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Abstract

La reactivitat de tres complexos de Pt, cisplati, complex 1, [Pt(dmba)(aza-N1)(dmso)],
complex 2, i [Pt(dmba)(N9-9AA)(PPh3)]*, complex 3; els quals presenten activitat
antitumoral, es investigada amb diferents proteines i oligonucledtids mitjancant
espectrometria de masses (ESI-TOF MS). L'estudi del cisplati, 1, droga molt coneguda i
emprada avui en dia pel tractament de molts tipus de cancer, permet comparar la reactivitat
dels nous complexos d’estudi, 2 i 3, els quals presenten un ICs, més baix que el cisplati en
algunes linies de cél-lules tumorals. Els resultats demostren que el cisplati presenta una
elevada reactivitat amb les proteines i oligonucledtids estudiats, la qual certifica els seus
grans efectes secundaris, mentre que el complex 2 i 3, tot i tenir en comU un mateix lligand
gquelatant, la dimetilbenzamida, presenten una reactivitat molt diferent. El complex 2 s’'uneix
a les proteines i als oligonucledtids d’'una forma molt particular. La interaccié de 2 amb les
proteines té lloc a partir de la unié del Pt amb els aminoacids més externs de les proteines i
de forma especifica. Aquesta especificitat permet determinar, en funcié del lligand substituit
per interaccionar amb la proteina (dmso o azaindolat), la naturalitat de I'atom de I'aminoacid
en el qual s'enllaca, si és N-donador o S-donador. ElI complex 2 interacciona amb els
oligonucleotids, i per extensi6 amb I'ADN, de forma covalent mitjancant la substitucié del
lligand azaindolat. Cal destacar que la forta interaccié de 2 amb els oligonucledtids, només
s'observa quan aquests estan en solucié formant la doble cadena. EI complex 3 presenta
interaccions covalents molt febles tan amb proteines com amb els oligonucleotids. No
obstant, experiments amb fluorescencia confirmen la interacci6 n-n entre 3 i la doble
cadena, causada segurament pel seu lligand 9-aminoacridina, responsable, segurament, de

I'activitat antitumoral del complex en algunes linies de cél-lules tumorals.
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Introduccio

1. Introduccidé

1.1. Cancer

D'acord amb I'Institut Nacional del Cancer dels Estats Units, Cancer és el terme emprat per
malalties en que les cél*lules anormals es divideixen i creixen sense control i son capaces d'envair
altres teixits.l) Aquest fet succeeix com a conseqiiéncia de I'acumulacié de multiples lesions
genetiques en I'ADN, ja sigui per heréncia o adquirides en els gens que prenen part en els
processos de proliferacid, diferenciacié® i mort cel*lular. També existeixen un conjunt de factors
externs (radiacions, productes quimics i infeccions viriques) i interns (hormones, aspectes
immunitaris i mutacions heretades) que poden causar aquesta malaltia.

Les cél*lules canceroses es poden propagar pel cos a través de la sang i el sistema limfatic.
No obstant aixo, hi ha més de cent tipus diferents de cancer, la majoria dels quals es denominen
d'acord amb I'0rgan afectat.

El cancer a Catalunya és una de les principals malalties que provoquen mort tan en homes
com en dones. No obstant, també és una de les malalties més estudiades, i tot i haver cada dia
més casos de persones que pateixen cancer, lI'aveng de la ciencia a fet que cada dia també es
salvin més malalts.

Actualment hi ha molts tractament diferents contra el cancer, ja que, tal i com sha
mencionat anteriorment, hi ha molts tipus de cancers diferents. Els més emprats son la cirurgia, la
quimioterapia i la radiacié.””! En quimioterapia, destaca I'is de complexos de plati i ruteni com a

nuclis de complexos antitumorals.

1.1.1. Complexos de Plati

Els complexos de plati, com cisplati i carboplati, han estat els més emprats com a drogues
antitumorals des de fa anys.>*®! El cisplati va ser el primer a ser sintetitzat al 1844 per Michele
Peyrone,'® perd no va ser emprat en quimioterapia fins passats cent anys. Al 1971, van ser
tractats amb cisplati els primers pacients, i finalment, al 1978, va ser aprovat per la FDA com la
primera droga antitumoral basada en un metall. Actualment, el cisplati és encara un dels agents
de quimioterapia més utilitzats per determinats tipus de cancer (de bufeta, cervical, de testicle...),
i és per aquest motiu que es fa servir com a referencia per establir I'activitat de qualsevol agent o

possible especie antitumoral.

1.1.2. Mecanisme d’accio del cisplati
El cisplati, cis-diaminodicloroplati(II), [Pt(NHs),Cl,], és administrat intravenosament, amb
una solucié salina estéril, a pacients que pateixen cancer. El mecanisme d’accié del cisplati no ha

estat del tot elucidat, principalment a causa de la gran complexitat i el gran nombre de

® Procés mitjangant el qual les cél-lules, els teixits i els drgans canvien d’activitat, d’estructura i de forma per tal
d’efectuar funcions especifiques.
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mecanismes que entren en joc quan un complex metal-lic és introduit a I'organisme. Tot i aixi, hi
ha un conjunt d’etapes que estan ampliament acceptades per la comunitat cientifica.

Un com introduit en el malalt, el complex roman intacte, com a complex neutre, mentre la
concentracié d'ions clorur és alta, basicament en entorns extracel*lulars, i pot entrar dins de les
cel*lules per difusidé activa o passiva. Una vegada dins, la concentracid de clorurs és molt més
baixa, i com a conseqiencia, la molécula neutra de cisplati s’hidrolitza, reemplacant un o els dos

lligands clorur per molécules d'aigua, donant lloc aixi a espécies cationiques:
[Pt(NH3)2C|2] + Hzo > [Pt(NH3)2C|(H20)]+ +ClI > [Pt(NH3)2(H20)2]2+ + CI

Les espécies biologicament actives sdn la monoaqua i la diaqua. Dins la cel*lula, el cisplati té
un elevat nombre de possibles objectius o targets: ADN, ARN, espécies que contenen sofre (com
metal-lotioneines i glutatid), i mitocondries (Figura 1).1%°) Els efectes del cisplati en el mitocondri
no es coneixen encara amb certesa avui en dia, en canvi, la interaccié amb especies que contenen
sofre és més coneguda i es creu que aquesta és una de les causants de la resistencia de les

cél*lules al cisplati, ja que enllacen el complex i I'expulsen fora de la cél*lula.lB%!

P ARl e nucleus
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S-transferase
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Figura 1. Esquema simplificat de les possibles reaccions dins de la cél-lula després de I'entrada de cisplati per difusid
activa o passiva. Dins de la cél'lula, I'agua complex de cisplati reacciona amb el DNA, perd també pot interaccionar amb
altres molécules del citoplasma o del nucli i presentar resisténcia. Esquema extret de la literatura.!®!

