit
enzimatici della biosintesi di creatina, mentre per il deficit del trasportatore la somministrazione di
creatina monoidrato si & mostrata efficace solo nel caso in cui i pazienti fossero eterozigoti, in cui si
e infatti verificato un miglioramento del linguaggio e dell'umore associati ad un aumento della

creatina cerebrale e plasmatica ", Nel caso di pazienti omozigoti invece la somministrazione di
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creatina della durata di diversi mesi ad alte dosi (250-750 mg/kg/die) non ha fornito alcun
miglioramento dello stato clinico 3+122128.175-178 |ngltre, ripetute somministrazioni di creatina per
diversi anni non hanno sortito alcun effetto positivo né a livello sintomatico né a livello di aumento di
concentrazione di creatina cerebrale 178, In questo caso tuttavia, sono stati evidenziati ,nei bambini,
effetti positivi a livello della funzione muscolare, con un aumento di peso e di altezza, mentre negli
adulti un trattamento a lungo termine previene l'insorgenza delle complicazioni della malattia che

sopraggiungono con 'aumento dell’eta, come miopatie e disfunzioni intestinali 178.

amminoacidi precursori

Gli amminoacidi precursori della biosintesi della creatina possono attraversare la BEE ed entrare a
far parte della sintesi in situ a livello intracerebrale. Vengono utilizzate la L-arginina a dosi di 300-
450 mg/kg/die e la L-glicina a dosi di 200 mg/kg/die. Sono stati condotti studi clinici su pazienti affetti
da deficit del trasportatore che hanno dato risultati contrastanti: alcuni infatti hanno mostrato un
miglioramento dei disturbi neurologici con un lieve aumento della creatina intracerebrale 1"817°; per
altri invece non é stato rilevato alcun miglioramento dei sintomi 8181 Tale fenomeno potrebbe
essere spiegato con il fatto che in assenza di trasportatore funzionante vengano meno anche gli

scambi intercellulari dei precursori della creatina necessari per la sua biosintesi.

derivati della creatina

complessi creatina-Mg e fosfocreatina-Mg

| complessi creatina-magnesio e fosfocreatina-magnesio in vivo si dissociano liberando creatina e
fosfocreatina ed esercitando una attivita neuroprotettrice in un modello sperimentale di topo una
volta somministrati per iniezione intraperitoneale!®?. In vitro portano ad un aumento della
concentrazione di creatina in fettine di ippocampo di topo dopo tre ore di incubazione, anche in
condizioni di inibizione del trasportatore 1% Tutti questi effetti sono proporzionali al’aumento della

concentrazione di creatina cerebrale ©°.

derivati esterei della creatina

Sono stati studiati finora due diversi esteri della creatina : I'estere etilico e I'estere benzilico. | due
composti, essendo derivati piu lipofili della creatina stessa, riescono a passare la BEE ed una volta
allinterno delle cellule cerebrali vengono sottoposti all'azione delle esterasi liberando creatina.
L’estere benzilico della creatina determina un aumento del contenuto di creatina nelle fettine di
ippocampo di topo anche con un pretrattamento con acido guanidinpropionico (noto inibitore del
trasportatore), tuttavia la sua emivita di circa 45 minuti alla temperatura di 37°C ne limita I'utilizzo
110, ’estere etilico della creatina induce un aumento di concentrazione di creatina e fosfocreatina
nelle fettine di ippocampo di topo in tre ore dall'incubazione. Tale aumento si riscontra anche in
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condizioni di trasportatore bloccato 8 .Pur essendo in grado di attraversare le membrane cellulari
dei fibroblasti di pazienti affetti dal deficit del trasportatore 8%, 'estere etilico della creatina e stato
anche testato in studi clinici di pazienti affetti da tale deficit, ma oltre a non aver sortito alcun
miglioramento a livello dei sintomi neurologici non ha determinato un aumento della concentrazione
plasmatica e cerebrale di creatina 3, L’assenza di effetti positivi da parte della molecola potrebbe
essere dovuta ad una idrolisi seguita da ciclizzazione a creatinina che essa subisce in modo
spontaneo a pH fisiologico (si sono infatti individuati nei soggetti alti livelli di creatinina plasmatica
che rafforza questa ipotesi). La creatina etilestere presenta infatti una emivita estremamente bassa
in mezzo fisiologico a pH 7,4 (circa 6 minuti), mentre & molto stabile a pH=1 (emivita di 570 ore) %
L’idrolisi da parte delle esterasi plasmatiche, che” in vivo” convertono rapidamente la molecola ad
alcol etilico e creatina, potrebbe impedire il passaggio della BEE in assenza del trasportatore 8¢
Tale molecola esercita una azione neuroprotettiva paragonabile a quella della creatina stessa ma
non e sufficientemente lipofila da attraversare la BEE in condizioni di blocco del trasportatore; non
risulterebbe quindi adatta per trattare il deficit di SLC6A8 182 E’ sorta quindi la necessita di aumentare
la lipofilia di tale derivato per renderlo in grado di attraversare le membrane cellulari in modo
indipendente dal trasportatore della creatina e meno soggetto alla ciclizzazione a creatinina, per
trovare un potenziale derivato utile nella terapia del deficit del’'SLC6A8 e di altre malattie
neurologiche.

Risultati estremamente positivi si sono ottenuti invece dalla somministrazione dell’estere etilico della
creatina in soggetti sani, tanto che essa & un prodotto gia presente sul mercato utilizzato dagli
sportivi allo scopo di aumentare il livello atletico e la forza muscolare.

Uno studio clinico su soggetti sani trai 18 ed i 24 anni ha inoltre evidenziato che l'utilizzo con estere
etilico della creatina migliora il rendimento intellettuale, la memoria, il pensiero logico, i tempi di
reazione e i processi cognitivi, soprattutto quelli di maggiore complessita. Lo studio non ha
evidenziato alcun effetto collaterale nei soggetti trattati 87,

Sono stati anche sintetizzati esteri della creatina con catene alifatiche piu lunghe, per aumentarne
la lipofilia,descritti in brevetti (tra cui US2003/0212130 e US 2005/6897334) in particolare I'estere
dodecilico della creatina si € rivelato un profarmaco in grado di attraversare le membrane dei
fibroblasti di pazienti affetti dal deficit del trasportatore e una volta nello spazio intracellulare viene

idrolizzato dalle esterasi liberando creatina (EP1235/2002).

derivati amminoacidici della creatina

Sono stati preparati diversi derivati amminoacidici della creatina, legati ad essa tramite un legame
ammidico, in particolare con amminoacidi esterificati 18 -Sono stati sintetizzati e studiati in vivo un
derivato della glicina (Cr-Gly-OEt), un derivato della fenilalanina (Cr-Phe-NH2), un derivato della
tirosina (Cr-Tyr-NH2) ed un derivato del GABA (Cr-GABA-OEt) 1® e tutti e quattro i composti hanno

dimostrato di esercitare una attivita neuroprotettrice, diminuendo I'area necrotica cerebrale soggetta
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ad ischemia. Sono stati anche studiati i dosaggi biochimici in fettine di ippocampo incubate con Cr-
Gly-OEt e creatina etilammina, rilevando che essi conducono ad un aumento dei livelli di
fosfocreatina e creatina nel tessuto cerebrale anche in condizioni di blocco del trasportatore
(effettuato mediante un incubazione in un mezzo privo di ione cloruro) . Un altro derivato ammidico
ottenuto dal legame della funzione carbossilica della creatina con un’altra molecola € quella di un
coniugato costituito da creatina e da un immino-zucchero (WO 2009/143630) .Altre ammidi della
creatina sono state sintetizzate e descritte in brevetti pur non essendo state immesse sul mercato;
tali derivati sono ottenuti dal legame del gruppo guanidinico della creatina con un acido carbossilico
a lunga catena che aumenta la lipofilia della molecola madre (ad es. WO 2008/101310,
US2011/0269986, WO 2009/143630).

ciclocreatina

La ciclocreatina ( acido 2-immino-1-imidazolidinoacetico) &€ un derivato commerciale della creatina
che é stato studiato in vivo su modelli animali (di topo) di deficit del trasportatore, in cui ha mostrato,
dopo un trattamento di due mesi, un aumento del segnale di fosfocreatina e ciclofosfocreatina
cerebrali °1, Ha mostrato anche proprieta nel migliorare i sintomi comportamentali, ottenendo
risultati migliori rispetto ai soggetti trattati con creatina. Sembra essere quindi in grado di attraversare
le membrane in modo indipendente dal trasportatore della creatina.

altri derivati della creatina

Sono stati anche sintetizzati derivati della creatina che non sono stati ottenuti dal legame del gruppo
carbossilico della creatina con un’altra molecola, ma tramite altri tipi di modificazioni: una strategia
e stata quella di aggiungere alla creatina gruppi funzionali a livello del gruppo guanidinico e una
esterificazione a livello del gruppo carbossilico della creatina (un esempio € la creatina etil estere
butirril derivato) per aumentarne la stabilita e la lipofilia e quindi la capacita di passaggio delle
membrane cellulari in modo indipendente dal trasportatore. Una seconda strategia é stata quella di
effettuare una salificazione della creatina con molecole idrofile tramite un legame ionico (creatina-
ascorbato; creatina-gluconato, creatina-glucosio) che agiscano da “carrier” per la creatina.'? Queste
ultime molecole sono state testate in esperimenti di elettrofisiologia, manifestando un effetto
neuroprotettivo anche in condizioni di blocco del trasportatore, facendo quindi ipotizzare il loro
attraversamento delle membrane mediante un trasportatore diverso dal’SLC6AS8, rispettivamente il

trasportatore dell’acido ascorbico ed il trasportatore degli esosi 1°2.
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PARTE 3: IMPIEGO TERAPEUTICO DELLA FOSFOCREATINA E SUA PRODUZIONE
1.5 FOSFOCREATINA COME FARMACO

Le soluzioni cardioplegiche agiscono con tre diversi obiettivi di cardioprotezione: impedire I'arresto
cardiaco, lipertermia e preservare I'energia cardiaca. Proprio per questo ultimo scopo la
fosfocreatina esogena viene prodotta con il nome di “Neoton” dalla casa farmaceutica Alfa
Wasserman S.p.A. (ltalia), ed assieme alla corvitina (quercetina idrosolubile) e al preductal
(trimetazidin), fa parte del gruppo di farmaci metabolici utilizzati nella protezione del miocardio in
aggiunta alle soluzioni cardioplegiche, allo scopo di ottenere un recupero piu rapido dopo interventi
di cardiochirurgia. In particolare il Neoton somministrato per via parenterale previene lo sviluppo di
aritmie ventricolari (soprattutto la fibrillazione ventricolare) in situazioni di ischemia acuta del
miocardio 1. La fosfocreatina infatti esercita un duplice effetto che la rende un potenziale agente
terapeutico cardioprotettivo: I'attivita di conservazione dell’energia miocardica mediante il ripristino
delle riserve di ATP e l'azione protettiva verso le membrane biologiche, legandosi ad esse ed
esercitando un forte effetto stabilizzante contro stress meccanici o ossidativi 1%,

Infatti grazie alla sua natura ionica interagisce con le teste idrofiliche dei fosfolipidi della membrana,
stabilizzando quest’ultima e diminuendone la fluidita. Il cambiamento nella consistenza del doppio
strato fosfolipidico gli conferisce una maggior resistenza a stress meccanici ed ossidativi,
prevenendo il danno causato dallischemia, I'attacco dei fattori litici e la perdita di eventuale
metaboliti intracellulari (enzimi e nucleotidi) °. Gli effetti della fosfocreatina sembrano essere di
potenziale interesse terapeutico per altre patologie cardiovascolari , tra cui in particolare
linsufficienza cardiaca, evento multifattoriale ma con una notevole componente legata al

metabolismo energetico 1.

effetti della fosfocreatina a livello cardiaco

Sempre piu spesso viene associata I'insufficienza cardiaca alla privazione delle risorse energetiche
del miocardio % e di conseguenza ad una minore conversione dell’energia chimica in energia
meccanica necessaria per la contrazione delle miofibrille. 1l cuore infatti ha un fabbisogno energetico
estremamente elevato, consumando circa 6 kg di ATP ogni giorno, ed il suo metabolismo si puo
riassumere in tre principali componenti: la captazione dei substrati energetici (glucosio ed acidi
grassi), la fosforilazione ossidativa mitocondriale che produce ATP ed infine il veicolamento ed il
consumo delle riserve di ATP %, Quest'ultimo processo viene effettuato dal sistema Cr-PCr,
essendo la PCr il sistema di trasporto dei fosfati ad alta energia dal mitocondrio ai siti della cellula
che consumano ATP 33197 | a compromissione del sistema Cr-PCr (dovuta a diminuzione dellATP
miocardico, aumento dei livelli di ADP libero, minore attivita della CK, down-regulation del
trasportatore della Cr) conduce ad una diminuzione dei livelli di ATP, fosfocreatina e creatina ed a

un aumento dei livelli di ADP circolante, effetto che porta all'inibizione di enzimi necessari per
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I'attivita della contrazione delle miofibrille. L’attivita della CK diminuisce e si ha una diminuzione del
flusso energetico allinterno della cellula; tutto questo porta a disfunzioni nella contrazione
miocardica ed in particolare ad una diminuzione dell’effetto inotropo, caratteristico dell'insufficienza
cardiaca, e ad una successiva ipertrofia miocardica'®. Il rapporto tra fosfocreatina e ATP € molto
ridotto nei pazienti che presentano questo quadro clinico e spesso pud essere un criterio
diagnostico utilizzato per la prognosi di mortalita °°. In particolare, uno studio effettuato su pazienti
con insufficienza cardiaca cronica, alcuni dei quali sottoposti ad interventi cardiochirurgici, ha rilevato
che la somministrazione endovenosa di PCr riduce i parametri predittivi di mortalita, compreso |l
rischio di sviluppare aritmie, mentre aumenta I'effetto inotropo favorendo il recupero delle condizioni

cardiache dopo interventi chirurgici 2%,

effetti della fosfocreatina a livello del muscolo scheletrico

La fosfocreatina somministrata per via intramuscolare o endovenosa porta ad un miglioramento della
funzionalita del muscolo scheletrico e ad una maggiore velocita di recupero dopo un esercizio fisico
intenso 2°%, | suoi effetti sulla muscolatura scheletrica sono dovuti ad entrambe le attivita, quella di
aumento della concentrazione di ATP e quella di stabilizzazione delle membrane cellulari muscolari,
proteggendole dagli effetti di sforzi estremi. L'aumento della concentrazione di PCr a livello
muscolare é inoltre in grado di incrementare la sintesi proteica a livello degli organelli intracellulari;
l'inibizione della sintesi della creatina infatti porta ad una diminuzione della sintesi proteica e lipidica
e a una diminuzione dello sviluppo muscolare. La PCr ha quindi anche un effetto anabolizzante 2°*.
Somministrata ad atleti a dosaggi di 2 g/die ha mostrato un aumento della performances in esercizio
aerobico ed anaerobico, un aumento della massa muscolare e un effetto protettivo sul muscolo. In
pazienti affetti da patologie muscolari ha anche rilevato un potenziale effetto contro l'ipotonotrofia.
Anche l'introduzione di Cr per via orale ha mostrato gli stessi effetti, anche se i dosaggi per via orale
sono piu elevati (dai 5 ai 20 g/die) e la Cr al contrario della PCr non presenta I'effetto protettivo sulle

membrane plasmatiche 2°%.

metodi sintetici utilizzati nella produzione della fosfocreatina

La fosfocreatina attualmente viene prodotta con tre diverse metodiche: sintesi enzimatica,
estrazione biologica e sintesi chimica. | metodi esclusivamente enzimatici rendono complessa la
purificazione del prodotto di interesse data la presenza dell'enzima. L'estrazione biologica viene
effettuata dal tessuto muscolare animale ma spesso il contenuto estratto & in quantita limitata. La
principale via per I'ottenimento della molecola rimane quindi la sintesi chimica; sono stati usati
metodi differenti di sintesi, che utilizzavano come molecola di partenza la creatina o i sali di creatina.
Il brevetto US3632603 utilizza la reazione tra creatinina e tricloruro di fosforo e successivamente

una idrolisi basica che tuttavia porta all’'ottenimento di diversi sali inorganici di cui non si conosce |l
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processo di purificazione. Un brevetto cinese (CN 102558227A) utilizza una reazione tra creatinina
e ossicloruro di fosforo e successivamente I'utilizzo di un sale di acido carbossilico che perd conduce
di nuovo ad una serie di sottoprodotti e ad una bassa resa. Un altro brevetto (CN 101274943A)
introduce la reazione tra I'estere della creatina o un sale ammonico quaternario della creatina con il
dibenzilfosfito per ottenere il sale sodico della fosfocreatina ma con basse rese. Un altro brevetto
cinese (CN 103172661A) parte dalla dicloro fosfocreatinina per ottenere il sale sodico della
fosfocreatina ma anche questo metodo conduce a rese molto basse. Un articolo descrive invece
I'ottenimento della creatinina difenilfosfato partendo da creatinina e difenilcloruro 2°%; I'apertura
dell’anello della creatinina richiede comunque alte quantita di molibdeno come catalizzatore e quindi
costi elevati. Il brevetto US 3036087 descrive la reazione tra dibenzilfosfito e metilisotiourea
utilizzando una cianoammide come agente guanilante. Dal cianoammide derivato si ottiene poi il
derivato della creatinina da cui si ottiene la fosfocreatina in condizioni basiche. La reazione ha
comunqgue una bassa resa e l'intermedio creatininico € impuro e richiede diversi step di purificazione.
Il brevetto EP 0150883 descrive un processo partendo da una dibenzilossifosforilcianoammide che
reagisce con una ammina primaria o secondaria, fornendo un derivato guanidinico. Il brevetto

comunqgue non fa menzione della resa ottenuta.
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CAPITOLO 2 : OBIETTIVI
PARTE 1

Il primo obiettivo della presente tesi & stato quello di risolvere il problema dello scarso assorbimento
della creatina a livello della BEE e delle membrane plasmatiche in condizioni di deficit del
trasportatore o in altre condizioni patologiche in cui invece il trasportatore sia presente ma in cui vi
sia la necessita di un passaggio piu rapido ed efficace della creatina attraverso le membrane (caso
dell’ictus ischemico). La creatina infatti attraversa scarsamente le membrane anche in presenza del
trasportatore . A tal fine & quindi stata messa a punto la sintesi e la caratterizzazione di alcuni
profarmaci della creatina che possano riuscire ad attraversare la BEE e le membrane biologiche in
un modo indipendente dalla presenza del trasportatore SLC6A8 e che una volta nello spazio
intracellulare liberino la creatina come agente terapeutico. Tali composti sono stati progettati
seguendo due diverse strategie.

1) La prima consiste nella modificazione dello scheletro della creatina in modo tale da renderlo piu
lipofilo e piu stabile in mezzo fisiologico.

2) L’altra & quella di coniugare la creatina con molecole che utilizzino trasportatori alternativi
al’'SLCG6AS.

Il primo approccio puod essere seguito mediante I'aggiunta di gruppi funzionali apolari, che possano
adiuvare il passaggio della creatina attraverso le membrane fosfolipidiche ma che anche possano
essere poi facilmente rimossi da parte degli enzimi presenti nella cellula dopo l'internalizzazione del
profarmaco al fine di ottenere creatina libera.

Precedentemente erano gia state attuate modificazioni a livello del gruppo carbossilico della
creatina. In particolare sono state realizzati due composti quali I'estere etilico e I'estere benzilico
della creatina; I'estere benzilico in vitro ha mostrato di riuscire ad attraversare le membrane neuronali
in fettine di ippocampo fornendo risultati positivi nei test biochimici aumentando in pratica la
concentrazione di creatina e fosfocreatina intracellulari 1. L'estere etilico invece non ha mostrato
alcuna capacita di riuscire a passare le membrane plasmatiche in condizioni di trasportatore non
funzionante 8. Entrambi i composti, tuttavia, si sono rivelati estremamente sensibili all’idrolisi del
legame estereo in fluidi biologici, ciclizzando a creatinina e limitandone quindi 'uso e I'applicazione
in vivo 119183 E emersa quindi la necessita di modificare la molecola della creatina in altro modo; un
metodo fornito dalla farmacologia risulta essere I'aggiunta di gruppi acetilici alla molecola di partenza
al fine di aumentarne la lipofilia e la stabilita in mezzo fisiologico; un esempio €& la diacetil-morfina, o
eroina, estremamente piu lipofila della morfina stessa tanto da riuscire ad attraversare molto piu
facilmente e velocemente la BEE 173, L’aggiunta di gruppi acetilici & stata realizzata in questo caso
a livello di entrambi gli azoti del gruppo guanidinico della creatina, al fine di ottenere una molecola
di creatina diacetilata. Tale modificazione renderebbe anche la molecola piu stabile in mezzo

fisiologico, impedendole la ciclizzazione a creatinina e prolungandone I'emivita 3,
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Durante la sintesi di tale molecola il reagente che introduce il gruppo carbossilico del derivato € un
amminoacido esterificato con gruppo etile o terbutile, pertanto i prodotti risultano essere
diacetilcreatina etilestere e terbutilestere. Tale molecola quindi avrebbe la funzione di profarmaco in
grado di attraversare facilmente le membrane e una volta all’interno della cellula essere, grazie all’
azione di esterasi e amidasi, privato dei gruppi funzionali apolari, liberando la creatina. Il medesimo
razionale & stato in seguito applicato ad una molecula precursore della creatina, l'acido
guanidinoacetico, che nella biosintesi epatica della creatina risulta essere il precursore dell’'ultima
tappa la metilazione da parte della S-adenosil-metionina. Si € pertanto realizzata la sintesi dell’acido
guanidinacetico diacetilato su entrambi gli atomi di azoto del gruppo guanidinico ed esterificato sul
gruppo carbossilico. Le esterificazioni effettuate sono state di due tipi , volte ad ottenere sia I'estere
metilico sia quello etilico.

L’altra strategia per ottenere derivati della creatina in grado di attraversare le membrane plasmatiche
e la BEE é quella di coniugare la creatina con molecole che utilizzino trasportatori alternativi
al’'SLC6AS8, in modo tale che essi possano fungere da carriers per condurre la creatina all'interno
dello spazio intracellulare e “in loco” liberare la creatina stessa. Strategia gia sfruttata per i
trasportatori degli aminoacidi 181%° e dell'acido ascorbico 2%, In particolare a livello del SNC i
trasportatori del glucosio sono estremamente numerosi e ad alta efficienza 2%, pertanto si € pensato
di utilizzare alcuni carboidrati da coniugare alla creatina in modo tale da ottenere un derivato che
sfruttasse i trasportatori del glucosio per portare creatina all'interno delle cellule nervose.

Si suppone che solo i trasportatori del glucosio sodio-indipendenti siano responsabili del passaggio
del glucosio e dei suoi analoghi (quali I'acido gluconico) attraverso la BEE e si ritiene che tali
trasportatori non siano estremamente selettivi 2°° . La coniugazione di creatina ad una molecola di
glucosio tramite un legame estereo si e rivelata estremamente labile data la facilita con cui si
idrolizza I'estere; per ovviare a tale inconveniente si € quindi deciso di costituire un derivato della
creatina dotato di un legame ammidico e quindi ritenuto piu stabile all’idrolisi, coniugando la creatina

con una molecola di glucosamina.

PARTE 2

Il secondo obiettivo di questa tesi riguarda un nuovo metodo di sintesi della fosfocreatina. Tutti i
metodi pubblicati finora utilizzano come agente guanilante un composto recante un gruppo fosfato
protetto da gruppi benzilici o fenilici e portano ad un prodotto ottenuto in bassa resa e con molti
sottoprodotti; la bassa resa probabilmente & dovuta ad una scarsa reattivita del’agente guanilante
utilizzato, quando esso é costituito da un derivato della cianoammide. Per aumentare la reattivita
dellagente guanilante utilizzato, nel laboratorio in cui & stato svolto questo lavoro di tesi si & deciso
di utilizzare un agente guanilante recante un gruppo protettivo ed in particolare il gruppo tert -butossi
carbonilico (t-Boc) che si € rivelato essere il piu appropriato oltre ad aumentare notevolmente la

Y

solubilita della molecola nei solventi organici. Come agente guanilante é stato utilizzato la S-
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metilisotiourea, cui e stato aggiunto un gruppo protettore t-Boc su uno dei due atomi di azoto
guanidinici; in seguito é stato fosforilato 'agente guanilante con un agente fosforilante recante due
gruppi benzilici come gruppi protettori ed infine la molecola é stata coniugata con 'ammina
secondaria sarcosina etilestere, per ottenere l'estere etilico della fosfocreatina. Tali metodiche
sintetiche sono modificazioni mirate di metodi utilizzati gia nel laboratorio in cui & stato svolto questo
lavoro di tesi per sintetizzare derivati della creatina. L’idrolisi dell’estere ha permesso I'ottenimento

di un prodotto in buona resa.

CAPITOLO 3: PARTE SPERIMENTALE

PARTE 1: DERIVATI DELLA CREATINA

3.1 SINTESI ORGANICA E CARATTERIZZAZIONE DI DERIVATI DELLA CREATINA
Il lavoro di sintesi e caratterizzazione di derivati della creatina si & svolto in due direzioni:

- la sintesi di derivati che potessero utilizzare il trasportatore degli esosi invece del’'SLCGAS.

- la sintesi di derivati che fossero molto piu lipofili della creatina tal quale. | derivati della
diacetil-creatina e del diacetil-guanidinoacetato sono stati quindi sintetizzati a tale scopo, con
l'inserimento di due gruppi acetilici a livello del gruppo guanidinico e con l'esterificazione a

livello del gruppo carbossilico.

Entrambi i tipi di derivati costituiscono profarmaci che consentirebbero alla creatina di attraversare
piu facilmente la BEE e le membrane plasmatiche sia in assenza che in presenza del suo
trasportatore, e che potrebbero portare alla liberazione di creatina all'interno delle cellule in seguito
all'attivita di enzimi intracellulari quali esterasi ed amidasi e renderla a quel punto in grado di
esercitare la propria attivita biologica. Tali molecole porterebbero quindi ad un maggiore e piu rapido

accumulo di creatina rispetto a condizioni normali, utile in diverse patologie neurologiche.

caratteristiche chimiche della creatina

La creatina € un amminoacido non standard che non entra a far parte della struttura delle proteine;
ad un pH compreso tra 3 e 12 essa si trova principalmente in forma di zwitterione 2°¢ e pertanto in
tali condizioni presenta una reattivita estremamente bassa, poiché bilanciando le cariche positiva e
negativa presenti sui suoi due gruppi funzionali raggiunge una certa stabilitd. Si formano infatti
legami idrogeno tra il gruppo carbossilico e uno dei due gruppi amminici, determinando un equilibrio
che rende difficile la formazione di legami con altri composti, mentre piu facilmente essa puo
degradarsi a creatinina per disidratazione. La bassa reattivita della molecola & anche dovuta alla
sua quasi totale insolubilita nei solventi organici, mentre in acqua € scarsamente solubile e la sua
solubilita nelle soluzioni acquose aumenta con 'aumento della temperatura e 'abbassamento del
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pH (che determina la protonazione del gruppo guanidinico) 2°’. Per quanto riguarda la stabilita della
creatina, essa e stabile in forma di polvere mentre in soluzione acquosa essa tende a trasformarsi
in creatinina con una velocita proporzionale allabbassamento del pH e allaumento della
temperatura 2%, |l pH acido infatti, favorendo la protonazione di un gruppo amminico, porta a
ciclizzazione della molecola e cio si verifica anche a livello del tratto gastrointestinale dopo
ingestione della creatina monoidrato, che quindi in gran parte va incontro a degradazione. Il pH
basico, al contrario, favorendo la deprotonazione del gruppo carbossilico, aumenta la stabilita della
creatina in soluzione acquosa riducendone la ciclizzazione a creatinina. Gli esteri della creatina sono
anch’essi poco stabili in ambiente acquoso, in quanto suscettibili di idrolisi; in particolare possono
subire idrolisi a livello del tratto gastrointestinale ma sono anche soggetti all'azione delle esterasi
plasmatiche 29°219 Gli esteri a catena corta (catene fino a 4 atomi di carbonio) sono solubili in
soluzioni acquose. Gli esteri con catene piu lunghe sono solubili in alcuni solventi organici quali
metanolo e cloroformio ma necessitano di pH acido. Inoltre un rischio del metanolo é quello della
degradazione della molecola da transesterificazione 2!, Una possibile alternativa & stata proposta
da Burov e collaboratori sfruttando la diretta acilazione del composto con un sale della creatina 8°.
In tal modo la conversione della creatina in forma di sale permette la sua solubilizzazione.Infatti,
I'addizione di un controione particolarmente lipofilo rappresenta una valida strategia per ottenere la

dissoluzione della creatina, e di altri vari guanidino o amidino composti, in solventi organici.

sintesi della (Boc).-creatina

La scarsa reattivita e solubilita nei solventi organici della creatina ha reso necessario I'utilizzo di una
molecola di creatina modificata per sintetizzare derivati della creatina stessa ed in particolare quelli
in cui la creatina lega un’altra molecola a livello del suo gruppo carbossilico In particolare, nel
laboratorio di sintesi del Centro di Eccellenza per la Ricerca Biomedica (CEBR), si era gia progettata
una forma di creatina recante su entrambi gli atomi di azoto del gruppo guanidinico una protezione
t-Boc, denominata appunto (Boc).creatina, la quale & dotata di una buona reattivita sul gruppo
carbossilico e di una elevata solubilita nei solventi organici. Il metodo di sintesi sfrutta la reattivita
della sarcosina etil estere, una ammina secondaria con uno scheletro carbonioso simile alla creatina
ma privo del gruppo funzionale guanidinico; la sarcosina etilestere reagisce con I'agente guanilante
protetto, la N ,N2-di(ter-butossicarbonil)-S-metilisotiourea, ottenendo il prodotto (Boc).-creatina
etilestere in alta resa e facilmente purificabile, che poi viene sottoposto ad idrolisi basica al fine di
ottenere la (Boc).creatina come sale sodico. La resa della (Boc).creatina supera I'80% e la
molecola si ottiene con un elevato grado di purezza. Il composto ottenuto, oltre ad essere solubile
nei solventi organici risolvendo quindi gli inconvenienti di insolubilitd della creatina, si e rivelata

anche molto stabile e quindi utilizzabile nelle varie condizioni sperimentali.
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sintesi e caratterizzazione di derivati glucidici ottenuti a partire dalla (Boc).creatina

Per ottenere i coniugati glucidici della creatina & stato necessario far avvenire la reazione tra il
gruppo carbossilico della (Boc)..creatina e uno degli ossidrili del glucosio, a formare un legame
estere. Tale reazione richiede pero I'attivazione del gruppo carbossilico in modo tale da renderlo piu
elettrofilo e quindi piu reattivo nella formazione dell’estere con gli ossidrili del glucosio, solo
debolmente nucleofili. L'attivazione del gruppo carbossilico della (Boc).creatina € stata tentata con
diversi agenti attivanti (fig.20), tra cui cloruro di tionile, carbonildiimidazolo (CDI), 1-
[di(dimetilamino)metilene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin 3-ossido esafluorofosfato (HATU) ed etil-
N,N’-dimetilaminopropilcarbodiimide (EDC). Quest'ultimo si & rivelato essere il piu funzionale per

I'attivazione del carbossile e la successiva esterificazione.
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Fig.20 meccanismi d’azione degli attivanti dei gruppi carbossilici a) meccanismo d’azione del carbonildiimidazolo

(CDI) b) meccanismo d’azione dellHATU c) meccanismo d’azione dellEDC d) meccanismo d’azione dell'SOCI2

Una volta ottenuto il prodotto (Boc),-creatina-glucosio si € proceduto con la rimozione dei gruppi
protettori t-Boc in ambiente acido. Si & poi ritenuto utile focalizzare I'attenzione su un derivato
glucidico che fosse in grado di dare luogo ad un legame piu stabile di quello estereo, in particolare

il legame ammidico. Si é percid seguita la stessa procedura utilizzando pero la glucosammina al
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posto del glucosio, in modo tale da ottenere la reazione tra il gruppo carbossilico della (Boc),-
creatina e il gruppo amminico della glucosamina, attivando il primo con EDC. A tal proposito si &
ritenuto utile realizzare la sintesi con una molecola di glucosamina che fosse protetta sugli ossidrili
da gruppi acetilici in modo tale che soltanto il gruppo amminico fosse disponibile per il legame; in
guesto modo si sarebbe ottenuto un profarmaco della creatina recante un gruppo funzionale
ammidico e quattro gruppi esterei, che potessero essere poi substrati delle esterasi ed amidasi
presenti allinterno delle cellule una volta internalizzata la molecola. Si & percio eseguita la prima
sintesi con la 1,3,4,6 tetra-O-acetil-amino-2-deossi-B-D-glucopiranoside, utilizzando come attivanti
'HATU e successivamente 'EDC, ottenendo in entrambi i casi il prodotto ma in bassa resa;
probabilmente questo risultato era dovuto al fatto che la molecola di glucosamina fosse molto
ingombrata stericamente e fosse quindi difficile rendere il gruppo amminico esposto alla reazione
con il gruppo carbossilico attivato della (Boc).-creatina. E’ stata in seguito effettuata la coniugazione
di una molecola di (Boc).-creatina con una molecola di glucosamina che non recasse protezioni ne
sui gruppi alcolici né sul gruppo amminico. Come per il derivato precedente é stata svolta la sintesi
provando ad attivare il gruppo carbossilico della (Boc).-creatina con diversi attivanti, tra cui POCl;
ed EDC; quest'ultimo ha permesso di ottenere il prodotto (Boc),-creatina -glucosamina in alta resa.
Come in precedenza, si € poi proseguito con la rimozione dei gruppi t-Boc e I'ottenimento del

prodotto finale creatina-glucosamina.

sintesi e caratterizzazione della diacetilcreatina etilestere e terbutilestere

| derivati lipofili della creatina che sono stati sintetizzati e caratterizzati in questo lavoro di tesi sono
profarmaci recanti due gruppi acetilici sui entrambi gli atomi di azoto guanidinici ed una
esterificazione a livello del gruppo carbossilico. La sintesi di tali composti si effettua in due fasi:
inizialmente si acetila 'agente guanilante S-metiltiourea tramite anidride acetica; la molecola
acetilata si coniuga poi con la N-metil glicina (sarcosina) esterificata sul gruppo carbossilico con un
etile o un terbutile. | prodotti si ottengono in resa elevata e con una buona stabilita nei mezzi acquosi,

permettendo quindi di effettuare i test elettrofisiologici e biochimici.

derivati dall’acido guanidinoacetico

L’acido guanidinoacetico rappresenta nella biosintesi epatica il precursore non metilato della
creatina, per cui puod essere considerato un precursore naturale della creatina stessa. Poiche anche
'acido guanidinoacetico & soggetto al trasporto mediante SLC6A8 per entrare nelle cellule dove
viene convertito a creatina, € sorta I'importanza di ottenere derivati della molecola in grado di poter
attraversare le membrane delle cellule anche in modo indipendente dal trasportatore, al fine di poter
essere considerati una potenziale strategia nel trattamento del deficit del’'SLCG6AS e di altre patologie
neurologiche. La sua trasformazione in un derivato piu lipofilo, e quindi in grado di passare la BEE
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e le membrane plasmatiche anche in assenza dell'SLC6A8, potrebbe rappresentare un modo
alternativo per sopperire alla carenza di creatina. Infatti una volta all'interno delle cellule potrebbe
essere rilasciato come tale e convertito in creatina tramite I'S-adenosil-metionina (SAM)
completando l'ultima fase della biosintesi della creatina che avviene a livello delle cellule epatiche e

nervose.

Sintesi e caratterizzazione dei derivati dell’acido guanidinoacetico

La sintesi dei derivati dell’'acido guanidinoacetico segue una procedura simile a quella descritta per
la diacetilcreatina etilestere, trattandosi infatti dei suo derivati demetilati a livello del gruppo amminico
secondario inserito nella catena alchilica. | derivati sintetizzati sono stati gli esteri etilico e metilico
dell'acido guanidinoacetico diacetilato. La sintesi di tali derivati viene effettuata in due fasi: dapprima
si effettua I'acetilazione dei due gruppi amminici dellagente guanilante S-metilisotiourea tramite
anidride acetica; in seguito si coniuga il prodotto acetilato con la glicina metilestere o etilestere, ad
ottenere rispettivamente 'estere metilico o I'estere etilico del prodotto diacetilato. Su entrambi i due
derivati sono stati effettuati studi di stabilita in fluidi fisiologici.

Proseguendo nella direzione di realizzare derivati dell’acido guanidinoacetico dotati di un piu elevato
grado di lipofilia in modo tale da attraversare pit agevolmente le membrane e la BEE é stata inoltre
messa a punto la sintesi dell’estere etilico e dell’estere benzilico dell’acido guanidinoacetico, ottenuti
per esterificazione diretta dell’acido guanidinoacetico rispettivamente con alcol etilico e con alcol

benzilico.

3.2 STUDIO DEGLI EFFETTI NEUROBIOLOGICI DEI DERIVATI DELLA CREATINA

stabilita

| derivati della creatina, una volta sintetizzati, vengono valutati in base alla loro stabilita, in mezzo
acquoso, criterio indispensabile per garantirne la distribuzione all’interno dei fluidi del’'organismo. |
test di stabilita sono stati effettuati monitorando la concentrazione della molecola posta in acqua ed
in ACSF (fluido cerebrospinale artificiale 8) a temperatura ambiente a diversi intervalli di tempo
mediante HPLC-MS. Sono state valutate le stabilita dei derivati creatina-glucosio, creatina-
glucosammina, diacetil creatina etilestere, diacetil guanidinoacetato metilestere ed etilestere.

| derivati creatina-glucosio e creatina-glucosammina si sono rivelati estremamente instabili in
mezzo acquoso a causa dell’idrolisi del legame estereo ed ammidico.