El cisplati, com la resta d’antitumorals de plati, pot coordinar-se a molécules d’ADN,
concretament a les seves bases nitrogenades. En el cas del cisplati en concret, es creu que
I'especie cationica s'uneix principalment al nitrogen en posicid 7 (N7) de dues bases nitrogenades
puriniques (guanina i adenina) veines en la mateixa cadena d’ADN o de cadenes complementaries
(Figures 2A i 2B).1*?l Aquest fet provoca que no puguin formar-se ponts d’hidrogen amb bases

complementaries, provocant aixi un plegament anormal de I'helix d’ADN (Figura 2C), i com a
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conseqiiencia impedint que tinguin lloc els mecanismes de duplicacid, replicacié i reparacié, donant

lloc a la mort cel*lular o apoptosi.[**!4

A HzN / 0 \

=N
NH
L2 | LK
n~ N N~ 0
H H
adenina timina
0 NH,
NH N
N
\ /)‘NH2 | k
N~ N N~ o
H H
guanina chtosina
Bases
puriques
B
HaN c
il
HN ol
—_—

Figura 2. (A) Bases nitrogenades que formen I’ADN. El nitrogen remarcat en vermell correspon al nitrogen en la posicid
7 de les bases puriques. (B) Unid del cisplati a I’ADN, interaccionant amb bases nitrogenades puriques. (C) Estructura
cristal*lina on s'observa la interaccié del cisplati amb dues bases de guanina de la mateixa cadena d’ADN, observant-se
el plegament inespecific de I'ADN a causa de I'accié del complex metallic.

El cisplati, tot i ser una de les drogues antitumorals més emprades a l'actualitat, presenta
molts efectes secundaris a causa de la toxicitat que provoca dins del cos. La seva interaccié amb
les proteines juga un paper crucial en els processos de distribucid i uptake de la droga, ja que les
proteines son les primeres espécies que es troba al corrent sanguini després de ser administrada
intravenosament.! La gran afinitat del Pt(II) pels lligands amb atoms donadors tous, com el
sofre, fa que els complexos de Pt(II) en general tinguin una forta interacci6 amb alguns dels
residus que contenen les proteines, basicament cisteines i histidines. Aquest és un dels motius
principals que provoquen que una part important del cisplati administrat es perdi abans d‘arribar a
I’ADN de les céllules canceroses, ja que interacciona amb la majoria de les proteines que es troba
al llarg del cami des de la seva administracid fins arribar al seu desti. Aquesta interaccid, fa que
siguin necessaries dosis molt altes de la droga per a que sigui efectiva. Aixi mateix, també provoca
un seguit d’efectes secundaris en I'organisme, com soén el mal funcionament de diversos processos
metabolics i la sobrepressid de mecanismes per tal d’eliminar la toxicitat de la droga, basicament
provocant l'expressid de glutatid i metal-lotioneines. Aix0 fa que determinats tipus de cancer
acabin essent resistents al cisplati, ja que els mecanismes intracel*lulars naturals sén prou eficients

com per a contrarestar els efectes nocius de la droga.

3
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Aixi doncs, les noves generacions de compostos antitumorals basats en plati tenen com a
objectiu millorar els efectes secundaris del cisplati, tant pel que fa a la reduccié de les dosis
requerides del farmac com a l'actuacié en linies cel*lulars resistents al cisplati. Es per aquest motiu
que quan es vol proposar un possible compost antitumoral, I'estudi de la interaccié del compost,
tant amb ADN com amb proteines, és crucial per tal d’entendre el mecanisme d‘accié del mateix i
aixi poder sintetitzar drogues molt més efectives.

Entre les diferents metodologies emprades per a l'estudi de la interaccid de complexos
metal‘lics amb proteines o ADN, |'espectrometria de masses molecular (concretament I'ESI-MS) ha
estat una de les tecniques més emprades recentment i la que ofereix més possibilitats i una
informacié més acurada sobre 'esmentada interacci.!'>!¢! Es per aquest motiu que en la majoria
de treballs de la bibliografia recent s'estudia la interaccié de complexos metallics amb suposada
accié antitumoral mitjancant ESI-MS per tal d'establir la seva reactivitat amb diferents
biomolécules,*>'®! demostrant la importancia d’aquesta técnica per a l'estudi d’aquests tipus

d'interaccions.

1.2. Espectrometria de Masses: ESI-MS

L'espectrometria de masses (EM) es basa en la caracteritzacio i deteccio, a partir de la seva
massa, d’espéecies ionitzades en fase gasosa. Es va comencar a emprar a principis del segle XX
com a tecnica per fisics per a l'estudi de I'atom, i fins a finals dels anys 80, principis dels 90,
només s'aplicava a mostres facilment volatilitzables. Actualment 'EM és una eina molt important
en molts camps de la ciéncia. La primera persona que va aplicar la ionitzacié per electroesprai a
les biomolécules, John B. Fenn, va ser mereixedor del Premi Nobel de Quimica a I'any 2002.1”]

Els resultats obtinguts en les mesures es mostren en un espectre on es relaciona la intensitat
(o abundancia) de les espécies amb la mateixa relacid de massa per carrega (m/z) presents en la

mostra per unitat de temps.

1.2.1. Tipus d’espectrometries de masses

A grans trets, existeixen dos tipus d'espectrometries de masses: les moleculars i les
atomiques. L'espectrometria molecular mesura la massa de molécules senceres o parcialment
fragmentades, mentre que I'atdmica és més d’analisi elemental, mesurant la massa dels diferents
elements quimics presents en la mostra. Hi ha altres factors que determinen el tipus de compostos
que es poden analitzar i que determinaran el tipus d’'EM. Aquests tenen a veure amb diferents
parts de linstrument utilitzat, I'espectrometre de masses, que principalment es caracteritza pel
tipus de font d'ionitzacié (part de I'instrument on la mostra s’ionitza per poder entrar a l'equip), i
d'analitzador (part de l'instrument que selecciona els ions, en funcid de la seva relaci6 m/z, que

seran finalment detectats). Les possibles combinacions entre font d‘ionitzacié i analitzador
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determinen les caracteristiques de I'espectrometre de masses, i per tant, del tipus de mostra que
es podra analitzar.

Cal esmentar que per a l'estudi de proteines, les fonts de ionitzacié més utilitzades sén
aquelles considerades suaus, que no fragmenten la mostra: la ionitzacié per electroesprai (ESI); i
la ionitzacié/desorcid de laser assistida per matriu (MALDI). Per altra banda, els analitzadors més
habituals son el quadrupol i el de temps de vol (time of flight, TOF). Aquest darrer ofereix una
elevada resolucié quan es treballa en un rang petit de masses, i per tant, és el més utilitzat quan
es volen mesurar les mostres acuradament.

Per a la realitzacié d'aquest treball s’ha emprat un equip ESI-TOF MS, localitzat al Servei
d’Analisi Quimica (SAQ) de la UAB, i per tant, a continuacié es dona una visid general de les

caracteristiques d’aquest tipus d’espectrometre.

1.2.2. ESI-TOF MS

La font d'ionitzacié d‘ionitzacié per electroesprai es emprada per analitzar diferents tipus de
mostres com peptids, proteines o aquelles que no soén volatils. La mostra arriba a I'equip
mitjancant una xeringa o alguna cromatografia liquida (com HPLC) i en solucid, normalment
aquosa amb un cert contingut d‘algun dissolvent organic (com per exemple acetonitril o metanol,
5-15%). La mostra i la solucié portadora, la qual conté un gas inert (normalment nitrogen), es
barregen just abans d’entrar a I'equip, produint-se un esprai en sortir per I'agulla situada al final
del tub per on passa la mostra. Aquest esprai conté gotes més o menys grans, les quals van
reduint la seva mida, gracies a l'evaporacio del dissolvent, fins que I'acumulacié de carregues del
mateix signe en les gotes petites produeix una explosid de la gota, fet que provoca que les
molécules es carreguin o ionitzin (Figura 3). El control del pH o l'addicié de substancies que

faciliten un tipus d'ionitzaci6 (positiva o negativa) permet controlar la ionitzacié de les molécules.