Gli altri derivati hanno mostrato invece una maggiore stabilita e quindi & stato possibile utilizzarli per

esperimenti atti a valutare i loro effetti biologici.
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modello sperimentale

Il modello sperimentale utilizzato per gli esperimenti di biochimica e di elettrofisiologia consiste di
fettine sottili di ippocampo di topo, le quali mantengono intatte le connessioni sinaptiche
dellippocampo stesso. Le procedure di preparazione delle fettine sono descritte in letteratura %2
.Per la preparazione delle fettine sono richieste basse temperature e una procedura in cui viene
isolato I'ippocampo ed ottenute le fettine ,mediante microtomo, dello spessore di circa 400 um per
ridurre al minimo l'influenza di un’eventuale area anossica. Durante l'incubazione di tre ore delle

fettine si verifica un rimodellamento delle sinapsi danneggiate tra i neuroni restanti.

valutazione dell’effetto neuroprotettivo tramite esperimenti di elettrofisiologia

Gli effetti neuroprotettivi si valutano sul modello sperimentale di fettine di ippocampo incubate in
mezzo ACSF in presenza della molecola in esame ed il suo relativo controllo. Le procedure utilizzate
per tali esperimenti di elettrofisiologia sono descritte in letteratura /8212 |e fettine trattate sia con
la molecola sia con il relativo controllo vengono stimolate elettricamente in modo tale da produrre
un potenziale d’azione. Create le condizioni di anossia sostituendo I'ossigeno con 'azoto, si valuta
il prolungamento del segnale elettrico attraverso l'attivita neuroprotettrice delle molecole testate ,
mentre la presenza di eventuali molecole neurotossiche porta ad anticipare la scomparsa del
segnale. Le fettine non trattate (controlli) contrastano l'anossia utilizzando il sistema
creatina/fofocreatina per rigenerare ATP, generando un segnale elettrico. Normalmente le fettine
incubate con creatina mostrano un prolungamento del segnale elettrico dopo induzione di anossia
,srivelando quindi un effetto neuroprotettivo della creatina stessa nei confronti del danno anossico.
L’inibitore del trasportatore SLC6A8, ossia I'acido guanidinpropionico (GPA), in incubazione con le
fettine determina invece una anticipazione della scomparsa del segnale elettrico, rivelando quindi
un effetto peggiorativo del danno causato da anossia sulle fettine Tale fenomeno viene utilizzato per
simulare le condizioni di deficit di SLC6A8 e quindi verificare se la molecola testata sia effettivamente
in grado o meno di attraversare le membrane biologiche.Sulle fettine si posizionano due
microelettrodi di tungsteno: I'uno con funzione di stimolatore, a livello delle collaterali di Schaffer,

l'altro, con funzione di registrazione, nello strato dei corpi cellulari di CAL. (fig.21)
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Fig 21: rappresentazione della posizione anatomica dell’ippocampo a livello cerebrale e la sua struttura.

Viene inoltre illustrato il posizionamento degli elettrodi sulla fettina di ippocampo: I'elettrodo stimolante (rosso)
viene inserito fra le collaterali di Schaffer mentre il registrante (blu) sulle cellule piramidali della regione CAl. (Seguendo
la direzione delle frecce: (pp) fascio perforante, (gc) cellule granulari, (DC) giro dentato, (mf) fibre muschiate, (fim) fimbria,
(Sch) collaterale di Schaffer, (pyr) cellule piramidali della regione CA3, (alv) alveo, (fiss) fessura ippocampale, (Sub)

subiculum).

Con questa disposizione si registra, stimolando le collaterali di Schaffer, un potenziale d’azione
composto extracellulare. Esso é costituito da tre onde consecutive che rappresentano distintamente
- Artefatto dello stimolo “Presynaptic Volley” (P.V.): questo segnale, rappresentato come un’onda
piu piccola, & visibile subito dopo I'artefatto dello stimolo e rappresenta I'eccitazione degli assoni che
compongono la collaterale di Schaffer. Il termine fa riferimento alla sua natura pre-sinaptica,
puramente assonale.Per poter determinare la velocita di conduzione nervosa viene utilizzata la
misurazione della latenza, che rappresenta il tempo che intercorre tra l'artefatto dello stimolo e la
comparsa del P.V.;

- “Population Spike” (P.S.): rappresenta il potenziale d’azione composto extracellulare. Esso indica
la risposta eccitatoria dei corpi dei neuroni facenti parte del’area CA1 che vengono eccitati tramite

connessione sinaptica dagli assoni della collaterale di Schaffer. Questo segnale & temporalmente
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successivo al potenziale d’azione pre-sinaptico (P.V.). Tale ritardo € da attribuire alla risposta

sinaptica (“ritardo sinaptico”) (fig.22).

»
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Figura 22: forma d’onda registrata con la disposizione degli elettrodi descritta nel testo, indice di avvenuta trasmissione
sinaptica. AS (Artefatto dello Stimolo), PV (Presynaptic Volley), PS (Population Spike).

Un prolungamento del segnale elettrico PS dopo incubazione con la molecola in esame ,in condizioni
di blocco del trasportatore, significa che la molecola stessa € in grado di esercitare un effetto
neuroprotettivo ed € inoltre in grado di attraversare le membrane senza utilizzare il trasportatore
stesso. Le fettine di ippocampo sono considerati vitali se € presente un PS dopo stimolazione delle

collaterali di Schaffer. Tutti i dati ottenuti sono poi archiviati digitalmente.

determinazione degli effetti biochimici

Per valutare I'azione delle varie molecole testate si & pensato di determinare il contenuto di creatina
e fosfocreatina presente all'interno delle fettine di ippocampo di topo precedentemente incubate in
mezzo ACSF (controllo), ACSF addizionato a creatina (come confronto) e ACSF addizionato alla
molecola di cui si vuole studiare l'effetto. L'incubazione con il solo ACSF consente di stabilire il
contenuto basale di creatina presente all'interno delle fettine; 'incubazione con ACSF addizionato a
creatina costituisce il confronto per valutare se la molecola studiata ha una maggiore capacita di
incrementare i livelli di creatina e fosfocreatina cellulari rispetto alla creatina stessa. Le condizioni di
simulazione del blocco del trasportatore SLC6A8 sono state realizzate mediante I'utilizzo del mezzo

di incubazione ACSF privo di CI, essendo tale trasportatore funzionante mediante un simporto Na*
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e Clinrapporto 2 a 1. Tale esperimenti sono in grado di stabilire se la molecola testata attraversa
le membrane cellulari in modo indipendente o no dalla presenza del trasportatore. Le analisi sono
state condotte mediante analisi HPLC calcolando I'area sottesa alla curva del contenuto di creatina

e fosfocreatina prodotte nel campione.

PARTE 2: NUOVA PROCEDURA SINTETICA PER LA FOSFOCREATINA

| metodi utilizzati attualmente per la sintesi della fosfocreatina impiegano come agente guanilante
un composto contenente un fosfato protetto da gruppi benzilici o fenilici. Quando perd I'agente
guanilante e costituito da un derivato cianoammidico dotato di scarsa reattivita osserva normalmente

un’abbassamento della resa generale della reazione.

3.3 SINTESI ORGANICA E CARATTERIZZAZIONE DELLA FOSFOCREATINA

Per superare quindi i problemi dei metodi precedentemente citati (§ pg 36) , come agente guanilante
e stato utilizzato un composto protetto temporaneamente da un adatto gruppo protettore, in
particolare un gruppo protettore t-Boc su uno degli atomi di azoto guanidinici, in grado di aumentarne
la reattivita e la solubilita nei solventi organici. Il procedimento di reazione utilizzato si articola in
cinque fasi :

1. II composto guanilante scelto, la S-metilisotiourea, viene fatto reagire con il Di-
terbutildicarbonato, dalla cui reazione si ottengono due composti : la (Boc).metilisotiourea e
la Boc-metilisotiourea. | due prodotti vengono separati e il composto guanilante monoprotetto
viene utilizzato per la fase di reazione successiva

2. la fosforilazione del secondo atomo di azoto guanidinico con un agente fosforilante protetto
con due gruppi benzilici, il dibenzilfosfito (reazione di Aherton-Todd, fig.23) Tale reazione
permette di ottenere un nuovo agente guanilante contenente sia il gruppo
terbutossicarbonilico sia il gruppo fosfato protetto.

3. Tale composto viene coniugato con la sarcosina etilestere, ad ottenere una molecola di
fosfocreatina etilestere protetta su entrambi gli atomi di azoto guanidinici.

4. Le protezioni vengono poi rimosse con idrolisi acida mediante acido trifluoroacetico a dare
fosfocreatina etilestere

5. Tale estere viene poi idrolizzato a fosfocreatina utilizzando un metodo enzimatico che
coinvolge una esterasi.

E stata anche realizzata la sintesi dell’estere terbutilico della fosfocreatina, utilizzando come ammina
secondaria nella fase di coniugazione la sarcosina terbutilestere. Tale derivato, una volta rimossi i
gruppi protettori , ha dato luogo ad una vasta serie di sottoprodotti con diversi pesi molecolari non
ricondubili al prodotto desiderato. La molecola fosfocreatina &€ quindi stata ottenuta in buona resa

soltanto mediante la formazione del derivato estere etilico e caratterizzata mediante HPLC analitico
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e spettrometria di massa ESI in ogni suo passaggio di reazione.Le metodiche di sintesi che sono

state tentate prima di adottare il metodo definitivo descritto sopra sono state:

-I'Inversione delle fasi di reazione 1 e 2 : la fosforilazione di uno dei due atomi di azoto guanidinici

e la successiva protezione dell’altro atomo di azoto con il gruppo t- Boc

-l'utilizzo di un agente guanilante alternativo alla S-metilisotiourea, gia protetto con un gruppo
terbutilossicarbonilico su uno degli atomi di azoto guanidinici (N-Boc-pirazolo-carbodiimide)
permettendo quindi di eliminare la prima fase della reazione, cioé la fase di reazione dell’agente

guanilante con il diterbutildicarbonato.

-I'inversione delle fasi di reazione 2 e 3 (fosforilazione e coniugazione) utilizzando come agente
guanilante I'N-Boc-pirazolo-carbodiimide e attuando quindi prima la coniugazione con la sarcosina

etilestere e successivamente la fosforilazione dell’atomo di azoto libero.

-l'utilizzo di un agente guanilante alternativo alla S-metiltiourea (pirazolo carbodiimide) attuando
prima la fosforilazione su uno dei due atomi di azoto guanidinici e successivamente la reazione con

il di-terbutildicarbonato per proteggere il secondo atomo di azoto
-I'utilizzo di solventi alternativi al diclorometano (terbutanolo, diossano) nella prima fase di reazione.

Tali prove perd non si sono mostrate efficaci per I'ottenimento del prodotto desiderato.
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Fig.23 reazione di Aherton-Todd
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CAPITOLO 4: MATERIALI E METODI
PARTE 1: DERIVATI DELLA CREATINA
4.1 MATERIALI IMPIEGATI

Per le sintesi chimiche tutti i prodotti sono stati acquistati da Sigma-Aldrich ed utilizzati senza
ulteriore purificazione. | solventi utilizzati erano tutti HPLC grade. Per gli esperimenti di biochimica
ed elettrofisiologia tutti i prodotti chimici sono stati acquistati da Sigma-Aldrich ed utilizzati senza
ulteriore purificazione. Gli animali utilizzati sono stati topi maschi ICR (CD-1) di 4 settimane

d’eta,provenienti da allevamenti Envigo.

4.2 STRUMENTAZIONE UTILIZZATA PER ANALISI E PURIFICAZIONE
HPLC analitico

Per monitorare 'andamento di tutte le singole fasi delle reazioni , caratterizzare i prodotti di reazione
e valutarne la purezza é stato utilizzato un sistema HPLC analitico Agilent costituito da una pompa
binaria ad alta pressione, iniettore manuale, comparto colonna termostatato e rivelatore DAD; la
colonna impiegata é stata una Phenomenex Luna C18 250 x 4.60 mm. Le lunghezze d’onda UV
utilizzate sono state 254 nm e 220 nm. Le analisi sono state condotte con eluizione a gradiente con
flusso a 1ml/min, con due tipi di fase mobile: solvente A costituito da acqua con I'aggiunta dello 0.1%
di acido formico e solvente B costituito da acetonitrile anch’esso addizionato con 0.1% di acido
formico. | singoli metodi di eluizione a gradiente variavano per ciascuna molecola sintetizzata. Ogni
campione é stato disciolto in acqua deionizzata e acetonitrile 1:1 per ottenere una soluzione alla

concentrazione di 0.1 mg/ml.

HPLC preparativo

Per ottenere un livello di purezza delle molecole ottenute che fosse accettabile per i test biologici e
gualora le molecole sintetizzate non potessero essere purificate mediante cristallizzazione con
solventi, sono state effettuate purificazioni mediante HPLC preparativo. Il sistema utilizzato era
costituito da un sistema HPLC Agilent con pompa binaria ad alta pressione, iniettore manuale,
comparto colonna termostatato e rivelatore DAD. La colonna utilizzata & stata una Phenomenex C18
Luna 21.2 x 250 mm. Le lunghezze d’onda impiegate sono state 254 nm e 220 nm. Le purificazioni
sono state condotte con eluizione a gradiente con flusso pari a 15 ml/min, con due tipi di fase mobile:
solvente A costituito da acqua con l'aggiunta dello 0.1% di acido formico e solvente B costituito da
acetonitrile anch’esso addizionato con 0.1% di acido formico. | singoli metodi di eluizione a gradiente
variavano per ciascuna molecola purificata. Ogni campione € stato iniettato dopo essere stato
solubilizzato in una miscela di acqua deionizzata ed acetonitrile 1:1, ad ottenere una soluzione alla

concentrazione di 20 mg/ml.
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spettrometria di massa

Per caratterizzare le molecole sintetizzate & stato utilizzato in aggiunta al’lHPLC analitico uno
spettrometro di massa con sorgente electrospray e analizzatore a trappola ionica (Agilent 1100 serie
LC/MSD ion trap XCT instrument della Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Gli spettri sono
stati acquisiti sia in modalita Full Scan (ESI-MS) sia in tandem (ESI/MS?).Sono state effettuate analisi
sia delle miscele di reazione grezze sia dei singoli picchi raccolti dal sistema HPLC analitico per
visualizzare i pesi molecolari delle singole molecole e determinare le masse di eventual
sottoprodotti. Le analisi sono state effettuate in infusione diretta (DIA) a 5 pl/min utilizzando la pompa
di infusione NE1000 (KF Technology, Roma, Italia). Ogni campione €& stato diluito in una soluzione
di acqua deionizzata : acetonitrile 50:50 contenente 0.1% di acido formico per ottenere una

concentrazione finale di 0.01 mg/ml.

HPLC-MS

L'analisi per poter valutare la stabilita dei derivati di creatina compresa la (Boc).creatina sono state
effettuate utilizzando un sistema HPLC Agilent 1100 accoppiato ad uno spettrometro di massa MSD
lon Trap XCT, dotato di una sorgente elettrospray (HPLC-ESI-MS ).

cromatografia su strato sottile (TLC)

La cromatografia su strato sottile (Thin-layer chromatography, TLC) e stato il metodo di analisi
utilizzato per monitorare alcune reazioni chimiche durante il loro svolgimento, in particolare
I'esterificazione diretta di molecole amminoacidiche quali la glicina e I'acido guanidinoacetico.La
fase stazionaria utilizzata era costituita da lastre di alluminio ricoperte da un sottile strato di gel di
silice La rivelazione é stata effettuata con un reattivo cromogenico in grado di evidenziare le
molecole di interesse.Come fase eluente é stata utilizzata una miscela di solventi cosi costituita:
MeOH:CHCI3:CH;COOH in proporzione 8:1,75:0,25.Lavorando su molecole contenenti gruppi
amminici il reattivo cromogenico usato € stata una soluzione di ninidrina ed etanolo, 0,4 g ogni 100
ml. Le macchie si coloravano diventando cosi visibili nel momento in cui le lastrine venivano poste

ad una temperatura di 100°C.

NMR

E stato utilizzato come spettrometro di risonanza magnetica nucleare (NMR) un Varian Gemini 200
MHz. Gli spettri dei protoni sono stati acquisiti a 200 MHz mentre gli spettri del carbonio sono stati
acquisiti a 50 MHz, a temperatura ambiente. | chemical shifts sono riportati in & (ppm) riferiti al TMS

come standard interno. Le costanti di coupling (J) sono riportate in Hertz (Hz).
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4.3 METODI DI SINTESI
sintesi chimica della (Boc).-creatina

Ad una sospensione di N*,N2-Di-(terbutossicarbonil)-S-metilisotiourea (917 mg; 0,9 equivalenti; 3,78
mmol), sarcosina etilestere (645 mg; 1,2 equivalenti; 4,2 mmol) e trietilammina (1,5 ml; 3 equivalenti;
10,5 mmol) in 4 ml di dimetilformammide anidra e stato aggiunto HgCl» (1,046 g; 1,1 equivalenti;
3,85 mmol). La sospensione é stata mantenuta in agitazione a temperatura ambiente per circa 10
ore monitorando 'andamento della reazione mediante HPLC analitico.Successivamente la miscela
di reazione grezza é stata trattata con dietiletere ottenendo la formazione di un precipitato bianco
sottoposto a filtrazione mediante vuoto. Il filtrato & stato lavato con acqua deionizzata tre volte e
successivamente con una soluzione di NaCl 0,1 M. La fase organica é stata essiccata mediante
evaporatore rotante ed in seguito liofilizzata, ad ottenere il composto (Boc).-creatina etilestere, ossia
acido N,N2-Di (terbutossicarbonil)-N-metilguanidino-N-acetico etilestere. (1,1 g; 84%). ESI-MS:
m/z 360 [M+H]* . Il composto € stato caratterizzato mediante spettrometro di massa e HPLC analitico

(Twr: 30 min) con il seguente metodo di eluizione a gradiente :

Tempo(min) %A %B
0.00 95.00 5.00
5.00 90.00 10.00
35.00 30.00 70.00
50.00 0.00 100.00
55.00 0.00 100.00
60.00 100.00 0.00

A tale prodotto é stata poi aggiunta una soluzione di acetonitrile ed NaOH 2 N 1:1 e la miscela di
reazione € stata messa in agitazione a temperatura ambiente, monitorando I'idrolisi dell’estere etilico
tramite HPLC (Tr del prodotto idrolizzato: 21 min). Dopo circa 5 ore di reazione, ad idrolisi avvenuta,
la miscela di reazione é stata acidificata a pH 6 mediante I'aggiunta di HCI 2 N. Il composto € stato
quindi essiccato sotto vuoto e poi mediante speed vac ottenendo una polvere bianca che é stata

successivamente purificata mediante HPLC preparativo applicando il seguente a gradiente:

Tempo (min) %A %B
0.00 80.00 20.00
5.00 80.00 20.00
35.00 50.00 50.00
45.00 0.00 100.00

La frazione raccolta e stata essiccata sotto vuoto mediante evaporatore rotante e successivamente
speed vac ad ottenere una polvere biancastra di acido N!,N2-Di (terbutossicarbonil)-N-
metilguanidino-N-acetico, ossia (Boc).-creatina E stata valutata la purezza del composto mediante
HPLC e I'analisi qualitativa & stata effettuata mediante analisi ESI-MS ed ESI-MS2. (910 mg, 90%)
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ESI-MS : m/z 332.00 [M + H]*; ESI-MS?: m/z (rel.int.): 275 [M-C4Hg]*(100); 220 [ M- 2xC4Hg]*(40);
176 [M-(2x CsHg) —CO2]+(10).

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): d 9.54 (s, broad 1H), 3.89 (s, 2H), 3.01 (s, 3H), 1.44 (s, 18H).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 175.43, 161.53, 154.63, 151.53, 81.72, 79.66, 55.05, 38.41, 28.34

sintesi chimica dei derivati glucidici della creatina ottenuti dalla (Boc)z-creatina

Le sintesi dei derivati della creatina ottenuti dalla (Boc).-creatina sono state tutte monitorate
mediante il medesimo sistema HPLC con lo stesso metodo di eluizione a gradiente utilizzato per la
sintesi della (Boc).-creatina stessa (8§ pg 52).Per i derivati che sono stati purificati mediante HPLC
preparativo é stato impiegato lo stesso metodo di eluizione a gradiente utilizzato per purificare la
(Boc).-creatina stessa (8§ pg 52). Le analisi tramite spettrometro di massa sono state realizzate tutte

con lo stesso metodo utilizzato per la (Boc).-creatina.

Sintesi del derivato creatina-glucosio

sintesi del derivato creatina-glucosio mediante attivazione della (Boc).-creatina con CDI

Ad una soluzione di (Boc).-creatina (10 mg, 0,03 mmol,1 eq) in 50 pl di THF sono stati aggiunti 4,86
mg di carbonildiimidazolo (0,03 mmol; 1 eq). Dopo la scomparsa di effervescenza la soluzione &
stata messa in agitazione per un’ora a temperatura ambiente. A tale soluzione sono stati quindi
aggiunti 54 mg di glucosio anidro (0,3 mmol; 10 eq).Monitorando la reazione in HPLC analitico non
e stata riscontrata la formazione del prodotto (Boc).-creatina-glucosio, mentre € stata rilevata la

formazione di diversi sottoprodotti.

sintesi del derivato creatina-glucosio mediante attivazione della (Boc).-creatina con SOCI;

1 equivalente di (Boc),-creatina (10 mg; 0,03 mmol) é stato disciolto in 6.56 ml di SOCI, ( 0,09 mmol;
3 eq) e messo a reflusso a 80°-90° C per 4 ore in atmosfera di azoto. Ad attivazione avvenuta é
stato rimosso il cloruro di tionile mediante evaporatore rotante e speed vac. A questo punto sono
stati aggiunti 10 equivalenti di glucosio anidro (54 mg; 0,3 mmol) e 1 equivalente di trietlammina
(41,8 pl; 0,3 mmol) in dimetilformammide anidra. Dopo agitazione a temperatura ambiente il
monitoraggio delllandamento della reazione non ha permesso di evidenziare la formazione del

prodotto mentre ha mostrato la formazione di diversi sottoprodotti.
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sintesi del derivato creatina-glucosio mediante attivazione della (Boc).-creatina con EDC

Ad una soluzione di glucosio anidro (1,08 g; 6 mmol; 10 eq) e trietilammina (83,6 pl; 0,6 mmol; 1 eq)
in 1,5 ml di dimetilformammide anidra & stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di (Boc).-
creatina (200 mg; 0,6 mmol; 1 eq) ed EDC (191,7 mg; 0,6 mmol; 1 eq) in 1 ml di dimetilformammide
anidra. La soluzione e stata posta in agitazione a 40° per circa 24 ore. In HPLC analitico é stato
osservato il picco relativo al prodotto (Boc).-creatina-glucosio (Tr: 19 minuti) mentre si assisteva alla
scomparsa del picco della (Boc).-creatina (Tr: 21 minuti). Dietiletere freddo é stato poi aggiunto alla
miscela per favorire la precipitazione del prodotto che e stato successivamente sottoposto a
centrifugazione. Si e ottenuto un abbondante precipitato bianco che é stato lavato due volte con
dietiletere freddo e poi portato a secchezza sotto flusso di azoto.(219 mg, resa 73%) ESI-MS m/z =
493 [M+H]*.Il solido bianco e stato poi trattato con una miscela di TFA:DCM 1:1 a 0°C sotto
agitazione fino a completa rimozione dei gruppi protettori t-Boc; lo stacco dei gruppi protettori & stato
monitorato mediante spettrometro di massa per ottenere, dopo circa 5 ore, il prodotto
completamente deprotetto, creatina-glucosio. La miscela di TFA e DCM é stata diminuita di volume

con evaporatore rotante liofilizzando il prodottoper ottenere una polvere bianca. (108 mg, resa 84%)

ESI-MS m/z = 293 [M+H]".

IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 2.71 (3H, s), 3.66-3.71 (3H, 3.67 (), 3.69 (d, J = 8.1 Hz), 3.67
(s)), 3.80-3.89 (3H, 3.81 (s), 3.85 (dd, J = 8.1, 7.7 Hz), 3.81 (s)), 4.74 (1H, d, J = 7.7 Hz).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 169.29, 168.3, 106.08, 101.17, 79.36, 78.13, 51.90, 63.4,
36.74

sintesi del derivato creatina-glucosamina

sintesi del derivato creatina-glucosamina utilizzando 1,3,4,6 tetra-O-acetil-2-amino-2-deossi-B-D-
glucopiranoside cloridrato (glucosamina protetta)

Attivazione della (Boc),-creatina con HATU

Ad una soluzione di 1,3,4,6 tetra-O-acetil-2-amino-2-deossi-B-D-glucopiranoside cloridrato (115 mg,
0,03 mmol,10 eq) e trietilamina (4,18 ul, 0,03 mmol, 1 eq) in 0,5 ml di dimetilformammide anidra é
stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di (Boc).-creatina (10 mg; 0,03 mmol, 1 eq) ed HATU
(11,4 mg; 0,03 mmol; 1 eq) in 0,5 ml di dimetilformammide anidra. La reazione é stata tenuta in
agitazione a 40°C . il monitoraggio in HPLC non ha mostrato formazione del prodotto.L’analisi
mediante spettrometro di massa ha rilevato, infatti, la presenza del prodotto richiesto in bassissima
resa.ESI-MS m/z= 661 [M+H]".
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attivazione della (Boc).-creatina con EDC

Ad una soluzione di 1,3,4,6 tetra-O-acetil-2-amino-2-deossi-B-D-glucopiranoside cloridrato (115 mg,
0,03 mmol,10 eq) e trietilamina (4,18 pl; 0,03 mmol; 1 eq) in 0,5 ml di dimetilformammide anidra é
stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di (Boc),-creatina (10 mg; 0,03 mmol; 1 eq) ed EDC
(4,65 mg; 0,03 mmol; 1eq) in dimetiformammide anidra. La reazione € stata tenuta in agitazione a
40°C . il monitoraggio in HPLC non ha mostrato formazione del prodotto. Anche in questo caso,
I'analisi mediante spettrometro di massa ha mostrato la presenza del prodotto richiesto in bassissima
resa.ESI-MS m/z=661 [M+H]*.

sintesi del derivato creatina-glucosamina utilizzando glucosamina cloridrato

attivazione della (Boc).-creatina con POCI3

Ad una soluzione di (Boc).-creatina (33 mg; 0,1 mmol; 1 eq) in piridina anidra (2 ml) e POCIs (9,32
ul; 0,1 mmol, 1 eq) a 0°C in agitazione € stata aggiunta glucosamina cloridrato (216 mg; 1 mmol;10
eq). La miscela di reazione e stata lasciata a 0°C in agitazione e monitorata mediante HPLC
analitico. Non é stato isolato il prodotto richiesto.

attivazione della (Boc),-creatina con EDC

Ad una soluzione di glucosamina cloridrato (258,7 mg; 1,2 mmol; 10 eq) e trietilamina (16,7 pl; 0,12
mmol; 1 eq) in 2 ml di dimetilformammide anidra & stata aggiunta goccia a goccia una soluzione
formata da (Boc).-creatina (40 mg; 0,12 mmol; 1 eq) ed EDC (28,7 mg; 0,12 mmol, 1 eq) in 0,5 ml
di dimetiformammide anidra. La miscela di reazione € stata posta a temperatura ambiente in
agitazione e monitorata mediante HPLC analitico; dopo 6 ore si notava la comparsa del picco del
prodotto (Tr= 16 min). Il controllo mediante spettrometro di massa del picco raccolto ha confermato
la formazione del prodotto (Boc).-creatina-glucosamina. Al termine della reazione é stato aggiunto
dietiletere freddo allo scopo di ottenere la precipitazione del prodotto. Il precipitato ottenuto, di colore
rossastro, € stato quindi purificato in HPLC preparativo (Tr=11 min). ESI-MS m/z= 493 [M+H]*.
(28,5 mg; 49%). Il picco raccolto € stato seccato in rotavapor e successivamente evaporato fino a
secchezza mediante speed vac. Il prodotto liofilizzato & stato poi sottoposto a trattamento con
TFA:DCM 1:1 in agitazione a 0°C per rimuovere i gruppi protettori t-Boc. Dopo due ore di reazione
il controllo mediante spettrometria di massa ha rilevato I'ottenimento del prodotto finale creatina-
glucosamina. La miscela di TFA e DCM ¢ stata rimossa mediante evaporatore rotante ed il prodotto
e stato quindi precipitato in dietiletere freddo e successivamente lasciato seccare sotto N». (9,25 mg,
54%)
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ESI-MS m/z=293 [M+H]*.

IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): 5 2.70 (3H, s), 3.67-3.68 (2H, 3.68 (s), 3.68 ()), 3.79-3.80 (2H, 3.80
(s), 3.80 (s)), 3.86 (1H, dd, J = 8.1, 7.7 Hz), 3.96 (1H, d, J = 8.1 Hz), 4.74 (1H, d, J = 7.7 Hz).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):d (ppm) 169.26, 168.3, 101.17, 92.46, 79.36, 74.63, 69, 49.82, 36.74

derivati della diacetilcreatina

Le sintesi chimiche della diacetilcreatina etilestere e terbutiletilestere sono state effettuate entrambe
in due fasi: la prima fase consisteva nell’acetilazione dei due gruppi amminici dell’agente guanilante
S-metilisotiourea mediante anidride acetica; nella seconda fase il composto diacetilato veniva
coniugato con 'ammina secondaria esterificata sarcosina etilestere o terbutiletilestere. L’andamento
di entrambe le fasi di reazione & stato monitorato mediante HPLC analitico utilizzando il seguente

metodo di eluizione a gradiente:

Tempo (min) %A %B
0.00 100.00 0.00
5.00 100.00 0.00
35.00 50.00 50.00
50.00 0.00 100.00
55.00 0.00 100.00
60.00 100.00 0.00

| prodotti intermedi e le molecole finali sono state analizzate mediante spettrometro di massa ESI-

MS.

sintesi chimica della diacetilcreatina etilestere

1) Acetilazione dell’'S-metilisotiourea

Ad una soluzione di S-metilisotiourea (175 mg; 1,94 mmol; 1 eq) in 2.5 ml di diclorometano anidro
sono stati aggiunti anidride acetica (403 ul; 4,27 mmol; 2,2 eq) e trietilammina (405,6 ul; 2,91 mmol;
1,5 eq). La miscela di reazione é stata messa in agitazione per due ore a temperatura ambiente
finche non si evidenziava un cambiamento di colore. L’andamento della reazione e stato monitorato
mediante HPLC analitico (Tr: 22,5 min). La risultante miscela é stata diluita con diclorometano anidro
e lavata tre volte con acqua deionizzata. Le fasi acquose sono state poi riestratte con acetato di etile
e la fase organica é stata evaporata in rotavapor. Il prodotto risultante & stato poi cristallizzato in
etanolo assoluto e filtrato in imbuto buckner lavando con etanolo ghiacciato. L’analisi qualitativa del
prodotto risultante e stata effettuata mediante spettrometria di massa e la sua purezza é stata

determinata mediante HPLC analitico.(152 mg, 45 %)
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ESI-MS m/z = 175 [M +H]"
IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 2.11-2.12 (6H, 2.11 (s), 2.11 (s)), 2.67 (3H, s).
13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 168.73, 167.26, 156.42, 23.32, 22.71, 12.96

2) Coniugazione con la sarcosina etilestere:

Il prodotto della fase precedente (152 mg; 0,87 mmol; 1 eq) e stato sciolto in THF anidro e sono stati
aggiunti sarcosina etilestere cloridrato (133 mg; 0,87 mmol; 1 eq) , trietilammina (363,7 ul; 2,61
mmol; 3 eq) e HgCl, (352 mg; 1,3 mmol; 1,5 eq). La miscela é stata tenuta in agitazione per due ore
a temperatura ambiente fino a completamento della reazione monitorandola tramite HPLC analitico
(Tr prodotto 17,1 min). A completamento della reazione la miscela é stata sottoposta a
centrifugazione per separare il surnatante dal precipitato; quest'ultimo & stato lavato tre volte con
THF anidro, centrifugando ogni volta ed alla fine tutti i surnatanti sono stati riuniti ed evaporati prima
in rotavapor e, successivamente, in speed vac. La purezza del prodotto € stata controllata in HPLC

e spettrometria di massa. (185 mg, 87%)

ESI-MS m/z = 244 [M+H]*

IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 1.15 (3H, t, J = 7.1 Hz), 2.11 (3H, s), 2.15 (3H, s), 2.78 (3H, ),
3.93 (2H, s), 4.14 (2H, g, J = 7.1 Hz).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 169.14, 168.4, 167.26, 153.78, 61.65, 51.90, 36.74, 23.36,
23.32, 14.13

sintesi chimica della diacetilcreatina terbutiletilestere

1) Acetilazione dell’'S-metilisotiourea

Ad una soluzione di S-metilisotiourea (175 mg; 1,94 mmol; 1 eq) in 2.5 ml di diclorometano anidro
sono stati aggiunti anidride acetica (403 pl; 4,27 mmol; 2,2 eq) e trietilammina (405,6 ul; 2,91 mmol;
1,5 eq). La miscela di reazione € stata messa in agitazione per due ore a temperatura ambiente
finché non si osservava un cambiamento di colore. L’andamento della reazione € stato monitorato
mediante HPLC analitico (Tr: 22,5 min). La risultante miscela é stata diluita con diclorometano anidro
e lavata tre volte con acqua deionizzata. Le fasi acquose sono state poi riestratte con acetato di etile
e la fase organica é stata evaporata in rotavapor. Il prodotto risultante € stato poi cristallizzato in
etanolo assoluto e filtrato in imbuto buckner lavando con etanolo ghiacciato. L’analisi qualitativa del
prodotto risultante é stata effettuata mediante spettrometria di massa e la sua purezza determinata
mediante HPLC analitico.(152 mg, 45 %)

ESI-MS m/z = 175 [M +H]*
IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 2.11-2.12 (6H, 2.11 (s), 2.11 (s)), 2.67 (3H, ).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):d (ppm) 168.73, 167.26, 156.42, 23.32, 22.71, 12.96
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2) Coniugazione con la sarcosina terbutiletilestere:

Il prodotto della fase precedente (152 mg; 0,87 mmol; 1 eq) & stato disciolto in THF anidro,
aggiungendo successivamente sarcosina terbutiletilestere cloridrato (157,5 mg; 0,87 mmol ;1 eq),
trietilammina (363,7 pl; 2,61 mmol; 3 eq) e HgCl; (352 mg; 1,3 mmol; 1,5 eq). La miscela e stata
tenuta in agitazione per due ore a temperatura ambiente fino a completamento della reazione
monitorandola tramite HPLC analitico (Tr prodotto 24,6 min). A completamento della reazione la
miscela e stata sottoposta a centrifugazione per separare il surnatante dal precipitato, che é stato
lavato poi tre volte con THF anidro, centrifugato ogni volta e alla fine tutti i surnatanti ottenuti sono
stati riuniti, evaporati in rotavapor e successivamente in speed vac. La purezza del prodotto finito &

stata controllata mediante HPLC e spettrometria di massa.(182 mg, 77%).

ESI-MS m/z = 272 [M+H]*

IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 1.38 (9H, s), 2.11 (3H, ), 2.14 (3H, s), 2.78 (3H, s), 3.93 (2H, S).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 170.57, 169.14, 167.26, 153.78, 80.39, 51.90, 36.74, 28.02, 28.02,
28.02, 23.36, 23.32

derivati dell’acido guanidinoacetico

| derivati dell’acido guanidinoacetico sintetizzati possono essere classificati in due gruppi:

1) esteri dell’acido guanidinoacetico : estere etilico ed estere benzilico ottenuti per esterificazione
diretta dell’acido guanidinoacetico.

2) esteri dell’acido guanidinoacetico diacetilato: guanidinoacetato diacetilato etilestere e metilestere
ottenuti con un metodo di sintesi analogo a quello utilizzato per la diacetilcreatina etilestere e

terbutilestere.