Evaporation—_
b pol

hamber

Figura 3. Procés d'ionitzacid per electroesprai (ESI). Al sortir de I'agulla o capil‘lar, les gotes d'esprai generades
disminueixen la seva mida fins a produir la ionitzacié de la mostra, just abans de I'entrada a I'equip.

L'entrada de la mostra a I'equip es produeix a causa de la diferéncia de potencial aplicat en

tot moment entre I'agulla on es genera I'esprai i la lent d’entrada. Aquesta diferencia de potencial
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permet la formacid d'ions i alhora la seleccid d'aquells amb la carrega desitjada (positiva o
negativa).

Aquesta font d'ionitzacid permet analitzar mostres de fins a 200 kDa, i dos dels principals
avantatges son que és un méetodes suau i que permet la carrega multiple dels ions.

Per altra banda, I'analitzador de temps de vol, TOF, permet analitzar mostres de fins a
500 kDa, en teoria sense limitacié de m/z i amb un alt rendiment. Els equips d’ESI-MS amb aquest
tipus d’analitzador, denominats ESI-TOF MS, pel fet de generar ions multicarregats que poden ser

analitzats en un rang de m/z petit, permeten utilitzar I'analitzador TOF en mode d'alta resolucié.

1.3. Complexos de Pt amb activitat antitumoral

Els complexos utilitzats en aquest treball sén, per una banda, el cisplati, cis-
diaminodicloroplati(II), altrament anomenat cisDDP, complex 1 (Figura 4A), que, com ja s’ha
comentat anteriorment, és un compost antitumoral citostatic molt estudiat, avui en dia emprat
com a compost de referéncia per comparar I'activitat anticancerigena d‘altres compostos.!*3*] per
altra banda, els complexos 2 i 3 (Figura 4B i 4C) sdn compostos de Pt(II) sintetitzats i
caracteritzats pel grup del Dr. J. Ruiz (Dept. Quimica Inorganica, Universidad de Murcia)®** que
presenten activitat antitumoral en diferents linies cel*lulars (cultius cel*lulars de diferents tipus de
tumors). Aquests dos complexos tenen en comu un mateix lligand quelatant, la dimetilbenzamida,
que dona una gran estabilitat als complexos a causa de la formacié d’'un enllag C-Pt. El complex 2,
[Pt(dmba)(aza-N1)(dmso)], on dmba = N, M-dimetilbenzilamina-k/N,kC, aza-N1 = 7-azaindolato-
kM; dmso = dimethylsulfoxid-kS), conté dos lligands labils, dmso i azaindolat, que en principi
haurien de facilitar la seva interaccié covalent amb altres lligands donadors. En canvi, el complex
3, [Pt(dmba)(N9-9AA)(PPh3)]" (dmba = N,N-dimetilbenzilamina-kV,kC 9AA = 9-aminoacridina),
no presenta cap lligand labil, perd compta amb la preséncia del lligand aminoacridina, molécula
amb reconeguda capacitat per interaccionar selectivament amb I’ADN per intercalacié mitjangant

interaccié de tipus =, produint la detencid del cicle cellular i donant lloc a I'apoptosi.l?%%!
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Figura 4. Complexos de Pt estudiats. (A) Complex 1, cisDDP; (B) Complex 2; i (C) Complex 3.
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2. Objectius

L'objectiu principal d'aquest treball de recerca realitzat en la Unitat de Quimica Inorganica
del Departament de Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona, és estudiar la interaccié de
tres complexos que presenten activitat antitumoral amb proteines i ADN, mitjangant ESI-TOF MS.

Per tal d’aconseguir aquest objectiu, es van establir els seglients objectius parcials:

v' Caracteritzacid de les proteines i dels oligonucleotids a estudiar mitjangant ESI-TOF MS

per tal d'obtenir els espectres de les espécies inicials.

v' Caracteritzacid dels oligonucleotids utilitzats com a model d’interacci6 amb ADN, la

doble cadena formada entre ells, mitjangant ESI-TOF MS.

v’ Estudi de la interaccié dels complexos 1, 2 i 3 amb les diferents proteines escollides,
mitjancant ESI-TOF MS.

v Estudi de la interaccié dels complexos 1, 2 i 3 amb els oligonucledtids utilitzats,
mitjancant ESI-TOF MS.
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3. Resultats i Discussio

Les proteines escollides per a aquest treball representen aquelles que sén majoritaries, entre
els milers presents en el cos huma, i que facilment poden interaccionar amb els complexos
metal-lics des de la seva introduccid al cos pel corrent sanguini, fins a arribar al nucli cel*lular, que
és la diana d’aquests compostos citostatics. Les proteines utilitzades han estat: albiumina de sérum
huma i transferrina bovina (ambdues proteines majoritaries en el corrent sanguini), mioglobina
(com a model d’hemoglobina, proteina present en els globuls vermells), la isoforma MT1 de
metal-lotioneina de mamifer (proteina intracel*lular que es troba en la forma Zn,-MT1) i citocrom C
(proteina present als mitocondris). (Veure apartat 3.1. Interaccions amb proteines)

Els oligonucleotids que s’han fet servir en aquest treball (OP1 i OP2) sén dues cadenes
complementaries, de 10 bases cadascuna, que per incubacié donen lloc a la doble cadena
corresponent. Un dels oligonucleotids, OP2, presenta un motiu GG, una diana habitual dels
compostos antitumorals de Pt(II).

Els experiments realitzats consisteixen en incubar cadascun dels complexos amb cadascuna
de les biomolécules (proteines i oligonucledtids, ja sigui en cadena simple o formant la doble
cadena) utilitzant diferents relacions molars biomolécula:Pt (1:1, 1:5, 1:10) durant 24 h i en
condicions fisiologiques (37 °C i pH 7-8). Posteriorment, cadascuna d’aquestes solucions s'analitza
per ESI-TOF MS per tal de poder observar el nombre d'espécies formades aixi com la seva
naturalesa.

El fet d'emprar el mateix procediment experimental amb els tres complexos permet realitzar
una comparacié acurada de les seves interaccions en front de les proteines i oligonucleotids

estudiats.

3.1. Interaccions amb proteines

Com ja s’ha dit anteriorment, s’han estudiat les interaccions dels tres complexos de Pt(II)
amb cinc proteines: albumina, transferrina, mioglobina, citocrom C i MT1. Per tal d’estudiar
aquestes interaccions, en primer lloc es van analitzar per espectrometria de masses les proteines
inicials, sense reaccionar, amb la finalitat d’observar els seus pics de massa (diferents estats de
carrega i diverses possibles espécies) en les condicions experimentals utilitzades i es va obtenir, de

forma molt precisa, la massa molecular experimental de cadascuna. (Taula 1)

Cal indicar que en tots els casos les masses experimentals estan d‘acord amb la massa
molecular esperada.(veure Annex, Taula I.) Els espectres de la majoria de proteines mostren
especies amb un sol pic, a excepcid de l'albimina i la transferrina, les quals presenten diversos
pics freqlientment associats a les formes acetilades o glicosilades.!** Per a la mioglobina s'obté
una massa molecular de 615 Da superior a |I'esperada per a la apoproteina, el que confirma la

presencia del grup hemo (616.45 Da).
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Taula 1. Pics experimentals obtinguts per ESI-TOF MS d’albimina de sérum huma (HSA),
transferrina, mioglobina, citocrom C i metallotioneina (isoforma MT1 de ratoli). L'error
experimental associat a cada massa ha sigut sempre inferior al 0.5%.