1) sintesi chimica dell’estere etilico dell’acido guanidinoacetico

L’acido guanidinoacetico (100 mg; 0,85 mmol,1 eq) é stato risospeso in trimetilclorosilano (217 pl;
1,7 mmol; 2 eq) a cui e stato aggiunto alcol etilico (100 pl; 1,7 mmol; 2 eq). La miscela di reazione
e stata tenuta in agitazione a temperatura ambiente monitorandone I'andamento mediante TLC ( 8§
4.2) Dopo circa 12 ore, a reazione avvenuta, € stato evaporato il solvente organico mediante
rotavapor e il prodotto risultante & stato ulteriormente essiccato mediante speed vac ottenendo un

semisolido trasparente. (98 mg, 79%)
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ESI-MS m/z: 146 [M+H]*
'H NMR (200 MHz, DMSO0-d6): 5 1.15 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.69 (2H, s), 4.11 (2H, q, J = 7.1 Hz).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 171.12, 157.52, 61.65, 44.08, 14.13

sintesi chimica dell’estere benzilico dell’acido guanidinoacetico

L’ acido guanidinoacetico (100 mg; 0,85 mmol; 1 eq) € stato risospeso in trimetilclorosilano (217 pl;
1,71 mmol; 2 eq) a cui é stato aggiunto alcol benzilico (178 pl; 1,71 mmol; 2 eq).La miscela di
reazione e stata tenuta in agitazione a temperatura ambiente monitorandone 'andamento mediante
HPLC analitico (Tr alcol benzilico:16 min; Tr estere benzilico dell’acido guanidinoacetico: 8 min)

utilizzando il seguente metodo di eluizione a gradiente:

Tempo (min) %A %B
0.00 95.00 5.00
5.00 90.00 10.00
35.00 30.00 70.00
50.00 0.00 100.00
55.00 0.00 100.00
60.00 100.00 0.00

Dopo circa 24 ore la reazione la miscela ha assunto una colorazione rosata. La reazione é stata
fermata e quindi € stata effettuata una estrazione con acqua ed acetato di etile. L’estratto,
contenente il prodotto, & stato quindi evaporato in rotavapor e successivamente in speed vac

ottenendo un solido bianco.(146 mg; 83%)
ESI-MS m/z : 208,08 [M+H]*

IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 3.70 (2H, s), 7.23-7.33 (3H, 7.28 (dtd, J = 8.1, 1.3, 0.5 Hz), 7.28
(tt, J = 7.6, 1.3 Hz)), 7.47 (2H, dddd, J = 8.1, 7.6, 1.5, 0.5 Hz).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):8 (ppm) 169.29, 157.52, 150.32, 129.63, 129.63,123.59, 121.59,
121.59, 44.08

2) sintesi chimica del diacetil guanidinoacetato metilestere

Per sintetizzare tale derivato & stata effettuata una coniugazione della diacetil-S-metiltiourea
sintetizzata con il metodo descritto sopra (8 pg.57) con la glicina metilestere, preparata per

esterificazione diretta della glicina con alcol metilico.
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1.esterificazione della glicina con alcol metilico

Glicina (100 mg, 1.33 mmol, 1 eq) € stata risospesa in trimetilclorosilano (340 pl, 3.66 mmol, 2 eq).
A tale miscela é stato aggiunto alcol metilico (108 pl, 3.66 mmol, 2 eq). La miscela di reazione e
stata tenuta a temperatura ambiente in agitazione e monitorata mediante TLC con lo stesso metodo
utilizzato per monitorare I'esterificazione del guanidinoacetato etilestere (8§ 4.2). A compimento della
reazione, dopo circa 12 h, il solvente organico incolore & stato evaporato mediante rotavapor e

successivamente speed vac, ottenendo un solido biancastro. (102 mg, 85.7%)
ESI-MS m/z : 89.85 [M+H]*
H NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 3.56 (2H, s), 3.69 (3H, s).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):5 (ppm) 169.12, 52.25, 41.11

2. coniugazione della glicina metilestere con la diacetilmetiltiourea

Glicina metilestere (102 mg; 1.14 mmol, 1 eq) e N,N diacetil-metilisotiourea (200 mg; 1.14 mmol, 1
eq) ottenuta con il metodo descritto sopra (8 pg 57) sono state sospese in THF anidro con HgCl»
(463 mg; 1.71 mmol, 1.5 eq) e trietilammina (476 pl; 3.42 mmol, 3 eq). La miscela di reazione é stata
tenuta in agitazione a temperatura ambiente per circa un’ora, monitorandone 'andamento mediante
HPLC analitico (Rt 18 min) utilizzando lo stesso gradiente di eluizione descritto per la diacetilcreatina
etilestere. Al termine la miscela é stata centrifugata a 2497 g per 5 minuti per separare il surnatante
dal precipitato, € stato lavato e centrifugato per tre volte il precipitato con THF anidro ed i surnatanti
riuniti sono stati evaporati in rotavapor. Il prodotto finale é stato cristallizzato in metanolo. (156 mg,
63.6%)

ESI-MS m/z 216 [M+H]".
'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 2.15 (3H, s), 2.17 (3H, s), 3.72 (3H, S), 4.54 (2H, s).
13C NMR (50 MHz, DMSO0-d6):5 (ppm) 171.16, 169.64, 168.8, 160.35, 52.29, 44.08,

23.35,21.3

sintesi chimica del diacetil guanidinoacetato etilestere

La sintesi di tale derivato é stata effettuata mediante la coniugazione della N,N-diacetil-metiltiourea
preparata con il metodo descritto sopra (8 pg 57) con la glicina etilestere cloridrato disponibile

commercialmente. N,N diacetil-metiltiourea (281.6 mg; 0.97 mmol, 1 eq)e glicina etilestere cloridrato
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(100 mg; 0.97 mmol, 1 eq) sono state sospese in THF anidro con HgCl, (394 mg, 1.45 mmol, 1.5
eq) e trietilammina (405.6 ul, 2.91 mmol, 3 eq). La miscela di reazione é stata tenuta in agitazione a
temperatura ambiente per circa un’ora, monitorandone 'andamento mediante HPLC analitico (Rt 23
min) utilizzando lo stesso gradiente di eluizione descritto per la diacetilcreatina etilestere. Al termine
la miscela e stata centrifugata a 2497 g per 5 minuti per separare il surnatante dal precipitato, e stato
lavato e centrifugato per tre volte il precipitato con THF anidro ed i surnatanti riuniti sono stati
evaporati in rotavapor. Il prodotto finale é stato cristallizzato in etanolo.(119 mg, 53.6%)

ESI-MS m/z 230 [M+H]".

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): & 1.15 (3H, t, J = 7.1 Hz), 2.15 (3H, s), 2.17 (3H, s), 4.14 (2H, q, J = 7.1
Hz), 4.54 (2H, s).

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6):d (ppm) 171.12, 169.64, 168.8, 160.35, 61.65, 44.08, 23.35, 21.3,
14.13

4.4 METODI DEI TEST BIOLOGICI
valutazione della stabilita

La valutazione della stabilitd dei composti sintetizzati € stata condotta tramite analisi HPLC di prelievi
a diversi intervalli di tempo da soluzioni delle molecole opportunamente diluite. In particolare la
stabilita dei coniugati glucidici creatina-glucosio e creatina-glucosamina & stata determinata
mediante HPLC-MS tramite prelievi effettuati a diversi periodi, su soluzioni acquose diluite. Le
concentrazioni da usare per le soluzioni oggetto dello studio sono state individuate con delle prove
preliminari, in cui la molecola veniva disciolta a diverse concentrazioni (1 mM; 0,5 mM; 0,1 mM; 0,05
mM) in acqua o in ACSF ed iniettata in HPLC per verificare I'intensita del picco cromatografico. Le
aliquote per valutare la stabilita della molecola diacetilcreatina etilestere sono state preparate da
due soluzioni madri, una in acqua e una in ACSF (liquido cefalorachidiano artificiale), di
concentrazione 20 mM, da cui si sono ottenute le soluzioni diluite di dieci volte per ottenere
concentrazioni 2 mM. La soluzione madre e le soluzioni diluite sono state preparate in matracci tarati
a temperatura ambiente e pH 7. Sono stati poi effettuati prelievi delle soluzioni ottenute al tempo
zero e ogni 30 minuti e valutate mediante HPLC-MS. Per determinare la stabilitd dei composti
diacetilcreatina terbutilestere e diacetilguanidinoacetico etilestere & stata preparata una soluzione
madre in ACSF 1 mM in matraccio tarato da cui si € ottenuta la soluzione 0,5 mM, di cui sono stati

prelevati campioni ogni 30 minuti per essere iniettati nel sistema HPLC.
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preparazione delle fettine di ippocampo

Per questo tipo di esperimenti sono stati utilizzati topi maschi albini Swiss ICR (CD-1) di 28-40 giorni
di etd, acquistati da Harlan Italia (San Pietro al Natisone, Udine, Italia) e mantenuti presso lo
stabulario del’Ospedale Policlinico San Martino. L’approvazione per condurre tali esperimenti &
stata ottenuta dal Ministero della Salute Italiano; gli esperimenti sono stati condotti in linea con la
normativa richiesta ( D.L. 27.1.1992 n. 116, in accordo con la direttiva del’lUE 89/609/CEE).
L’approvazione formale per gli esperimenti descritti &€ stata ottenuta dal Comitato Etico dell’'Ospedale
Policlinico San Martino di Genova. La procedura di preparazione delle fettine in vitro € stata
precedentemente descritta.Per poter isolare I'ippocampo I'animale & stato anestetizzato con etere
etilico e immediatamente decapitato. E stato poi estratto I'ippocampo della porzione cerebrale
sinistra e suddiviso, per mezzo di un microtomo, in fettine trasversali rispetto alla lunghezza
dell’'organo con uno spessore di:

e 600 um per gli esperimenti di elettrofisiologia;

e 400 um per gli esperimenti di biochimica
Le fettine cosi ottenute sono state trasferite all’interno di beaker contenenti una soluzione di ACSF
ossigenata continuamente da una miscela CO; 95:5, in modo da mantenere il pH intorno a 7.35 —
7.4. | beaker durante I'ossigenazione erano posti in un bagno termostatato alla temperatura di:

o 32° C per l'elettrofisiologia

e 36° C per la biochimica
L’ACSF utilizzato consisteva in una soluzione di acqua deionizzata contenente i seguenti composti
a tali concentrazioni :

e Glucosio 410 mM

e MgSo0421.2mM

e CaCl; 31.2mM

e Main Stock (soluzione formata da: NaCl 130mM, KCI 3.5mM, NaH2PO4 1.25mM, NaHCO3

24mM)

Per gli esperimenti di biochimica é stata preparata anche una soluzione di ACSF modificata (8
pag.63)

inattivazione del trasportatore della creatina nelle fettine di ippocampo

L’inattivazione del trasportatore della creatina si pud ottenere con due diversi metodiche, anche
utilizzate contemporaneamente!?® : ['utilizzo dell'acido guanidinopropionico (GPA) 1mM o un
medium di incubazione privo di ioni CI- #3.Concentrazioni di GPA maggiori di 1mM non possono
essere utilizzate in quanto provocano una soppressione del segnale elettrico da parte delle fettine,
mentre una concentrazione pari a 1 mM riduce I'uptake e la concentrazione di creatina nelle fettine

del 50% 1° .l’incubazione in un medium privo di ioni CI- non puo essere utilizzata negli esperimenti
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di elettrofisiologia in quanto deprime la neuroeccitabilita delle fettine. Negli esperimenti di biochimica
non si utilizza il GPA in quanto presenta in HPLC caratteristiche di eluizione molto simili a quelle
della creatina, interferendo quindi con la determinazione della concentrazione di quest'ultima.
Pertanto negli esperimenti descritti di seguito € stato utilizzata una inattivazione del CRT mediante
GPA 1mM negli esperimenti di elettrofisiologia, e il medium di incubazione privo di ioni CI- negli

esperimenti di biochimica.

preparazione dei campioni biologici ed analisi HPLC per la determinazione dei contenuti di
creatina e fosfocreatina (esperimenti di biochimica)

Questi studi sono stati effettuati per determinare la capacita di innalzare i livelli di creatina e
fosfocreatina intracellulare nel tessuto trattato e sono stati condotti su fettine di ippocampo isolate
da topi maschi ICR (CD-1) di 4 settimane, anestetizzati con etere e decapitati. Una volta prelevato
l'ippocampo di sinistra sono state eseguite delle sezioni di 400 um di spessore e le fettine cosi
ottenute sono state trasferite in beaker e incubate a 36° C per 3 ore in un bagno termostatato.Ogni
beaker conteneva 12 fettine di dieci differenti animali .

| gruppi sperimentali utilizzati in questo studio sono stati:

ACSF

ACSF senza CI

ACSF + Creatina (2mM)

ACSF senza CI + Creatina (2mM)
ACSF + DAC (2 uM)

ACSF senza CI'+ DAC (2uM)

In questo caso € stato utilizzato TACSF modificato ,dove i cloruri di Na*, Ca* e K* sono sostituiti con
gli acetati di Na*, Ca* e K". Le soluzioni sono state continuamente ossigenate con una miscela
02:C0O; 95:5 in modo che il pH risultante fosse 7,35-7,4. Dopo l'incubazione le fettine sono state
lavate con soluzione fisiologica, mentre per quelle incubate senza cloruro & stata utilizzata una
soluzione isotonica di acetato di sodio, e poi trasferite in provette Eppendorf. Queste sono state
congelate in azoto liquido e conservate a una temperatura di -80° C.Ogni campione é stato
omogenizzato con una soluzione di acido perclorico 0,3 M (HCIO4) in modo da inattivare Iattivita
enzimatica della CK e successivamente il pH & stato portato a 7 con potassio carbonato (K2CO3)
3M. Dopo centrifugazione é stato prelevato il sopranatante, mentre il precipitato é stato conservato
per la determinazione della concentrazione proteica con tecnica Bradford. Tutte le misurazioni sono
state effettuate utilizzando BSA (Bovine Serum Albumine) come standard. Il sopranatante e stato
prelevato e utilizzato per I'analisi HPLC in modo da determinare i livelli di creatina e fosfocreatina.
La quantificazione dei metaboliti & stata condotta secondo metodi precedentemente pubblicati, con
piccole modificazioni 11° .1l sistema HPLC utilizzato era un Agilent 1260—Agilent Technologies, Palo

Alto, CA, USA) dotato di autocampionatore e colonna Symmetry C18, di 3,9 mm x 150 mm con
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particelle di dimensioni 5 micron (Waters Corporation, Milford, MA,USA). La temperatura della
colonna é stata mantenuta a 30°C ed e stata utilizzata una eluizione in modalita isocratica con la
seguente fase mobile a pH 6.8 (Il pH e stato mantenuto leggermente inferiore a 7 per la tendenza di
creatina e fosfocreatina a ciclizzare in ambiente basico:

e Solvente A: NaHPOs 40 mM (fosfato monoacido di sodio) + TBAHS 1mM

(tetrabutilammonio idrogeno solfato)
e Solvente B: NaH.PO,; 40 mM (fosfato biacido di sodio) + TBAHS 1mM (tetrabutilammonio
idrogeno solfato)

La velocita del flusso per I'analisi dei campioni & stata fissata a 0,8 ml/min e la lunghezza d'onda a
220 nm. Il volume di iniezione é stato fissato a 5 pl sia per gli standard che per i campioni. Le
molecole degli standard sono state diluite nella fase mobile per raggiungere la concentrazione
desiderata e il sopranatante dei campioni & stato diluito 1:1 nella fase mobile. | risultati ottenuti sono
stati normalizzati rapportandoli con la concentrazione di proteine di ogni campione ottenuta secondo
Bradford, un metodo colorimetrico che permette di stimare il contenuto di proteine. In particolare, la
tecnica si basa sull'interazione non-covalente del colorante Coomassie Brilliant Blue con le proteine
presenti. Il saggio viene effettuato a pH acido. Il colorante & in grado di legarsi primariamente ai
residui basici ed aromatici, portando alla formazione di complessi. Questi ultimi determinano uno
spostamento del massimo di assorbimento del colorante da 465 nm a 595 nm, che puo essere
misurato spettrofotometricamente. (Bradford MM, 1976).
Mediante analisi HPLC e successiva normalizzazione verso la concentrazione delle proteine sono
stati quindi determinati i contenuti di creatina e fosfocreatina nei campioni incubati con i diversi media
allo scopo di determinarese le molecole in esame fossero in grado di aumentare i livelli intracellulari
di creatina e fosfocreatina e se tale aumento fosse o meno dipendente dall'integrita del trasportatore
della creatina. Le curve di calibrazione sono state eseguite in triplicato utilizzando tre concentrazioni
standard prima di eseguire le analisi sui campioni e I'accuratezza si trovava in un range compreso

tra + 13 e + 16% con una deviazione standard in un range dell’8%.

metodi elettrofisiologici

Le tecniche elettrofisiologiche 2'2 sono state utilizzate per studiare gli effetti neuroprotettivi dei
derivati sintetici della creatina e sono state effettuate sulle fettine di ippocampo in vitro.Per realizzare
questo tipo di esperimenti sono stati utilizzati come animali da esperimento topi ICR (CD-1) maschi
di quattro settimane, provenienti da allevamenti Harlan. Le fettine di ippocampo sono state preparate
seguendo la metodica esposta precedentemente. Dopo 3 ore di preincubazione in beaker posti in
un bagnetto termostatato, le fettine sono state trasferite in una camera di incubazione e registrazione
elettrofisiologica (Fine Science Tools, Vancouver, Canada). Il tessuto & stato mantenuto a 35+1 °C,

con un flusso costante (2 ml/min) di ACSF avente la stessa composizione del medium di
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incubazione. | dati ottenuti sono stati archiviati digitalmente utilizzando il software Axo-Tape versione
1.1.2 (Axons Instruments, Foster City, CA, USA)

effetto del GPA sulla vitalita delle fettine

Si & dapprima determinato l'effetto elettrofisiologico del GPA sulle fettine a due diverse
concentrazioni utilizzando i seguenti mezzi di incubazione, in cui le fettine sono state tenute per 3
ore a 36°C:

- ACSF

- ACSF+GPA (0,5 mM)

- ACSF+GPA (1 mM)

Le fettine di diversi animali sono state distribuite nei beaker di incubazione in modo che ogni beaker
contenesse 12 fettine di ippocampo da dieci animali diversi per ridurre la variabilita dei campioni e
venisse considerato come un soggetto sperimentale. Le fettine sono poi state trasferite nella camera
di incubazione e registrazione. Due microelettrodi sono stati posizionati, 'uno con funzione di
stimolazione sulle collaterali di Schaffer, I'altro con funzione di registrazione nello strato dei corpi

cellulari di CA1 ed e stata misurata poi 'ampiezza del PS.

effetto della DAC e del DiacetilGAAetilestere sulla vitalita delle fettine

Per valutare invece gli effetti delle molecole sintetizzate sulla vitalita, le fettine sono state preincubate
per 3 ore in ACSF a 36°C e poi trasferite nella camera di incubazione e registrazione, dove sono
state percolate con diverse concentrazioni del composto in esame in ACSF:

- ACSF+DAC o DiacetilGaakEtilestere (1mM)

- ACSF + DAC o DiacetilGaaEtilestere (500 puM)

- ACSF + DAC o DiacetilGaaEtilestere (250 puM)

- ACSF + DAC (125 uM) o DiacetilGaakEtilestere (100 uM)

- ACSF + DAC (62.5 uM)

La stessa procedura € stata ripetuta per ciascuna delle soluzioni e i microelettrodi sono stati

posizionati come descritto sopra (8 pg 46) e misurata I'ampiezza del PS.

effetto della DAC sulla vitalita delle fettine in condizioni di blocco del CrT

Per valutare invece se le molecole testate erano in grado di sovvertire I'effetto tossico del GPA sulla
vitalita delle fettine sono stati utilizzati i seguenti medium di incubazione:
- ACSF
- ACSF + GPA 1mM
- ACSF + GPA 1mM + Creatina 2mM
- ACSF + GPA 1mM + DAC*
*Sono state testate diverse concentrazioni di DAC, a partire da DAC 2mM dimezzando ogni volta la
dose fino ad arrivare a una concentrazione di DAC 1uM.
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esperimenti con anossia

Gli esperimenti sono stati condotti riproducendo un metodo riportato in letteratura’ e
precedentemente utilizzato nel laboratorio di neurofisiologia sperimentale nel corso di altri studi
111.212 || principio su cui si basa & I'osservazione di Whittingham e Lipton, che nel 1981 dimostrarono
la capacita della creatina di prevenire la perdita irreversibile della trasmissione sinaptica su fettine
di ippocampo di topo dopo 10 minuti di privazione di ossigeno.Questa protezione era inoltre
accompagnata da una parziale conservazione di ATP nelle fettine anossiche. Il contenuto di ATP
nelle fettine prima di essere sottoposte ad anossia era di 13,9 umol/g di proteine. In quelle sottoposte
ad anossia e trattate con creatina la concentrazione di ATP risultava essere 7,9 umol/g di proteine,
mentre nelle fettine di controllo era di 3,6 pmol/g di proteine. La procedura di preparazione delle
fettine era identica a quella precedentemente illustrata (8 pg 62). Dopo 3 ore di preincubazione in
beaker posti in un bagnetto termostatato, le fettine sono state trasferite in una camera di incubazione
e sottoposte a registrazione elettrofisiologica. Il tessuto & stato mantenuto a 35+1°C, con un flusso
costante (2 ml/min) di ACSF avente la stessa composizione del medium di incubazione. Dopo aver
posizionato gli elettrodi (stimolante e registrante) e aver verificato la presenza del PS, é stata indotta
anossia sostituendo I'ossigeno nella fase gassosa della camera di incubazione con azoto ed e stata
effettuata una misurazione del potenziale d’ azione composto extracellulare, stimolando ogni 5
secondi. Una volta instaurata I'anossia il PS tendeva a diminuire progressivamente fino a
scomparire. Si & quindi registrato quanto tempo il segnale (PS) impiega ad annullarsi dal momento
di inizio dell’'anossia. L’attivita neuroprotettiva della creatina o di composti che hanno azione simile
€ rappresentata dalla sua capacita di ritardare la deplezione di ATP durante I'anossia e quindi
ritardare la scomparsa del PS, che € ATP-dipendente 77 .| gruppi sperimentali utilizzati nel’ambito di
guesto studio sono stati:

- Controlli: incubazione in ACSF

- Soggetti trattati sperimentalmente: incubazione con ACSF + DAC

PARTE 2

4.5 SINTESI E CARATTERIZZAZIONE DELLA FOSFOCREATINA

I metodo ottimale che é stato adottato per sintetizzare la fosfocreatina prevede cinque fasi, ciascuna
delle quali é stata monitorata durante il suo decorrere mediante HPLC analitico; ogni intermedio di
reazione é stato inoltre valutato qualitativamente mediante analisi con spettrometro di massa ESI-
MS. Con I'obiettivo di ottenere due esteri della fosfocreatina, I'estere terbutilico e quello etilico, nella
terza fase sono state utilizzate due diverse ammine secondarie, rispettivamente la sarcosina
terbutilestere e la sarcosina etilestere. Soltanto il prodotto recante 'estere etilico ha mostrato stabilita
durante la fase successiva, cioé la rimozione dei gruppi protettori, fornendo la fosfocreatina
etilestere, da cui si & poi ottenuta la molecola fosfocreatina. Il metodo HPLC usato prevedeva il

seguente schema di eluizione a gradiente utilizzando la seguente fase mobile:
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solvente A: H20 con aggiunta di 0,1% di acido formico

solvente B: CH3CN con aggiunta di 0,1% di acido formico

Tempo (min) A% B%
0 100 0
5 95 5
35 25 75
50 0 100
55 0 100
60 100 0

sintesi della N-tert-butilossicarbonil-S-metilisotiourea (N-t-Boc-metilisotiourea)

Una soluzione di S-metilisotiourea sale emisolfato (500 mg; 3,59 mmol) in 2,5 ml di NaOH 1N é stata
posta a 0°C in bagno di ghiaccio e ad essa sono stati aggiunti 5 ml di CH:Cl; e trietilammina (250
ul;1,79 mmol). Una soluzione di di-tert-butil-dicarbonato (783.5 mg; 3.59 mmol) in 2 ml di CH.Cl, é
stata aggiunta goccia a goccia in un periodo di circa 2 ore. La miscela ottenuta € stata tenuta in
agitazione per una ulteriore ora fino a completamento della reazione. Il controllo in HPLC mostra per
I'N-tert-butilossi-metilisotiourea un Tr di 13 min e per I'N,N-ditertbutilossi-metilisotiourea un Tr di 41
min. La soluzione finale é stata diluita con 1 ml di CH.Cl, e portata a pH 4 mediante I'aggiunta di
HCI 1IN. La fase organica € stata estratta con acqua acida e separata dalla fase acquosa.
Quest'ultima é stata portata a pH 7 con I'aggiunta di NaOH 1N e riestratta con CH,Cl..

La risultante fase organica €& stata separata, disidratata con Na,SO., filtrata ed evaporata in
rotavapor. Il composto ottenuto €& stato trattato con dietiletere anidro ed evaporato fino

all'ottenimento di un semisolido biancastro.(377 mg, 55 %)

ESI-MS m/z = 191 [M+H]*
IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.39 (s, 9H), 2.45 (s, 3H).
13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): 13.8, 27.8, 79.2, 157.3, 161.4.

fosforilazione dell’N-t-Boc-metilisotiourea per ottenere il tertbutil(((di(benzilossi)fosforillammino)

(metiltioymetil)carbammato

L’N-tert-butilossicarbonil-S-metilisotiourea (240 mg; 1.26 mmol) & stata disciolta in 1,5 ml di acqua
deionizzata. La soluzione € stata posta in agitazione a 0°C in bagno di ghiaccio ed é stata aggiunta
una soluzione di dibenzilfosfito (223 pl, 1 mmol) in 1,5 ml di CCls ; durante i successivi 30 minuti
sono stati aggiunti goccia a goccia 500 pl di NaOH 0,8 N. Al termine dell’aggiunta la soluzione e
stata fatta reagire a temperatura ambiente fino a compimento della reazione, controllata in HPLC
(Tr prodotto: 41,2 min). La fase organica é stata quindi separata da quella acquosa, lavata con
acqua deionizzata, disidratata con Na,SOs, filtrata ed evaporata mediante rotavapor fino ad ottenere

un olio giallo chiaro. (388 mg, 69%)
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ESI-MS m/z = 451,1 [M+H]*
IH NMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.39 (s, 9H), 2.46 (s, 3H), 5.06 (s, 4H), 7.37-7.46 (m, 10H)
13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): 13.8, 27.8, 70.5, 78.2, 126.8, 127.3, 127.8, 135.9, 151.3, 160.4.

coniugazione con la sarcosina etilestere per ottenere [I'etil-2-(2-(di(benzilossifosforil)-3-(tert-

butossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato

Il prodotto ottenuto, il tert-butil(((di(benzilossi)fosforil)ammino)(metiltio)metil)carbammato (388 mg;
0,86 mmol) é stato posto in una soluzione di 2 ml di DMF anidra assieme a sarcosina etilestere
cloridrato (131 mg; 0,86 mmol), HgCl> (700 mg; 2,58 mmol) e trietilammina (120 pl; 0,86 mmol). La
miscela risultante & stata tenuta in agitazione per circa 18 ore a temperatura ambiente. Dopo
completamento della reazione (Tr prodotto: 37 min) & stato aggiunto dietil etere (2 ml) e si e formato
un precipitato bianco che é stato rimosso per filtrazione e lavato due volte con dietiletere freddo. Il
filtrato etereo e stato evaporato in rotavapor fino ad ottenere un derivato oleoso (244 mg, 55%)
ESI-MS m/z = 520,2 [M+H]*

H NMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.28(t,3H),1.38 (s, 9H), 3.05 (s, 3H),4.06 (q,2H),4.22 (s,2H),5.06
(s,4H),7.40-7.46 (m,10H)

13C NMR (50 MHz, DMSO0-d6):14.3,27.6,37.6,51.1,61.1,70.5,81.4,126.8,127.3,127.8,134.8,154.3,
160.4,170.2

coniugazione con la sarcosina terbutilestere per ottenere il terbutill-2-(2-(di(benzilossifosforil)-3-(tert-

butossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato

Il prodotto ottenuto, il tert-butil(((di(benzilossi)fosforil)ammino)(metiltio)metil)carbammato (388 mg;
0,86 mmol) é stato posto in una soluzione di 2 ml di DMF anidra assieme a sarcosina terbutilestere
cloridrato (157 mg; 0,86 mmol), HgCl> (700 mg; 2,58 mmol) e trietilammina (120 pl; 0,86 mmol). La
miscela risultante & stata tenuta in agitazione per circa 16 ore a temperatura ambiente. Dopo
completamento della reazione monitorata mediante HPLC (T prodotto: 41,9 min) é stato aggiunto
dietil etere (2 ml) e si & formato un precipitato bianco che é stato rimosso per filtrazione e lavato due
volte con dietiletere freddo. Il filtrato etereo € stato evaporato in rotavapor. (241 mg, 52%)

ESI-MS m/z = 534,2 [M+H] *

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.39 (s, 9H), 1.44(s, 9H), 3.01 (s, 3H), 4.12 (s, 2H), 5.06 (s, 4H),
7.40-7.46 (m, 10H)

13C NMR (50 MHz, DMSO0-d6):27.6,27.8,37.6,51.3,70.5,79.2,81.4,126.8,127.3,127.8,134.9,155.3,
160.4,170.9
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rimozione dei gruppi protettori ed ottenimento dell’acido ammino((2-etossi-2-

ossietil)(meti)ammino)metilene fosforoammidico (estere etilico della fosfocreatina)

All’etil-2-(2-(di(benzilossifosforil)-3-(terz-butossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato (244 mg; 0,47
mmol) e stata aggiunta una miscela di 2 ml di CH2Cl, e TFA 1:1 a T=0°C in bagno di ghiaccio. La
soluzione é stata tenuta in agitazione a T=0°C per tre ore e successivamente a temperatura
ambiente per un’ora, fino alla completa rimozione dei gruppi tert-butilossi-carbonilici e benzilici,
monitorando lo svolgimento della reazione mediante HPLC-MS. Al termine la miscela é stata diluita
con 2 mldi CH.Cl;ed il solvente evaporato in rotavapor per rimuovere anche l'acido trifluoroacetico.
Il composto é stato poi trattato con dietiletere freddo (1 ml), centrifugato a 4000 g per 5 minuti ed il
precipitato lavato due volte con dietiletere ottenendo I'etilstere della fosfocreatina (96 mg, 86%)
ESI-MS m/z = 240,1 [M+H]*

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.27(t, 3H), 3.01 (s, 3H), 3.88 (s, 2H), 4.03 (g, 2H)

13C NMR (50 MHz, CDCI3): 14.3, 37.3, 51.2, 61.1, 157.5, 170.1

idrolisi del gruppo estereo ed ottenimento dell’acido-2-(1-metil-2-fosfoquanidino)acetico)

(fosfocreatina)

A ciascun mg di acido ammino((2-etossi-2-ossietil)(metil)Jammino)metilene fosforoammidico

ottenuto dalla quarta fase, sono stati aggiunti 0,7 mg di PLE [(Porcine Liver Esterase) (EC 3.1.1.1)
(130 Units/mg)] disciolti in una miscela formata da 200 pl di tampone fosfato KH,PO4 0,1 M e 60 pl
di MeOH a pH 8. La reazione é stata posta a temperatura ambiente per circa un’ora. Al termine
della reazione la miscela é stata centrifugata ed il filtrato & stato concentrato sotto vuoto. Il prodotto
e stato ricristallizzato in etanolo assoluto ed é stato ottenuto il prodotto come sale di potassio.
ESI-MS m/z = 212.1 [M+H] *

H NMR (200 MHz, D20O/H0) 3.01 (s, 3H), 3.89 (s, 2H)

13C NMR (50 MHz, CDCI3):37.3, 53.2, 155.5, 171.1

La resa totale del processo a partire da S-metilisotiourea é circa del 48%.

69



CAPITOLO 5 : RISULTATI E DISCUSSIONE

PARTE 1: DERIVATI DELLA CREATINA
5.1 (BOC)2-CREATINA E SUA STABILITA

La sintesi chimica di derivati creatina € complicata dalle caratteristiche chimiche della creatina
stessa. Essa reagisce con difficolta con altre molecole a causa della sua natura zwitterionica che,
favorendo la formazione di una sorta di sale interno, ne diminuisce la reattivitd. Proteggendo gl
azoti del gruppo guanidinico e possibile attivare il gruppo carbossilico mediante uno specifico
attivante, per facilitarne la reazione con un appropriato composto nucleofilo. A tale scopo é stata
sintetizzata la (Boc).-creatina, che € una forma di creatina in cui i due atomi di azoto del gruppo
guanidinico sono protetti da due gruppi t-Boc.Questo particolare derivato € stato sintetizzato
partendo dalla sarcosina, un composto con uno scheletro carbonioso simile alla creatina ma privo
della porzione guanidinica. Alla sarcosina € stato unito un gruppo guanidinico gia protetto con gruppi
protettori t-Boc ad entrambi gli azoti. L’'unione delle due porzioni ha portato alla formazione
dell’estere della (Boc).-creatina, che per idrolisi basica ha permesso di ottenere la molecola finale
(Boc).-creatina (fig.24). Lo svolgimento della reazione e stato monitorato mediante HPLC analitico
(fig.25) ed il prodotto purificato mediante HPLC preparativo é stato analizzato mediante spettrometro

di massa (fig.26).

C
CHs i O\ |
HI!I /C=O \N/ CHzo
N CH
(|3H2 + \ / 8 a l!

Fig. 24 sintesi della (Boc)2-creatina: la prima fase consiste nella reazione tra la sarcosina etilestere e la N,N-
Di(tertbutilossimetiltioura) per ottenere la (Boc)zcreatina etilestere. la seconda fase consiste nell’idrolisi basica del gruppo
estereo ad ottenere la (Boc)z-creatina. a) DMF, TEA, HgCl2, T.amb ; b) NaOH:CHsCN 1:1, T.amb
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Fig.25 HPLC analitico della (Boc)z-creatina: € possibile visualizzare il picco relativo alla molecola (Boc)z-creatina con

Tr: 21 min ad una A=254
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Fig. 26 spettri di (Boc)z-creatina ottenuti mediante analisi ESI-MS ed ESI-MSZ2. a) (Boc)z-creatina,ESI-MS m/z =332
[M+H]*. b) spettro ESI-MS? di (Boc)2-creatina.
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Una volta ottenuta la molecola in purezza elevata e stata testata la sua stabilitd a temperatura
ambiente come residuo secco. Questa molecola ha dimostratouna buona stabilita, tanto che dopo 6
mesi a temperatura ambiente era presente circa il 99% del prodotto. La stabilita e stata anche
valutata in soluzione acquosa, in particolare in ACSF: dopo 3 ore era ancora presente il 96,6% del
valore iniziale. La realizzazione della (Boc).-creatina quale intermedio di sintesi ha quindi permesso
di superare le limitazioni date dalle caratteristiche chimiche della creatina, la quale presenta una
reattivita molto scarsa ed e quasi insolubile nei solventi organici, oltre a degradare facilimente a
creatinina. Il gruppo guanidinico protetto della (Boc).-creatina conferisce a tale molecola una alta
reattivita sul gruppo carbossilico opportunamente attivato; essa inoltre e solubile nei solventi organici
non degrada a creatinina e presenta una elevata stabilith come residuo secco. | gruppi protettori t-
Boc possono inoltre essere facilmente rimossi in ambiente acido una volta che la sintesi del derivato

finale & stata completata. Per tutti questi vantaggi la (Boc).-creatina €& stata utilizzata come

intermedio per la sintesi dei derivati glucidici creatina-glucosio e creatina-glucosamina.

derivati glucidici della creatina a partire dalla (Boc).-creatina

Partendo dalla (Boc).-creatina sono stati realizzati due derivati glucidici, creatina-glucosio e
creatina-glucosammina, attivando il gruppo carbossilico della (Boc).-creatina con un opportuno
attivante (EDC) e successivamente coniugando la molecola con la porzione glucidica; infine sono
stati rimossi i gruppi protettori t-Boc (fig.27,31). L’'andamento delle reazioni & stato monitorato
mediante HPLC analitico (fig.28,32) tranne l'ultima fase (rimozione dei gruppi protettori) che & stata
controllata durante il suo svolgimento mediante analisi effettuate con spettrometro di massa
(fig.29). | prodotti finali purificati sono stati caratterizzati mediante spettrometro di massa
(fig.30,33).
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sintesi del derivato creatina-glucosio
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Fig.27 sintesi del derivato creatina-glucosio: nella prima fase di reazione il gruppo carbossilico della (Boc)zcreatina &
stato attivato con EDC a dare un intermedio piu elettrofilo che nella seconda fase ha reagito con il glucosio rimuovendo il

gruppo uscente. Nella terza fase di reazione sono stati rimossi i gruppi protettori t-Boc. a)DMF, TEA, 40°C b)TFA: DCM
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Fig.28 HPLC analitico del derivato (Boc).creatina-glucosio
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Fig. 29 spettro di massa della miscela di reazione trattata con DCM:TFA 1:1 dopo 2 ore dall'inizio della reazione,
durante il monitoraggio della rimozione dei gruppi protettori t-Boc. Si possono individuare il peso molecolare del prodotto
finale creatina-glucosio (ESI-MS m/z=293 [M+H]"), quello del prodotto intermedio (Boc)creatina-glucosio dotato di un solo
gruppo t-Boc (ESI-MS m/z=393 [M+H]*) e il prodotto di partenza (Boc)zcreatina-glucosio (ESI-MS m/z=493 [M+H]*)
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Fig. 30 spettro di massa della molecola creatina-glucosio ESI-MS m/z= 293,17 [M+H]*

74



sintesi del derivato creatina-glucosammina
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Fig.31 sintesi del derivato creatina-glucosamina nella prima fase di reazione il gruppo carbossilico della (Boc)z-creatina
é stato attivato con EDC a dare un intermedio piu elettrofilo che nella seconda fase ha reagito con la glucosamina
rimuovendo il gruppo uscente. Nella terza fase di reazione sono stati rimossi i gruppi protettori t-Boc. a)DMF,TEA, 40°C
b)TFA: DCM 1:1 0°C
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Fig.32 HPLC analitico del derivato (Boc)zcreatina-glucosamina
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Fig.33 spettro di massa del prodotto creatina-glucosamina ESI-MS m/z = 294,25 [M+H]*

| derivati glucidici creatina-glucosio e creatina-glucosamina sono stati sintetizzati a partire
dallintermedio (Boc).-creatina, attivata opportunamente sul gruppo carbossilico. Tali derivati,
ottenuti in buona resa e purezza e caratterizzati, sono stati testati per quanto riguarda la loro stabilita
in mezzo acquoso, rivelando una migliore stabilita del derivato creatina-glucosamina rispetto alla
creatina-glucosio (dati non mostrati), probabilmente dovuta ad una minore sensibilita all’idrolisi del

legame ammidico rispetto a quello estereo.

5.2 SINTESI DEI DERIVATI DELLA DIACETILCREATINA
La sintesi dei derivati della diacetilcreatina si & svolta in due fasi:

-I'acetilazione dell’agente guanilante S-metilisotiourea ad ottenere il derivato diacetilato

(fig.34),caratterizzato mediante HPLC analitico (fig.35) e spettrometria di massa (fig.36).

-la coniugazione della N,N-diacetilmetilisotiourea con la sarcosina etilestere o terbutilestere, ad

ottenere derivati caratterizzati mediante HPLC analitico e spettrometria di massa.

acetilazione dell’agente guanilante S-metilisotiourea ad ottenere N,N-diacetil-S-metilisotiourea
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H
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Fig.34 acetilazione della S-metilisotiourea a) DCM,TEA, T.amb
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Fig.35 HPLC analitico della N,N-diacetil-S-metilisotiourea il prodotto della prima fase di reazione della sintesi dei
derivati della diacetilcreatina e dei derivati del diacetilguanidinoacetato. Tr:22,6 min
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Fig.36 spettro di massa della N,N-diacetil-S-metilisotiourea: Si pud individuare il peso molecolare del prodotto
diacetilato (ESI-MS m/z 174,92 [M+H]*) ed il suo frammento ottenuto dalla perdita di un gruppo acetile (ESI-MS m/z 132,92
[M+H]")

sintesi della diacetilcreatina etilestere

La diacetilcreatina etilestere € stata sintetizzata mediante due fasi (fig.37):
-I'acetilazione dell’agente guanilante
-la coniugazione di tale agente con un’ammina secondaria esterificata, la sarcosina etilestere.