Proteines Pes molecular Pes molecular teoric Localitzacio de la
metal-lotioneina | experimental (Da) (Da) proteina
HSA 66550 66478 corrent sanguini
Transferrina 78019 77000-80000 corrent sanguini
Mioglobina 17567 17565 globuls vermells
Citocrom C 12359 12361 mitocondris
MT1 6606 gfgg g;;m—.i)) intracel-lular

A continuacio es detallen els resultats obtinguts en estudiar la interaccié de cadascun dels

complexos amb les proteines descrites.

3.1.1. Interaccions del complex 1, cisDDP

Els resultats obtinguts amb la incubacié del complex 1, cisDDP, amb les proteines estudiades
mostren que el complex interacciona amb gairebé totes les proteines. En els espectres de masses
enregistrats (Taula 2) es pot observar, a grans trets, que I'albimina i la transferrina mostren una
gran interaccié amb 1, i que en canvi, la mioglobina ho fa de forma més moderada, mentre que
amb el citocrom C gairebé no presenta interaccio.

Quan el complex 1 interacciona amb I'albdmina, s’observen pics corresponents a increments
de 265.6 (301.1-35.5) i 230.1 (301.1-71.0) Da, deguts a la unidé de 1 sense un o dos clorurs
inicialment coordinats al Pt, respectivament. Per a una relacié 1:1 (proteina:Pt) s'observen fins a 7
Pt enllagats a la proteina. No obstant, I'espécie majoritaria conté 4 Pt enllacats. Tot i aixo, el
numero de pics trobats per a relacions Pt:proteina superiors a 1:1 és forca elevat, la qual cosa
dificulta la identificacio de les diferents especies. La bibliografia mostra que I'estructura secundaria
de I'albimina s'altera quan la relacié Pt:proteina és superior a la relacié 1:1.1%°!

Pel que fa a la transferrina, s'observa que el nombre d’atoms de Pt enllacats a la proteina
també augmenta en augmentar la quantitat d’1 afegida, observant-se fins a 8 complexos enllacats
per a una relacié 1:5 (proteina:Pt) i un pic majoritari corresponent a la unié de 4 complexos. La
seva forta interaccié dificulta la identificacio de pics per a una relacié 1:10 (proteina:Pt).

La mioglobina reacciona de forma moderada amb 1. Per a una relacid 1:1 el pic de la
proteina és el majoritari, mentre que per a relacions superiors aquest pic disminueix drasticament.
També s‘observa un augment del nombre de complexos enllagats a la proteina a mesura que
augmenta la relacid Pt:proteina. Aixi doncs, per a una relacioé 1:10 (proteina:Pt), tot i observar-se
fins a 6 complexos enllacgats, I'espécie majoritaria conté 3 complexos units a la proteina, un cop

desplagat un dels lligands clorur.
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Taula 2. Resultats de la interaccié de 1 amb les proteines escollides a diferents relacions molars proteina:Pt. La lletres
“A”, “B" i “"C” corresponen respectivament a relacions 1:1, 1:5i 1:10. El simbol “e” indica I'addicié de 265.6 unitats de
massa, corresponent al complex sense un lligand clorur, i el simbol “¥” correspon a I'addicié6 d’'una massa de 230.1
unitats, corresponent al complex sense els dos lligands clorur. Aixi, la indicacid “+3e” correspon a la massa de 3
complexos que han eliminat cadascun un dels lligands clorur, i de manera similar “+2W¥" correspon a la massa de 2
complexos sense els dos lligands clorur.
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Contrariament a l'observat anteriorment, el citocrom C gairebé no reacciona amb el cisplati.
Per a totes les relacions estudiades, el pic majoritari correspon a la proteina intacta. Per a una
relacid 1:10 (proteina:Pt) s'observen fins a 2 Pt enllacats a la proteina. Curiosament, s’ha pogut
apreciar que l'espécie que conté un Unic atom de Pt unit a la proteina ho fa un cop eliminats els
dos lligands clorur, mentre que l'espécie que conté dos atoms de Pt, tot i ser molt minoritaria,
només requereixen desfer-se d’'un dels lligands, actuant com a compostos monodentats. Aquest
fet probablement és a causa d’'una baixa accessibilitat dels aminoacids coordinants, que limita la
coordinacié del centre metal‘lic, i explica aixi la baixa reactivitat de 1 amb aquesta proteina.

Pel que fa a la interaccid del complex 1 amb MT1, cal esmentar que no s’ha pogut obtenir
cap espectre de masses, probablement a causa de que la interaccidé Pt-S és tan forta que una
incubacié durant 24 h a 37 °C molt possiblement ha provocat que el complex degradi la proteina,
evitant aixi que s'observi cap pic significatiu en els espectres de masses. Aquest fet ja havia estat
observat en la bibliografia”®!

En tots els casos estudiats el cisDDP s’uneix a les proteines de forma covalent, ja sigui
eliminant un o els dos lligands clorur inicials. Aquest fet es pot relacionar dacord amb
I'accessibilitat, i per tant la disposicié i nombre, dels aminoacids coordinants de les proteines
estudiades. Aixi doncs, quan hi ha un nombre baix de complexos enllagats a la proteina, el
complex 1 tendeix a perdre els dos lligands clorur. En canvi, quan el hombre de complexos units
és més elevat, es troben espécies amb complex que només ha eliminat un dels dos clorurs. Per
tant, els efectes esterics juguen un paper important en la interaccié del complex.

El fet que el complex 1, cisDDP, presenti una gran interaccié amb les proteines que es
troben en el corrent sanguini sembla ser el responsable de que, després de I'administracid
d’aquest farmac, hi hagi una gran pérdua del compost al llarg del seu recorregut pel cos,
provocant importants efectes secundaris, i de que arribi a interaccionar molt poca quantitat
d'aquest complex amb I’ADN de les cél*lules cancerigenes [*1%-26)

3.1.2. Interaccions del complex 2, [Pt(dmba)(aza-N1)(dmso)]

Els resultats obtinguts en estudiar la interaccié del complex 2 amb les proteines escollides
indiquen que 2 interacciona amb totes elles. No obstant, la seva reactivitat és diferent segons el
tipus de proteina. En la Taula 3 es mostren els resultats obtinguts (els espectres de masses
enregistrats, corresponents a la relacié 1:10 proteina:Pt, s'inclouen a I’Annex, Figura I.).

Aquests resultats mostren que el complex 2 s’enllaca a les proteines basicament de tres
maneres: eliminant només el lligand dmso; eliminant només el lligand azaindolat; o eliminant els
dos lligands a la vegada, dmso i azaindolat. Aquesta interaccié depén principalment de la proteina

amb la qual interacciona el complex 2.
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Taula 3. Resultats de la interaccid del complex 2 amb les proteines escollides a diferents relacions molars
proteina:complex. Es mostren les espécies observades i la seva abundancia relativa (%) respecte a I'espécie amb el pic
de masses (ESI-MS) més alt de I'espectre. En negreta es mostren les especies més abundants, amb major intensitat. El
mot “compl” indica I'addicié de 524.5 unitats de massa, corresponent al complex sencer, la lletra “D” correspon a una
massa de 78.1 unitats, corresponent al lligand dmso, mentre que “A” indica una de massa de 117.1 unitats,
corresponent al lligand azaindolat. Aixi, la indicacio “compl-D” correspon a la massa del complex sense el lligand dmso, i
de manera similar amb les altres combinacions possibles: “compl-D-A”, “compl-A”".

Relacié molar Proteina:Plati

Proteines 11 1:5 1:10
HSA (100 9%%) : HSA (100 %) HSA (100 %)
HSA + compl (15 %) HSA + compl (60 %) HSA + compl (96 %)
HSA + 2xcompl (55 %) HSA + 2xcompl (89 %)
Tf (25%) | Tf (13 %) Tf + 2x(compl -D -A) (40 %)
S Tf+ compl -D -A (100 %) | Tf + 2x(compl -D -A) (40 %) Tf + 3x(compl -D -A) (70 %)
= Tf + 2x(compl -D -A) (75 %) Tf + 3x(compl -D -A) (98 %) Tf + 4x(compl -D -A) (100 %)
Q Tf + 3x(compl -D -A) (35 %) Tf + 4x(compl -D -A) (100 %) Tf + 5x(compl -D -A) (89 %)
2 Tf + 5x(compl -D -A) (56 %) Tf + 6x(compl -D -A) (70 %)
o
|_
Mio (100 %) - Mio (22 %) Mio (20 %)
g Mio + compl -D -A (29 %) Mio + compl -D -A (35 %) Mio + compl -D -A (25 %)
= Mio + compl -A (70 %) Mio + compl -A (100 %) Mio + compl -A (90 %)
=) Mio + 2x(compl -A) -D (50 %) Mio + 2x(compl -A) -D (60 %)
8) Mio + 2x(compl -A) (78 %) Mio + 2x(compl -A) (100 %)
= Mio + 3x(compl -A) - 2D (28 %) Mio +3x(compl -A) - 2D (40 %)
= Mio + 3x(compl -A) (28 %) Mio + 3x(compl -A) (48 %)
Mio + 4x(compl -A) - 3D (21 %)
CitC (100%) : CitC (60 %) CitC (40 %)
@) Cit C + compl -D -A (40 %) Cit C + compl -D -A (100 %) Cit C + compl -D -A (100 %)
e Cit C + compl. -D (24 %) Cit C + compl -D (40 %)
o Cit C + 2x(compl -D -A) (56 %) Cit C + 2x(compl -D -A) (78 %)
8 Cit C + 2x(compl -D) (15 %) Cit C + 2x(compl -D) (56 %)
= Cit C + 3x(compl -D -A) (8 %) Cit C + 3x(compl -D -A) (28 %)
o Cit C + 3x(compl -D) (22 %)
Cit C + 4x(compl -D) (10 %)
Zn;-MT (100 %) : apo-MT+ 3x(compl -D)+2A (20 %) apo-MT + 5x(compl -D) (100 %)
Pt,Zn;-MT (14 %) apo-MT + 4x(compl -D)+ A (35 %)
— PtsZn,-MT (36 %) apo-MT + 5x(compl -D) (100 %)
= PtsZns-MT (54 %)
= Pte-MT (15 %)
PtsZns-MT (14 %)
PtsZn,-MT (14 %)

En el cas de l'albumina, el complex mostra poca interacci6 amb la proteina ja que soén
poques les espécies amb Pt que es formen, i a més a més, el pic corresponent a la proteina intacta
és majoritari en totes les relacions estudiades. Els pics de la proteina amb Pt, presenten un
augment respecte a la proteina inicial de 550+25 Da, fet que fa pensar que el complex
interacciona amb la proteina sense eliminar cap dels lligands. Per tal de determinar clarament la
naturalesa d'aquesta interacci6 farien falta més experiments, perd és molt probable que pugui
atribuir-se al trencament de I'enllag Pt-NHs per unir-se a un aminoacid de I'albumina, o també per
la incorporacié del complex en una de les cavitats de la proteina®, altrament coneguda per la seva

facilitat per transportar diversos tipus de substancies.!?”!

b | 'albdmina és una proteina molt gran que presenta diferents cavitats a causa de la seva funci6 de transportar diferents molécules
itac [27]
petites.
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Quan el complex 2 interacciona amb la transferrina s‘observen pics amb increments de
335+7 unitats de massa, corresponents aixi a la unié del complex quan ha eliminat els dos
lligands, dmso i azaindolat. A més a més, la quantitat d'espécies i el nombre de complexos
enllacats és proporcional a la quantitat de Pt addicionada. Aixi doncs, per a una relacié 1:10
(proteina:Pt) s'observen fins a 6 Pt enllagats i no es detecta la preséncia de transferrina lliure en
solucid.

El complex 2 interacciona amb la mioglobina eliminant, majoritariament, el lligand
azaindolat. No obstant, hi ha altres pics minoritaris on també s‘observa que a la vegada elimina el
dmso. En canvi, quan el complex interacciona amb el citocrom C, elimina majoritariament els dos
lligands, azaindolat i dmso, pero s‘observen pics corresponents a I'eliminacié només del dmso.

En I'estudi de la interaccié de 2 amb la Zn,-MT1 cal destacar que per a una relacié 1:1 no
s'observen espécies de proteina amb Pt forca destacades. Aixi doncs, la proteina aparentment no
s'altera i segueix mantenint els Zn inicials. Ara bé, per a relacions de complex més elevades, 1:5
(proteina:Pt), el complex elimina unicament el lligand dmso per enllacar-se a la proteina i
desplacant tots els Zn inicials. A més a més, la forma majoritaria observada és amb 5 Pt enllacats.

Una analisi global d’aquests resultats tenint en compte les caracteristiques de les proteines
utilitzades, permet assolir una major comprensio pel que fa a la reactivitat del complex 2 amb les
proteines. Aixi doncs, quan el complex reacciona amb proteines que Unicament contenen histidines
(His) en la seva cadena aminoacidica, com és el cas de la mioglobina, el complex elimina el lligand
azaindolat per enllacar-se a un N-donador. En canvi, quan la proteina només conté cisteines (Cys)
com a aminoacids coordinants, com és el cas de la MT1, el complex requereix |'eliminacié del
lligand dmso per enllagar-se a un S-donador. En el cas d’aquelles proteines que disposen d'ambdds
aminoacids, His i Cys, el complex pot eliminar els dos lligands per tal d’enllacar-s'hi, com en el cas
de la transferrina o el citocrom C. A més a més, si es compara el nombre de Cys i His presents en
les estructures primaries de les proteines considerades amb el nombre de Pt enllacats a les
relacions Pt:proteina més altes, es pot observar que el nombre de Pt enllacats és sempre inferior
al nombre d’aminoacids coordinants de les proteines. Per exemple, en la mioglobina (amb 11 His),
com a maxim es troben 4 complexos enllagats, o en el cas del citocrom C (3 His + 2 Cys) I'espécie
majoritaria conté Unicament un Pt unit. Aquest fet sembla indicar que el complex 2 tendeix a
enllacar-se Unicament als aminoacids més accessibles, ja siguin S- o N-donadors, sense
probablement alterar la conformacié de la proteina. Per tant, podem concloure que les espécies
formades entre el complex 2 i les proteines depenen basicament de tres factors: la naturalesa de
la proteina (nombre d’aminoacids coordinants, basicament His i Cys); els aminoacids coordinants

accessibles; i la relacié molar proteina:Pt que s'assagi.
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3.1.3. Interaccions del complex 3, [Pt(dmba)(N9-9AA)(PPh3)]"
En analitzar els resultats obtinguts en l'estudi de la interaccid del complex 3 amb les
proteines escollides es pot observar que 3 presenta una baixa interaccié amb totes elles. A causa
d’'aquesta baixa interaccid, només es mostren els espectres d'ESI-MS obtinguts en addicionar la

major quantitat del complex (relacié proteina:Pt 1:10) (Figura 5).
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Figura 5. Resultats de la interaccié del complex 3 amb les proteines estudiades: (A) Albumina, (B) Transferrina, (C)
Citocrom C, (D) Mioglobina i (E) MT1. En tots els casos la relacid molar és 1:10 (proteina:Pt). Es mostren els espectres
obtinguts, aixi com les espécies obtingudes en cada pic. El simbol “a” indica I'addici® de 736.6 unitats de massa,
corresponent al complex quan ha eliminat el lligand 9-aminoacridina (Ci3H1gN,) (194.2). La indicacié “+1m” correspon a
la massa d'un complex sense el lligand 9-aminoacridina.