By

L’andamento della reazione & stato monitorato mediante HPLC analitico in entrambe le fasi

(fig.35,38) ed il prodotto e stato caratterizzato mediante spettrometro di massa (fig.39).
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Fig.37 sintesi del derivato diacetilcreatina-etilestere: la prima fase consiste nella acetilazione della S-metilisotiourea
ottenendo la N,N-diacetil-metiliisotiourea, che nella seconda fase di reazione € coniugata con la sarcosina etilestere a dare
il prodotto finale. a) DCM,TEA,T.amb b) THF, TEA, HgCl2
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Fig.38 HPLC analitico del derivato diacetilcreatina etilestere Tr :17,15 min
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Fig.39 spettro di massa del derivato diacetilcreatina etilestere. Si puo individuare il picco corrispondente allo ione
molecolare (ESI-MS m/z 244 [M+H]*) ed il peso molecolare del prodotto monoacetilato ottenuto dalla perdita di un gruppo
acetile (ESI-MS m/z 202 [M+H]*)

Il derivato diacetilcreatina etilestere é stato testato per quanto riguarda la stabilita in ACSF, gli effetti
sulla vitalita di fettine di ippocampo, la sua capacita di revertire gli effetti da blocco dell'SLC6A8
mediante GPA e il suo effetto biochimico di aumentare il contenuto di creatina e fosfocreatina in
fettine di ippocampo. Essendo un derivato molto piu lipofilo della creatina, si ipotizza che possa
attraversare le membrane cellulari per diffusione passiva e quindi anche in condizioni di trasportatore
bloccato. | gruppi acetilici posti sulla funzione guanidinica determinano quindi dei cambiamenti

nell’attivita rispetto alla creatina etilestere, probabilmente dovuti allaumentata lipofilicita.
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sintesi della diacetilcreatina terbutilestere

La diacetilcreatina terbutiletilestere é stata sintetizzata mediante due fasi (fig.40) :

-I'acetilazione dell’'agente guanilante

-la coniugazione di tale agente con un’ammina secondaria esterificata, la sarcosina terbutiletilestere.
L’andamento della reazione €& stato monitorato mediante HPLC analitico in entrambe le fasi

(fig.35,41) ed il prodotto € stato caratterizzato mediante spettrometro di massa (fig.42).
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Fig.40 sintesi della diacetilcreatina terbutilestere: la prima fase consiste nella acetilazione della S-metilisotiourea

ottenendo la N,N-diacetil-metiliisotiourea, che nella seconda fase di reazione € coniugata con la sarcosina terbutiletilestere
a dare il prodotto finale. a) DCM,TEA,T.amb b) THF, TEA, HgClz, T.amb
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Fig, 41 HPLC analitico della molecola diacetilcreatina terbutilestere Tr: 23 min
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Fig. 42 spettro di massa della diacetilcreatina terbutilestere: si puo individuare il picco corrispondente allo ione
molecolare (ESI-MS m/z 271,92 [ M+H]*)
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Il derivato diacetilcreatina terbutiletilestere € stato testato per quanto riguarda la stabilita in ACSF.
Essa rappresenta un derivato della diacetilcreatina con una porzione esterea piu ingombrante
rispetto a quella della diacetilcreatina etilestere; 'aumento di apolarita si puo evincere anche dal Tr
pit esteso in HPLC (23 min della diacetilcreatina terbutilestere vs 17,15 min della diacetilcreatina

etilestere).

5.3 SINTESI DEI DERIVATI DELL’ACIDO GUANIDINOACETICO

esteri dell’acido guanidinoacetico

Gli esteri dell’'acido guanidinoacetico sono stati sintetizzati mediante esterificazione diretta dell’acido
guanidinoacetico attivato con trimetilclorosilano. Lo svolgimento delle reazioni & stato monitorato

mediante TLC e spettrometria di massa (fig.44,46).

sintesi del guanidinoacetato etilestere (fig.43)

NH NH

I §
HZNJ\N/\WOH a H2N ”/\([)(OV

H o

Fig. 43 sintesi del derivato guanidinoacetato etilestere per esterificazione diretta con alcol etilico. a) CH3CH20H,

(CHB3)3SiCl, T.amb
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Fig. 44 Spettro di massa del guanidinoacetato etilestere : si pud individuare il picco corrispondente allo ione molecolare
(ESI-MS m/z 146 [M+H]")
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sintesi del guanidinoacetato benzilestere (fig.45)
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Fig.45 sintesi del derivato guanidinoacetato benzilestere ottenuto per esterificazione diretta dell’acido

guanidinoacetico con alcol benzilico. a) C7HsO, (CH3)3SiCl, T.amb

[ ITMS + p ESI Full ms [150.00-212.00]

100 208.08

90

80

70

60

50

40

Relative Abundance

30

Fig. 46 Spettro di massa del guanidinoacetato benzilestere : si puo individuare il picco corrispondente allo ione

molecolare (ESI-MS m/z 208,08 [M+H]*)

Tali esteri sono composti maggiormente lipofili rispetto all’acido guanidinoacetico, precursore
demetilato della creatina. Poiché anche I'acido guanidinoacetico &€ soggetto al trasporto mediante
SLC6AS8 per entrare nelle cellule dove viene convertito a creatina, pud essere utile ottenere derivati
della molecola in grado di poter attraversare le membrane delle cellule anche in modo indipendente
dal trasportatore, al fine di poter essere considerati una potenziale strategia nel trattamento del

deficit del’'SLC6AS8 e di altre patologie neurologiche.

sintesi dei derivati del diacetilguanidinoacetato

La sintesi dei derivati dell’acido guanidinoacetico esterificato diacetilato € stata svolta con modalita
analoga a quella con cui sono state prodotte la diacetilcreatina etilestere e terbutilestere, utilizzando
la glicina esterificata invece della sarcosina esterificata, in modo tale da ottenere un derivato

demetilato rispetto al suo analogo. Le reazioni sono state monitorate mediante HPLC analitico

81



(fig.48,51) ed i prodotti una volta cristallizzati sono stati caratterizzati mediante spettrometria di
massa (fig.49,52).

sintesi del diacetilguanidinoacetato metilestere (fig.47)

o)
o o N)J\ 0
NH )I\o)j\ | HZN\)J\ _
0
HN s b >

e a

H,N s

0]

Fig. 47 sintesi del diacetilguanidinoacetato metilestere: la prima fase di reazione consiste nell'acetilazione della S-
metilisotiourea, ad ottenere la N,N.diacetiimetilisotiourea che nella seconda fase & coniugata con la glicina metilestere,
ottenuta per esterificazione della glicina con I'alcol metilico. a) DCM,TEA, T.amb b)THF,HgCl2, TEA,T.amb

12.409
| framar
20834

Fig. 48 HPLC analitico del derivato diacetilguanidinoacetato metilestere Tr: 18,72 min
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Fig. 49 spettro di massa diacetilguanidinoacetato metilestere : si puo individuare il picco relativo allo ione molecolare
(ESI-MS m/z 216,17 [M+H]") ed il picco relativo ad un suo frammento ottenuto per perdita di un gruppo acetile ( ESI-MS
m/z 174 [M+H]")

sintesi del diacetilguanidinoacetato etilestere (fig.50)

NH )I\ok |

Fig.50 sintesi del diacetilguanidinoacetato etilestere: la prima fase di reazione consiste nell’acetilazione della S-
metilisotiourea, ad ottenere la N,N.diacetilmetilisotiourea che nella seconda fase € coniugata con la glicina etilestere,
disponibile commercialmente. a) DCM,TEA,T.amb b)THF,HgCl2, TEA,T.amb

12528

Fig.51 HPLC analitico del derivato diacetilguanidinoacetato etilestere Tr: 22,67 min
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Fig. 52 Spettro di massa diacetilguanidinoacetato etilestere ESI-MS m/z 230 [M+H]*

| derivati dell’acido diacetilguanidinoacetico sono maggiormente lipofili del precursore della creatina
acido guanidinoacetico, in particolare il diacetilguanidinoacetato etilestere presenta una apolarita
maggiore del derivato metilestere, come si evince dai diversi tempi di ritenzione in HPLC (22,67 min
vs 18,72 min). Il diacetilguanidinoacetato etilestere costituisce I'analogo demetilato della
diacetilcreatina etilestere e di esso sono state valutate la stabilita in mezzo acquoso ACSF e gli
effetti sulla vitalita delle fettine misurati mediante metodi elettrofisiologici.
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5.4 STABILITA DEI COMPOSTI DIACETILCREATINA ETILESTERE, DIACETILCREATINA
TERBUTILESTERE E DIACETILGUANIDINOACETATO ETILESTERE

stabilita della diacetilcreatina etilestere

Nel grafico sottostante (fig.53) vengono illustrati i dati, rilevati mediante analisi HPLC, riguardanti la
stabilita della DAC nel tempo in mezzo ACSF. Si pu0d notare come dal tempo 0, in cui la
concentrazione della molecola é pari al 100%, dopo 300 minuti (5 ore) , si ha un dimezzamento della

sua concentrazione.

stabilita della diacetilcreatina etilestere

100 @
"y e y =-0,1681x + 100,63
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concentrazione percentuale {m)

tempo (min)

Fig. 53 degradazione della DAC in soluzione acquosa. Sull'asse delle ascisse € indicato il tempo mentre su quello delle

ordinate la concentrazione della DAC presente nella soluzione, espressa in percentuale. T ».= 300 min

La stabilita della diacetilcreatina etilestere in mezzo fisiologico risulta essere ottimale, soprattutto se
paragonata con molecole quali la creatina etilestere, che degrada molto velocemente (6 minuti) a
creatinina a pH fisiologico mentre é piu stabile a pH acido. | gruppi acetilici presenti sulla funzione
guanidinica conferiscono quindi alla molecola una maggiore stabilita in mezzo fisiologico,

ritardandone la degradazione ed impedendo la ciclizzazione a creatinina.
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stabilita della diacetilcreatina terbutilestere

Nel grafico sottostante (fig.54) vengono illustrati i dati, rilevati mediante analisi HPLC, riguardanti la

stabilita della diacetilcreatina terbutilestere nel tempo in mezzo ACSF. Si puo notare come dal tempo

0, in cui la concentrazione della molecola é pari al 100%, dopo 1146 minuti (circa 19 ore) si ha un

dimezzamento della sua concentrazione.
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stabilita della diacetilcreatina terbutilestere

y=-0,0432x+ 98,927

R? = 0,9967
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Fig. 54 degradazione della diacetilcreatina terbutilestere in soluzione acquosa. Sull’asse delle ascisse € indicato il

tempo mentre su quello delle ordinate la concentrazione della DAC presente nella soluzione, espressa in percentuale. T

1= 1146 min

Anche nel caso della diacetilcreatina terbutilestere i dati della stabilita in mezzo fisiologico sono

molto buoni; essa risulta essere ancora piu stabile del derivato etilestere; la modificazione sul gruppo

estereo, quindi, sembrerebbe rallentare la sua degradazione e aumentare la sua emivita in fluido

biologico.
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stabilita del diacetilguanidinoacetato etilestere

Nel grafico sottostante (fig.55) vengono illustrati i dati, rilevati mediante analisi HPLC, riguardanti la
stabilita dell’acido guanidinoacetato etilestere nel tempo in mezzo ACSF. Si pud notare come dal
tempo 0, in cui la concentrazione della molecola € pari al 100%, dopo 4000 minuti (circa 66 ore) si
ha un dimezzamento della sua concentrazione.

stabilita del diacetilGAAetilestere
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Fig. 55 degradazione dell’acido guanidinoacetato etilestere in soluzione acquosa. Sull'asse delle ascisse € indicato
il tempo mentre su quello delle ordinate la concentrazione della DAC presente nella soluzione, espressa in percentuale. T
%= 4000 min

Anche il derivato diacetilguanidinoacetato etilestere si & rivelato molto stabile in ambiente fisiologico,

con una emivita maggiore rispetto ai derivati della diacetilcreatina.

5.5 RISPOSTA ELETTROFISIOLOGICA DELLA DIACETILCREATINA ETILESTERE E DEL
DIACETILGAA ETILESTERE

effetti della DAC e del DiacetilGAA etilestere sulla vitalita delle fettine

Sono stati eseguiti esperimenti per verificare gli effetti della DAC sulla vitalita delle fettine a diverse
concentrazioni, rappresentati nel grafico seguente. In particolare DAC 1mM e DAC 500 uM
inibiscono il PS, DAC 250 pM e 125 uM ne determinano una grave depressione. | trattamenti con
DAC 62,5uM invece non mostrano una diminuzione del PS ma un suo progressivo aumento in
ampiezza. (fig.56). Quest'ultimo dato probabilmente indica un danno meno grave che in tale lasso

di tempo assume la forma di un’ipereccitabilita neuronale.

87



Effetto della DAC sulla vitalita delle fettine
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Fig. 56 Effetti delle diverse concentrazioni di DAC sull’ampiezza del population spike. Sull’asse delle ascisse indicato
il tempo, mentre su quello delle ordinate 'ampiezza del PS espressa in percentuale. Come si puo notare tutte le
concentrazioni di DAC sono risultate essere dannose.

Anche lo studio degli effetti del diacetiiGAAetilestere sulla vitalita delle fettine ha mostrato una attivita
tossica della molecola. Sono stati eseguiti esperimenti per verificare gli effetti della molecola sulla

vitalita delle fettine a diverse concentrazioni, rappresentati nel grafico seguente (fig.57):

%vitalita diacetil GAAet

100-
O 75-
2
>
Q
£ 504 -
= L
o ‘
X 254 !
c 2]

imMM  0.5mM 0.25mM 0.1mM
DiacetilGAAet

Fig.57 effetti del DiacetilGAAetilestere sulla vitalita delle fettine: le concentrazioni 1 mM, 0,5 mM e 0,25 mM mostrano
una diminuzione in percentuale delle fettine vitali. | trattamenti con diacetilGAAetilestere 100 uM ,invece, non mostrano un

danno significativo.
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effetto del blocco del trasportatore sulla vitalita delle fettine

Dagli esperimenti sulle fettine di ippocampo incubate con il bloccante del CRT acido
guanidinopropionico si & potuto dedurre che esso stesso presenta un effetto tossico sulla vitalita
delle fettine, come mostrano i grafici seguenti, (fig.58,59), che perd non si verifica con incubazioni

in GPA a breve termine (30 minuti) nel modello sperimentale descritto (fig.60).

SA SA
l CONTROLLO 1 BLOCCO DEL CRT CON GPA 1 mM
19 {im
0 4 0 ‘A* J.
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-3 T T T T 1 -3 T + T 1
2 4 6 8 10 2 6 8 10
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Fig.58 effetto del GPA sulla vitalita delle fettine: a sinistra fettine con trasportatore CrT funzionante, con misurazione
del segnale elettrico in cui si possono distinguere il PV ed il PS. A destra la presenza del GPA come inibitore del CrT

porta all'annullamento della capacita delle fettine di generare il PS.
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p=0.0038 (ANOVA)
150- p<0.05

< n.s.
s 1
Ry -
@ 100 T
2+

.8
T3
S E 50

(]
£
-

0-
\
%t 4\“\ &\“
< % IN
& v P
e & o

Fig. 59 effetto dose-dipendente del GPA sulla vitalita delle fettine: la percentuale di fettine vitali diminuisce
aumentando la concentrazione di GPA, I'effetto tossico del GPA & quindi dose-dipendente, in particolare con una

concentrazione di 1 mM viene praticamente dimezzata la percentuale di fettine vitali rispetto al controllo.
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Fig.60 effetto dell’incubazione a breve termine di GPA sulle fettine: con una incubazione con GPA di massimo 30
minuti non si € riscontrata una variazione significativa sul’ampiezza del PS, indicatore di vitalita delle fettine nel modello
sperimentale utilizzato, ritenendo percio valido tale modello come rappresentativo del blocco del trasportatore senza
ulteriori effetti tossici indotti dal GPA stesso.

effetto della DAC sulla vitalita delle fettine in condizioni di blocco del trasportatore

Si € investigato se la DAC fosse in grado di sovvertire I'effetto del GPA. Il GPA in concentrazione 1
mM permetteva la trasmissione sinaptica solo nel 61+31% dei casi, un dato statisticamente
significativo rispetto ai controlli. Nel grafico sottostante (fig.61) sono indicati i risultati ottenuti in
seguito agli esperimenti di elettrofisiologia. E’ rappresentata la variazione dellampiezza del
population spike, indicativo della vitalita cellulare, delle fettine di ippocampo trattate. Si pud notare
come la DAC ad una concentrazione di 2mM determini un significativo decadimento della vitalita

cellulare e quindi non dimostri effetti migliorativi al trattamento con GPA 1mM.

Ampiezza del population spike in funzione del tempo dopo somministrazione di GPA TmM oppure
Diacetil creatina 2mM + GPA TmM

225- -e- ACSF + GPA 1mM
o —m— ACSF + GPA 1mM + DAC 2mM
oo .- 1:M=100 ; DS= 0
B 2: M= 90,03267; DS= 12,00502
< 1504 3: M= 90,75163; DS= 9,326785
= 4: M= 114,183; DS= 36,72292
L 4254 5: M= 117,5163; DS= 33,60008
6: M= 148,366; DS= 55,00598
g 1004 7: M= 129,5425; DS= 48,31109
s —=— 1:M=100;DS=0
E 751 2: M= 29,48718; DS= 0
< 3: M= 26,92308; DS= 0
50+ 4: M= 18,58974; DS= 0
5: M= 13,46154; DS= 0
254 6: M= 21,79487; DS= 0
7: M= 0; DS= 0
o 1
0 35
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Fig.61 Nel grafico sono indicati sull’asse delle ascisse il tempo mentre su quello delle ordinate 'ampiezza del population
spike espressa in percentuale. Si pud notare come la somministrazione di DAC 2mM (linea rossa) tenda nel tempo ad
annullare completamente il segnale di trasmissione nervosa e quindi abbia un effetto peggiorativo rispetto alla sola
somministrazione di GPA (linea nera tratteggiata). A destra sono indicati la media (M) e la deviazione standard (DS) di

ogni punto indicato nel grafico.
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Si sono quindi svolti trattamenti delle fettine variando le concentrazioni di DAC per verificare se la
molecola a concentrazioni minori di 2 mM fosse in grado di migliorare i danni indotti dal GPA
(bloccante del trasportatore della creatina).