Els espectres de masses obtinguts després de la incubacié de 3 amb transferrina, citocrom C
i MT1 no van permetre observar cap pic significatiu que indiqués la interaccié del complex amb
alguna d'aquestes proteines. En els tres casos, per a la relacié de proteina:Pt 1:10 el pic majoritari
correspon a la proteina intacta.

En canvi, el complex 3 si que interacciona amb albdmina i mioglobina, eliminant en ambdds

casos el lligand 9-aminoacridina. No obstant, també s'observa en els espectres de masses, la
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presencia de proteina intacta amb un 50 % d’abundancia relativa per a la mioglobina i un 30% per
a l'albimina i, per tant, cal considerar que hi ha una gran quantitat de complex inalterat. En el cas
de I'albumina, s'observen pics corresponents a 1 i 2 complexes units, i en la mioglobina apareix un
pic amb 1 complex enllacat.

El fet que 3 interaccioni feblement i amb només algunes de les proteines sembla indicar que
I'estabilitat del complex de Pt és prou gran com per evitar que, en la majoria del casos, es perdi
algun dels lligands que el constitueixen, evitant aixi que interaccioni fortament amb les proteines
de manera covalent. Cal destacar que les possible interaccions no covalents entre el complex les
proteines no es poden observar per ESI-MS, i per tant, seran objecte d‘estudis posteriors,

mitjancant fluorescéncia.

3.2. Interaccions amb oligonucleotids

S’ha estudiat la interaccié dels complexos 1, 2 i 3 amb els oligonucledtids complementaris
seleccionats, tant en forma de cadena simple (OP1 i OP2) com de doble cadena (DS), mitjancant
espectrometria de masses. Els dos oligonucleotids i la DS s’han mesurat per ESI-TOF MS en mode

negatiu (Figura 6).
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Figura 6. . Espectres d’ESI-TOF MS, en mode negatiu, dels oligonucledtids, (A) OP1 i (B) OP2, i (C) de la doble cadena,

DS.
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Els espectres enregistrats dels oligonucleotids individuals (Figura 6A i 6B) mostren un pic
majoritari corresponent a I'esperat (1468.3 m/z OP1; 1557.3 m/z OP2, ambdds amb carrega -2).
També es detecten uns pics de menor intensitat corresponents a impureses. En totes les
condicions assajades per formar la doble cadena (veure apartat 4.1. Preparacié de les mostres),
I'espectre de la DS, de carrega -4, mostra el pic corresponent a la doble cadena (1512.8 m/z
carrega -4) (Figura 6C) juntament amb els pics corresponents a les cadenes simples, aixi com un
pic (1539.7, carrega -4) corresponent a l'associacié de OP2 amb les especies minoritaries presents
en la solucié de I'oligonucleotid OP1. El fet que la intensitat del pic de DS sigui semblant a la del
pics corresponents a OP1 i OP2, i suposant una sensibilitat similar en ser ionitzats en les
condicions d‘analisi, fa suposar que el rendiment de la hibridacié és del 50 %, fet totalment
coherent tenint en compte la llargada, només 10 unitats, dels oligonucledtids. Experiments
posteriors (veure la part de HPLC de l'apartat 3.2.3.Interaccions del complex 3, [Pt(dmba)(N9-
9AA)(PPh3)]PFs) han demostrat que la DS és estable en les condicions d’ESI-MS emprades,
descartant aixi la possible influencia de les condicions utilitzades.

3.2.1. Interaccions del complex 1, CisDDP

Seguint el procediment experimental detallat a I'apartat 4.1 Preparacid de les mostres, s’ha
estudiat la interaccié de 1 amb la DS després d’incubar ambdds a diferents relacions molars DS:Pt
(1:1, 1:51i 1:10) durant 24 h. Els resultats indiquen que el complex 1 interacciona fortament amb
la doble cadena, obtenint-se una gran quantitat de pics en els espectres de masses. En cap de les
solucions analitzades es va detectar ni el pic corresponent a la doble cadena ni a les cadenes
simples dels oligonucledtids intactes. A relacions molars més altes, la gran complexitat dels
espectres no ha permés identificar cap de les espécies esperades, probablement a causa del
trencament de les cadenes. Es per aquest motiu que es va decidir dur a terme els experiments a
unes relacions molars més baixes per tal de poder estudiar millor la reaccié entre 1 i I’ADN. Es van
preparar diferents solucions de relacions DS:Pt 1:0.1, 1:0.5 i 1:1 de (Figura 7). En tots els casos
s'observen diferents pics que indiquen la interaccié de 1 amb els oligonucleotids on, en la majoria
de pics, 1 elimina els dos lligands clorur. A la relacié DS:Pt 1:0.1 el pic corresponent a la doble
cadena és forca intens, perd per a una relacid 1:0.5 aquest pic, juntament amb els pics
corresponents a les dues cadenes simples, disminueixen drasticament.

Per a les relacions de 1:0.1 i 1:0.5 s’observen pics corresponents a la unié de finsa 2 Pt a la
doble cadena. Aquest fet s‘observa per lincrement de 230.1 m/z respecte el pic de la DS. No
obstant, aquests pics no apareixen a una relacié 1:1 degut, segurament, a la desunié de la doble
cadena en presencia d’'un excés de 1. Aixi doncs, aquest fet permet proposar que les espécies
obtingudes de cadenes simples amb 1 poden provenir tan dels oligonucleotids que formen la doble

cadena, com dels que restaven en solucié després de la hibriditzacio.
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Figura 7. . Espectres d’ESI-TOF MS, en mode negatiu, corresponents a la incubacio del complex 1 amb la doble cadena
a diferents relacions molars DS:Pt: (A) 1:0.1, (B) 1:0.5 i (C) 1:1. Es mostren els espectres obtinguts, aixi com les
especies obtingudes en cada pic. El simbol “e” indica I'addici6 de 265.6 unitats de massa, corresponent al complex sense
un lligand clorur, i el simbol “ ¥” correspon a I'addicié d’'una massa de 230.1 unitats, corresponent al complex sense els
dos lligands clorur. Aixi, la indicacio “+e" correspon a la massa d'un complex que ha eliminat un dels lligands clorur, i de

manera similar *+2 ¥ " correspon a la massa de 2 complexos sense els dos lligands clorur.

Per tal de determinar si el complex interacciona amb la DS Unicament o també amb les
cadenes simples presents a la solucio inicial, es va incubar durant 24 h a 37 °C el complex 1 amb
les dues cadenes per separat, i també amb les dues cadenes en solucid a la mateixa concentracio
perd sense formar la DS. Els resultats obtinguts, Figura 8, mostren una gran reactivitat del
complex amb les cadenes simples. Daltra banda, cal destacar que el nombre d’atoms de Pt units a
la cadena OP2 és superior al nombre de Pt units a OP1. Aquest fet indica una major reactivitat de
1 vers OP2, probablement per raé d’'un major nombre de guanines en la seva composicié (5 OP2

vs. 1 OP1), el nucledtid que, segons la literatura, presenta una major afinitat pel cisplati.[*>?®!
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Figura 8. . Espectres d'ESI-TOF MS, en mode negatiu, corresponent a la interaccié del complex 1 amb (A) OP1, (B) OP2
i (C) DS. En tots els casos la relacid molar oligonucleotid/DS:Pt ha estat 1:1. Es mostren els espectres obtinguts, aixi
com les espécies obtingudes en cada pic. El simbol “V¥” correspon a l'addicid6 d’'una massa de 230.1 unitats,
corresponent al complex sense els dos lligands clorur. Aixi, la indicacié “+2V¥"” correspon a la massa de 2 complexos
sense els dos lligands clorur.

3.2.2. Interaccions del complex 2, [Pt(dmba)(aza-N1)(dmso)]

Els resultats obtinguts en la incubacié de 2 i DS, Figura 9, mostren una important interaccié
entre el complex i la doble cadena, obtenint-se un elevat nombre de pics resultants d’aquesta
interaccié, que depén de manera directa de la relacid DS:Pt assajada. Cal destacar que en la
majoria dels pics observats mostren que 2 elimina majoritariament el lligand azaindolat per
enllacar-se a DS. Hi ha alguns pics on el complex 2 també elimina el lligand dmso, perd aquest fet
només s'observa per a relacions elevades de complex. Tenint en compte la reactivitat observada
del complex 2 amb les proteines, on I'eliminacié del lligand depenia en gran part de I'atom
donador de I'aminoacid amb el qual reaccionava, I'eliminacié del lligand azaindolat suggereix que

el Pt s'uneix als grups N-donadors de les bases nitrogenades.
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Figura 9. Espectres d’ESI-MS, en mode negatiu, corresponents a la incubacié del complex 2 amb DS a diferents
relacions molars DS:Pt: (A) 1:1, (B) 1:5i (C) 1:10. Es mostren els espectres obtinguts, aixi com les espécies obtingudes
en cada pic. El simbol “e” indica I'addicid de 407.4 unitats de massa, corresponent al complex sense el lligand
azaindolat. Aixi, la indicacid “+ " correspon a la massa d'un complex que ha eliminat el lligand azaindolat.

En observar detingudament els espectres de masses enregistrats, es pot apreciar que, per
una banda, la intensitat del pic de DS disminueix clarament en augmentar la relacié Pt:DS, mentre
que els pics corresponents a les cadenes simples no disminueix de manera tant important. Aquest
fet suggereix que la interaccidé pot tenir lloc principalment amb DS, i no pas amb els
oligonucleotids per separat. Per altra banda, la majoria de les espécies detectades que contenen Pt
enllacat son cadenes simples dels oligonucleodtids estudiats (OP1 i OP2), i només hi ha un pic,
forca minoritari, on es detecta el complex 2 unit a DS. A més a més, a mesura que s'incrementa la
relacid de Pt:DS s'observa un increment considerable del nombre d’especies de cadenes simples
amb 2. Aquests resultats poden indicar que, o bé el complex interacciona amb DS i posteriorment
la doble cadena es trenca a causa d’aquesta interaccid, o bé el complex interacciona tant amb DS
com amb les cadenes simples.

Per tal de poder determinar quina de les dues hipotesis sobre la interaccid de 2 amb la DS
(que el complex reaccioni amb la DS separant-la, o que el complex reaccioni també amb les

cadenes simples presents en solucid), es van realitzar dos experiments. El primer, fent reaccionar
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2 amb els oligonucleodtids per separat i observant la possible interaccié i les especies que es
formaven. I el segon, separant mitjancant HPLC la doble cadena dels oligonucledtids de cadena
simple (OP1 i OP2) presents en solucid que no han hibridat per formar la doble cadena, i
posteriorment fent reaccionar la fraccié que conté Unicament la DS amb 2.

En el primer experiment es va incubar (24 h a 37 °C) cadascun dels oligonucleotids, OP1 i
OP2, amb el complex 2 a una relaci6 molar amb un gran excés del complex, 1:10
(oligonucleotid:Pt). A continuacid es van analitzar per ESI-TOF MS les solucions resultants
(Figura 10). Els espectres obtinguts mostren una interaccié forca pobre del complex amb els
oligonucleotids. En ambdds espectres, els pics corresponents a les especies intactes, OP1 i OP2,
sOn els més intensos, i només un pic minoritari, amb intensitat relativa d’'un 25 % en els dos
casos, correspon a una especie amb un Pt enllacat. Aquests resultats mostren que la interaccié de
2 amb les cadenes simples és molt petita.
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Figura 10. Espectres d’ESI-TOF MS, en mode negatiu, obtinguts després de la incubacio del complex 2 amb els
dos oligonucleotids individuals, (A) OP1 i (B) OP2, per a una relacié 1:10 oligonucleotid:Pt. El simbol “e” indica
I'addicié de 524.5 unitats de massa, corresponent al complex sense el lligand azaindolat. Aixi, la indicacié “+e”
correspon a la massa d'un complex que ha eliminat el lligand azaindolat.
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Figura 11. Cromatograma d’HPLC obtingut quan s'injecta una mostra dels oligonucleotids complementaris OP1 i
OP2 préviament incubada per provocar la formacié de la doble cadena. Per a la separacié de OP1 i OP2 de DS
s’ha utilitzat una columna d’exclusié molecular i s’ha detectat el senyal corresponent a I'absorcié a 254 nm.

En el segon experiment, en primer lloc es van hibridar les dues cadenes d’oligonucledtids,
seguin el mateix procediment ja esmentat anteriorment, i, un cop formada la DS, es va separar
per HPLC utilitzant una columna d’exclusié molecular. La diferencia de massa entre la DS i els dos
oligonucleotids va permetre separar amb éxit la doble cadena (Figura 11) i recollir fraccions que
contenien basicament DS.
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Figura 12. . Espectres d’ESI-TOF MS, en mode negatiu, obtinguts: (A) després de la separacié de la fraccid

de DS i d'incubacié d’aquesta amb el complex 2 a relacions molars DS:Pt: (B) 1:1, (C) 1:5, (D) 1:10, i (E)

1:20.

A continuacid es van preparar solucions de DS purificada i 2 a diferents relacions DS:Pt (1:1,
1:5, 1:10 i 1:20) i es van incubar de la manera habitual per després analitzar-les mitjancant ESI-
MS. A causa de l'alta dilucié de les mostres després de la separacié cromatografica (concentracio
inferior a 5 pM), la intensitat dels pics enregistrats era molt baixa, especialment aquest relacionats
amb l'enllag del centre de Pt. No obstant, els pics corresponents a la DS, OP1 i OP2 es van poder
observar en tots els casos (Figura 12).

En els espectres obtinguts es pot observar que inicialment (Figura 12A) el pic de DS és

clarament majoritari, mentre que hi ha una certa quantitat de OP1 i OP2. A mida que augmenta la
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relacio Pt:DS (Figures 12B a 12E) es pot apreciar com el pic corresponent a DS disminueix a mida
que augmenta la intensitat de les cadenes simples.

Aixi doncs, el conjunt de resultats obtinguts permeten confirmar que el complex 2
interacciona basicament amb la doble cadena provocant la desunié de les seves dues cadenes

constitutives.