La creatina non si & mostrata in grado di sovvertire gli effetti del GPA; come si evince dal grafico
sottostante,(fig.62), infatti, 'aggiunta di creatina 2mM alla soluzione contenente ACSF+GPA 1mM
non dimostra nessun miglioramento della vitalita delle fettine in quanto la situazione di blocco del
CRT non permette alla creatina di entrare allinterno delle cellule e manifestare cosi le sue
proprieta.La DAC al contrario, alla concentrazione di 1 uM e 2 pM, ha mostrato un chiaro
miglioramento dell’effetto tossico indotto da GPA. La vitalita delle fettine misurata é stata 80+27% e
83+27% rispettivamente dei gruppi a concentrazione 1 uM e 2 pM.
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Fig.62 effetto della DAC in condizioni di blocco di trasportatore della creatina sulla vitalita delle fettine. Nel grafico
sono indicati sull’asse delle ascisse i composti testati e sull’asse delle ordinate la percentuale di fettine vitali osservate per
ogni rilevazione. Le fettine incubate solo in ACSF (controlli) mostrano una vitalita del 100%. Con I'aggiunta al medium di
incubazione di GPA 1mM si nota una netta riduzione della percentuale di vitalita cellulare che risulta essere del 58%.
Diverso invece ¢ il risultato ottenuto nel trattamento con DAC 1uM e DAC 2puM: nel primo caso si nota un trend di aumento
della percentuale di fettine vitali, segno che la DAC é in grado di minimizzare i danni indotti dal GPA; nel secondo caso si

verifica un ulteriore aumento, che si dimostra essere quindi statisticamente significativo.
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esperimenti in condizione di anossia

Nel grafico sottostante (fig.63) vengono rappresentati gli effetti della somministrazione di DAC 2uM
in seguito a danno indotto da anossia in assenza del trasportatore della creatina. In questo caso la

sostanza non é stata in grado di fornire un miglioramento e quindi una neuroprotezione.

Tempo di cessazione del PS durante anossia

—— ACSF+GPA 1mM
= ACSF+GPA 1mM + DAC 2uM

% del PS
3

T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo dall’inizio dell’anossia

Fig.63 In questo grafico sulle ascisse & rappresentato il tempo a partire dall'induzione dell’anossia (tempo 0), mentre sulle
ordinate 'ampiezza del population spike in percentuale. Come si pud notare nel caso delle fettine pre-incubate in ACSF +
GPA 1mM (linea nera) vi & una netta diminuzione della vitalita cellulare con il passare del tempo dalla privazione
dell’'ossigeno. Anche in quelle pre-incubate in ACSF + GPA 1mM + DAC 2uM (linea rossa) non si nota nessuna
attenuazione del decadimento del population spike osservato nel precedente trattamento.
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5.6 EFFETTI BIOCHIMICI DELLA DIACETILCREATINA ETILESTERE SULLA CONCENTRAZIONE DI
CREATINA E FOSFOCREATINA

Per determinare se la DAC fosse in grado o meno di aumentare le concentrazioni di Cr e PCr nel
cervello in condizioni di blocco del trasportatore si & utilizzato un medium di incubazione per le fettine

privo di CI e si & avuta la conferma che tale trattamento inibisse I'attivita del CRT (fig.64).

p=0.0035 (ANOVA)
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Fig.64 I'incubazione delle fettine in medium privo di cloro impedisce I'uptake di Cr: la misurazione biochimica del
contenuto di Cr tissutale rivela che trattando le fettine con Cr 2 mM si ha un aumento significativo dei contenuti di Cr (che
viene quindi captata dal tessuto), mentre la stessa incubazione con medium privo di Cl- determina addirittura una
diminuzione del contenuto di Cr tissutale rispetto ai controlli. Cido conferma che I'incubazione in medium privo di Cl-

impedisce il reuptake di Cr e quindi ha la funzione di blocco del CrT. 213

L’incubazione delle fettine in un medium contenente DAC aumentano il contenuto in Cr delle fettine
nonostante il blocco del trasportatore (fig.65)
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Fig.65 L’aumento del contenuto di Cr nei tessuti dopo trattamento con DAC 2uM: utilizzando un medium privo di
CI-,e quindi in situazione di CrT bloccato, la DAC incubata con le fettine € in grado di aumentare significativamente il
contenuto tissutale di Cr, facendo quindi supporre che essa riesca ad attraversare le barriere cellulari utilizzando un

metodo alternativo all'uso del CrT e rilasciando poi Cr nel tessuto.

In seguito ad analisi HPLC & stato possibile verificare gli effetti del trattamento con DAC 2uM sulla
concentrazione intracellulare rispettivamente di creatina e fosfocreatina nelle fettine di ippocampo
(fig.66).

L’incubazione in ACSF senza cloruro diminuisce la concentrazione intracellulare di creatina
all'interno delle fettine. Allo stesso modo, I'aggiunta di creatina a tale medium non comporta un
aumento della concentrazione della creatina stessa a riprova del fatto che, in presenza del
trasportatore bloccato (inibito dall’assenza del cloruro), la creatina non é in grado di attraversare la
barriera neuronale. Il trattamento con DAC 2 uM, invece, & in grado di innalzare i livelli di creatina
tissutale ai limiti della significativita.
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Fig.66 aumento della concentrazione di fosfocreatina tissutale in seguito al trattamento con DAC 2 uM in
situazione di blocco del trasportatore : vengono confrontate le attivita di Cr e DAC in condizioni di blocco del
trasportatore. La DAC € in grado di aumentare significativamente il contenuto di Cr tissutale in condizioni di blocco del
trasportatore in modo piu marcato rispetto alla Cr stessa. Quest'ultima, d’altro canto, presenta una diminuzione di attivita

nel medium senza CI rispetto a quello con il Cl.
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Il grafico seguente (fig.67) € analogo a quello appena analizzato ma relativo alla concentrazione di
fosfocreatina. Come si puo notare la creatina € in grado di alzare notevolmente i livelli intracellulari
di fosfocreatina all’interno del tessuto quando il trasportatore € attivo, cosa che non si verifica quando
quest'ultimo é inibito. In questo caso ,perdo, non €& stato possibile rilevare concentrazioni di

fosfocreatina in seguito a trattamento con DAC 2uM.

Analisi di varianza a una via

3.5+ p =0,0003
3.04 T
2.5+

Fosfocreatina (ng / ug di proteina)

Fig.67 aumento della concentrazione di fosfocreatina tissutale in seguito al trattamento con DAC 2 uM in
situazione di blocco del trasportatore: vengono confrontate le attivita di Cr e DAC in condizioni di blocco del
trasportatore. La DAC non si € mostrata in grado di aumentare il contenuto di PCr tissutale, mentre la Cr presenta una

marcata diminuzione di attivita nel medium senza CI- rispetto a quello con il CI-.
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PARTE 2: FOSFOCREATINA

5.7 SINTESI DELLA FOSFOCREATINA
La nuova metodica di sintesi della fosfocreatina che é stata svolta si € articolata in cinque fasi:

sintesi della t-Boc-metilisotiourea (fig.68), caratterizzata in HPLC analitico (fig.69) e spettrometria
di massa (fig.70)
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Fig.68 sintesi della t-Boc-metilisotiourea: la S-metilisotiourea viene fatta reagire con di-tert-butilossi-dicarbonato

a) DCM, NaOH 1IN, 0°C

Fig.69 HPLC analitico dell’N-tert-butilossicarbonil-S-metilisotiourea. Tr 12,1 min
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Fig.70 Spettro di massa della t-Boc-metilisotiourea
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fosforilazione della t-Boc-metilisotiourea (fig.71); la caratterizzazione dell'intermedio & stata

effettuata mediante HPLC analitico (fig.72) e spettrometria di massa (fig.73)
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Fig.71 la t-Boc-metilisotiourea viene fatta reagire con dibenzilfosfito. b) CCls, NaOH 0.8 N, T.amb
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coniugazione con la sarcosina etilestere o terbutilestere (fig.74); i prodotti sono stati caratterizzati
mediante HPLC analitico (fig.75,76), e spettrometria di massa (fig.77,mostrato solo lo spettro del

prodotto di coniugazione con la sarcosina etilestere)
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Fig.74 coniugazione del tert-butil(((di(benzilossi)fosforillammino)(metiltio)metil)carbammato con sarcosina
terbutilestere ed etilestere ad ottenere rispettivamente i derivati tert-butil 2-(2-(di(benzilossi)fosforil)-3-(tert-
butilossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato ed etil 2-(2-(di(benzilossi)fosforil)-3-(tert-butilossicarbonil)-1-
metilguanidino)acetato ¢) HgCl2,DMF, TEA,T.amb
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Fig.75 HPLC analitico del tert-butil 2-(2-(di(benzilossi)fosforil)-3-(tert-butilossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato.
Tr 42,91 min
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Fig.76 HPLC analitico
36,7 min

dell’etil 2-(2-(di(benzilossi)fosforil)-3-(tert-butilossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato. Tr

T: ITMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
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dell’etil 2-(2-(di(benzilossi)fosforil)-3-(tert-butilossicarbonil)-1-metilguanidino)acetato.
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rimozione dei gruppi protettori benzilici e t-Boc (fig.78); il prodotto e stato caratterizzato mediante

spettrometria di massa (fig.79)
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Fig.79 spettro di massa dell’acido ammino((2-etossi-2-ossietil)(metil)Jammino)metilene fosforammidico
(fosfocreatina etilestere) ESI-MS m/z: 242 [M+H]*

idrolisi enzimatica del gruppo estereo ed ottenimento della molecola finale fosfocreatina (fig.80); il

prodotto € stato caratterizzato mediante spettrometria di massa (fig.81)
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Fig.80 idrolisi della fosfocreatina etilestere e) PLE, CH3OH, T.amb
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Fig.81 spettro di massa dell’acido 2-(1-metil-2-fosfoguanidino)-acetico (fosfocreatina) ESI-MS m/z: 213,83 [M+H]*

Ognuna delle fasi e stata monitorata mediante HPLC analitico e ogni prodotto intermedio € stato
caratterizzato mediante spettrometria di massa, fino alle ultime due fasi di rimozione dei gruppi
protettori e dellidrolisi, che invece sono state seguite soltanto mediante spettrometria di massa.
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CAPITOLO 6
CONCLUSIONI
PARTE 1

Il deficit del trasportatore SLC6A8 € una rara malattia genetica responsabile di alterazioni dello
sviluppo neurocognitivo causato dalla carenza cerebrale di creatina. La creatina, essendo un
amminoacido estremamente polare, puo attraversare le membrane cellulari solo mediante il suo
trasportatore specifico e pertanto ,nel contesto di questa patologia dove si ha un deficit funzionale
del trasportatore, essa non puo passare dal plasma al cervello mediante la BEE e neanche le é
permesso il passaggio a livello intracerebrale tra le cellule che la sintetizzano e quelle che ne
effettuano 'uptake. Tuttavia anche in presenza del trasportatore la creatina attraversa la BEE e le
membrane cellulari lentamente e con difficolta, pertanto alcune malattie neurologiche in cui si verifica
ischemia a livello cerebrale potrebbero trarre giovamento da un massivo e rapido accumulo di
creatina nel cervello. L'obiettivo di questa tesi & stato quello di sviluppare e testare derivati della
creatina con caratteristiche che ne permettessero il passaggio attraverso le barriere biologiche in
condizione di assenza di funzionalita dell’ SLC6A8. Derivati con tali caratteristiche potrebbero essere
proposti quali profarmaci per la terapia del Deficit del trasportatore SLC6A8 e di altre malattie

neurologiche. La sintesi dei derivati della creatina ha seguito due diverse strategie:

1. la modificazione della struttura chimica della creatina in modo tale da ottenere un profarmaco
molto piu lipofilo della molecola madre, che potesse passare le membrane biologiche per diffusione
passiva

2. la sintesi di derivati in cui la creatina sia legata covalentemente ad una molecola che possa

utilizzare un trasportatore diverso dal’'SLCGAS, in questo caso il trasportatore degli esosi.

Per quanto riguarda la prima strategia, la sintesi dei derivati lipofili & stata effettuata dalla reazione
tra un agente guanilante ,a cui si sono aggiunti gruppi acetilici sulla funzione guanidinica, con un
amminoacido esterificato. Con tale metodo di sintesi si sono ottenuti i derivati della diacetilcreatina,
etilestere e terbutilestere ed i derivati del guanidinoacetato, precursore demetilato della creatina, il
diacetilguanidinoacetato metilestere ed etilestere, mentre due esteri dell’acido guanidinoacetico e
precisamente il guanidinoacetato etilestere e benzilestere sono stati sintetizzati per esterificazione
diretta. Sono state valutate le stabilitd in mezzo ACSF di entrambi i derivati della diacetilcreatina e
del diacetilguanidinoacetato etilestere, con risultati ottimali (rispettivamente 5,19 e 66 ore di emivita),
che hanno quindi posto un buon punto di partenza per i successi test biologici. Sono stati testati gli
effetti sulla vitalitd di fettine di ippocampo mediante esperimenti di elettrofisiologia dei composti
diacetilcreatina etilestere e diacetilguanidinoacetato etilestere, per valutarne la concentrazione

tossica e quindi trovare la concentrazione ottimale per poter effettuare i successivi test. Per quanto
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riguarda la diacetilcreatina etilestere, tale molecola ha mostrato un effetto di abbassamento della
vitalitd delle fettine a concentrazioni superiori a 2 per cui i successivi test si sono svolti con
concentrazioni dell’'ordine di 1 e 2 uM. La diacetilcreatina etilestere (DAC) &€ un composto altamente
lipofilo che viene assorbito molto efficacemente dalle sezioni cerebrali, alle quali conferisce un
aspetto traslucido. Tuttavia, questo massivo assorbimento potrebbe danneggiare I'attivita neuronale
delle fettine di ippocampo avvolgendo fisicamente le loro membrane e/o il citoplasma
compromettendone gravemente la funzione biologica. Questa ipotesi é stata almeno parzialmente
supportata dalla dimostrazione che tale molecola non annulla solamente il PS ma anche il PV, che
e l'espressione dell’attivazione pre-sinaptica della collaterale di Schaffer. In questo modo la
diacetilcreatina etilestere ad alte concentrazioni sembrerebbe danneggiare I'attivita nervosa in modo
aspecifico, coerentemente con I'ipotesi di un suo effetto fisico piuttosto che biochimico.ll trattamento
con tale composto a 1uM e fino a 2uM non determina tossicita cellulare. Alla concentrazione di 2uM
il composto mostra un significativo miglioramento dei danni indotti dal GPA. Dal momento che tali
risultati non sono invece riscontrabili somministrando creatina esogena, questo fa supporre che la
DAC, essendo piu lipofila, riesca a penetrare nelle cellule e svolgere la sua azione biologica in modo
indipendente dal trasportatore. il fatto che basse concentrazioni di DAC risultino efficaci nel
contrastare il danno indotto da GPA sulla sopravvivenza delle fettine, indica che questa sostanza &
in grado di contrastare l'effetto del blocco del trasportatore in condizioni fisiologiche, e quindi
potrebbe essere utile nel curare il deficit del trasportatore della creatina. Cio € confermato dal fatto
che, in presenza del trasportatore bloccato, la DAC € in grado di alzare i valori di creatina tissutale,
fenomeno che non si verifica per esempio con la somministrazione di creatina esogena. Al contrario
non sono stati riscontrati effetti positivi sull'incremento dei valori di fosfocreatina tissutale in seguito
a somministrazione della medesima molecola. Per quanto riguarda i danni indotti da anossia, la DAC
non ha mostrato capacita migliorative sulla vitalita cellulare in presenza del blocco del trasportatore
e non e in grado di migliorare il danno neuronale in seguito ad un evento anossico. Questo potrebbe
essere ricondotto al fatto che la bassa concentrazione della molecola (DAC 2uM) pud non essere
sufficiente a contrastare tale gravissimo danno; tuttavia concentrazioni piu elevate indurrebbero a
loro volta un ulteriore insulto determinato dalla tossicita della molecola stessa. Il derivato
diacetilguanidinoacetato etilestere invece non ha mostrato tossicita anche a concentrazioni piu
elevate (intorno a 100 uM) tale da permetterne il possibile utilizzo anche a concentrazioni cosi alte.
Per quanto riguarda la seconda strategia impiegata, la natura zwitterionica della creatina ha reso
necessario I'utilizzo di una forma modificata di creatina, denominata (Boc).-creatina, da utilizzare
come intermedio di sintesi per, superare le limitazioni chimiche della molecola madre. Tale molecola
presenta due gruppi tert-butile (t-Boc) su due atomi di azoto del gruppo guanidinico per permettere
alla stessa di reagire unicamente con il gruppo carbossilico. Essa € in grado quindi di reagire con
composti nucleofili dopo opportuna attivazione del suo gruppo carbossilico. Essa e anche facilmente

solubile nei solventi organici, non degrada a creatinina ed & estremamente stabile. Mediante questo
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intermedio é stato possibile sintetizzare due derivati glucidici della creatina, creatina-glucosio e
creatina-glucosamina, in cui la porzione glucidica é legata alla creatina rispettivamente con un
legame estereo ed ammidico; Tali derivati sono stati infatti pensati per riuscire a trasportare la
creatina attraverso le membrane biologiche per poi rilasciarla all'interno della cellula per poter
esercitare i propri effetti benefici.Sono in corso prove biologiche a supporto di tale teoria e per
dimostrare come tale strategia possa fornire in futuro molecole utili per diventare profarmaci derivati
della creatina da utilizzare per la cura del Deficit del trasportatore SLC6A8 e nella terapia umana di
altre gravi malattie neurologiche.

PARTE 2

Il secondo argomento sviluppato durante questo lavoro di tesi &€ stato la messa a punto di una
metodica per la sintesi di fosfocreatina in buona resa e purezza. La fosfocreatina esogena viene
infatti prodotta con il nome di “Neoton” dalla casa farmaceutica Alfa Wasserman S.p.A. (ltalia), ed
assieme alla corvitina (quercetina idrosolubile) e al preductal (trimetazidin), fa parte del gruppo di
farmaci metabolici utilizzati nella protezione del miocardio in aggiunta alle soluzioni cardioplegiche,
allo scopo di ottenere un recupero piu rapido dopo interventi di cardiochirurgia. In particolare il
Neoton somministrato per via parenterale previene lo sviluppo di aritmie ventricolari (soprattutto la
fibrillazione ventricolare) in situazioni di ischemia acuta del miocardio. La fosfocreatina infatti esercita
un duplice effetto che la rende un potenziale agente terapeutico cardioprotettivo: l'attivita di
conservazione dell’energia miocardica mediante il ripristino delle riserve di ATP e 'azione protettiva
verso le membrane biologiche, legandosi ad esse ed esercitando un forte effetto stabilizzante contro
stress meccanici o ossidativi. La maggior parte delle metodiche pubblicate finora per la sintesi della
fosfocreatina conducono ad un prodotto ottenuto in bassa resa e con molti sottoprodotti; la bassa
resa e probabilmente dovuta ad una scarsa reattivita dell’agente guanilante utilizzato, quando esso
e costituito da un derivato della cianoammide. Per aumentare la reattivita del’agente guanilante
utilizzato, si & deciso di utilizzare un agente guanilante recante un gruppo protettivo ed in particolare
il gruppo tert -butossi carbonilico (t-Boc) che si € rivelato essere il piu appropriato oltre ad aumentare
notevolmente la solubilita della molecola nei solventi organici. Come agente guanilante é stata
utilizzata la S-metilisotiourea, cui € stato aggiunto un gruppo protettore t-Boc su uno dei due atomi
di azoto guanidinici; in seguito & stata fosforilata inserendo il gruppo fosfato recante due gruppi
benzilici come gruppi protettori ed infine la molecola é stata coniugata con la sarcosina etilestere,
per ottenere I'estere etilico della fosfocreatina. L’idrolisi dell’estere ha permesso I'ottenimento di un

prodotto in buona resa e purezza. (Resa: 48%, purezza 98%).
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