3.2.3. Interaccions del complex 3, [Pt(dmba)(N9-9AA)(PPh3)]"

Els resultats obtinguts en la incubacié de 3 amb DS (Figura 13) indiquen que el complex 3
mostra una feble interaccié amb els oligonucleotids. En tots els casos, els pics majoritaris detectats
corresponen a les especies inicials (OP1, DS i OP2), independentment de la relacié DS:Pt assajada.
Només s’observen pics molt minoritaris que mostren que el complex 3 requereix el desplacament
del lligand aminoacridina per interaccionar covalentment amb els oligonucleotids, de manera
similar a I'observat en la seva interaccid amb les proteines. També s’ha estudiat la interaccié de 3
amb els oligonucledtids per separat, per0 el resultat ha estat el mateix, no apareixen pics
corresponents a especies amb Pt enllacat als oligonucleotids. Per tal de descartar que 3 necessités
més temps per a reaccionar, es va realitzar la mateixa reaccié deixant el doble de temps
d'incubacidé entre el complex i DS, 48 h, a una relacié DS:Pt de 1:10. Els resultats obtinguts no
varen mostrar cap diferéncia significativa respecte els espectres enregistrats al temps d‘incubacio
habitual, 24 h.
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Figura 13. . Espectres d’ESI-TOF MS, en mode negatiu, corresponents a la incubacié del complex 3 amb la doble
cadena a diferents relacions molars DS:Pt: (A) 1:1, (B) 1:5i (C) 1:10. Es mostren els espectres obtinguts, aixi

w_r

com les espécies obtingudes en cada pic. El simbol “a” indica 'addicié de 736.6 unitats de massa, corresponent al
complex quan ha eliminat el lligand 9-aminoacridina (Cy3H1gN,) (194.2). Aixi, la indicacié “+m” correspon a la
massa d’'un complex sense el lligand 9-aminoacridina.

El conjunt de resultats permet concloure que la interaccié de 3 amb els oligonucledtids, i per
tant amb el DNA, no és de tipus covalent. Per tant, la seva citotoxicitat altrament observadal®'! ha

de ser deguda a un altra tipus d'interaccié no covalent.
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Per tal de comprovar que la interacci6 de 3 amb I'ADN té lloc via interaccié n-n, es van
incubar conjuntament DS i 3 a diferents relacions molars i es va mesurar la seva fluorescencia.
L'espectre d’emissio enregistrat presenta dos maxims, un a 345 nm, i l'altre a 460 nm. A causa de
que en enregistrar l'espectre d’emissid del complex 3 es va observar una elevada intensitat
d’emissid per sobre de 400 nm, només s’han considerat aqui les bandes observades fins a 400 nm.
Aixi, les variacions en la banda a 345 nm permeten estudiar la interaccié entre DS i 3 sense la
interferéncia del complex lliure en solucio.

Inicialment es va enregistrar I'emissidé de la DS sense la presencia de 3, observant-se una
banda d’elevada intensitat centrada a 345 nm (Figura 14). No obstant, aquesta intensitat va
disminuir, fins practicament desapareixer, en afegir un 5% de dmso, probablement a causa d'un
efecte de guenching. L'augment de la quantitat de 3 (dissolt en dmso) en la solucié de DS va
provocar increments considerables de la intensitat d’emissié de la banda a 345 nm, fins que el
senyal es va saturar per a una relacié 1:15 de DS:Pt. Aquest augment d‘intensitat de les senyals
d’emissié s‘atribueix a la interaccié - entre DS i el lligand aminoacridina del complex 3. A més a
més, tenint en compte el gran efecte de guenching provocat per la presencia del dmso en solucid,
I'augment considerable de la intensitat de la banda és indicatiu de que la interaccié n-n entre 3 i
DS, i per analogia amb el DNA, ha de ser molt forta.

Aquests resultats confirmen que les propietats antitumorals del complex 3 es basen en la

interaccié n-n entre el complex 3 i I'’ADN, probablement mitjangant un mecanisme de r-stacking.
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Figura 14. Espectres de fluorescéncia enregistrats en incubar una solucié 10 pM de DS (amb el complex 3 en dmso). La
linia de punts correspon a I'espectre de DS en abséncia de dmso i les linies continues corresponen als espectres de DS
en presencia de 5 % de dmso i a diverses relacions molars DS:Pt: 1:1, 1:5, 1:10, 1:15i 1:20.

24



Experimental

4. Experimental

4.1. Preparaci6 de les mostres

La majoria de les proteines emprades en aquest treball provenen de Sigma-Aldrich:
Albumina de serum huma (A8763), Transferrina (T3309), Mioglobina (M6036) i Citocrom C
(C3484). La metal*lotioneina de mamifer (isoforma MT1 de ratoli) va ser produida, al laboratori de
la Dra. Silvia Atrian (Dept. Genética, Universitat de Barcelona), mitjancant técniques d’enginyeria
genética en cél-lules d’'£E. coli modificades i posteriorment va ser caracteritzada.l*! Diferents
solucions 1 mM de cada proteina (a excepcid de la MT1) van ser preparades en aigua a partir de la
corresponent proteina liofilitzada. La solucié de MT1 purificada contenia I'espécie Zn,-MT1 en una
solucié de Tris-HClI 50 mM, pH 7.0, i a una concentracié 0,275 mM de proteina. Seguidament, es
van preparar solucions de diferents concentracions dels complexos en dmso. A partir d’aquestes
solucions, se’'n van preparar d‘altres de 100 uL per a cada complex amb les diferents proteines,
que contenien: proteina en concentracié 100 uM, obtinguda a partir de barrejar el volum apropiat
de cada solucid de proteina preparada previament, la quantitat de complex segons la relacié
proteina:Pt (1:0.1, 1:0.5, 1:1, 1:5, 1:10) en referéncia a la proteina considerada i el volum
necessari d'una solucié tamponada amb bicarbonat d’amoni per tal d’aconseguir una concentracio
de tampd 25 mM a pH 7.0. A continuacié es van incubar les diferents solucions a 37 °C durant
24 hores en un bany d’aigua sota agitacio.

Les cadenes simples d'oligonucledtids complementaris emprats en aquest treball, OP1 (5'-
CACTTCCGCT-3") i OP2 (5-AGCGGAAGTG-3'), van ser adquirits de Eurofins MWG Synthesis GmbH
(Ebersberg, Alemanya). Per tal d'obtenir la corresponent doble cadena (DS) d'ambdos
oligonucleotids, es van mesclar quantitats equimolars de les solucions de concentracié 50 uM de
OP1 i OP2 en tampd bicarbonat amonic 25 mM, pH 7.0. La solucié va ser incubada a 70 °C durant
2 h i seguidament es va deixar refredar lentament a temperatura ambient. Es van preparar
mostres de 100 pL que contenien el volum necessari per obtenir 20 UM de DS i el volum de
complex segons la relacid DS:Pt (1:1, 1:5 i 1:10 o 1:20) a considerar. Les solucions aixi
preparades van ser incubades a 37 °C durant 24 h en un bany d‘aigua sota agitacio.

Seguidament, totes les mostres es van diluir adequadament abans de ser analitzades per
masses per tal d'obtenir una millor relacid senyal/soroll en els espectres enregistrats a les

condicions de treball escollides.

4.2. Espectrometria de masses

La determinacié de les espécies presents en les solucions analitzades es va dur a terme
mitjancant espectrometria de masses amb ionitzacié per electroesprai (ESI-MS) emprant un
instrument Micro Tof-Q (Brucker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanya) equipat amb un analitzador
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de temps de vol (ESI-TOF MS) calibrat amb Nal (200 ppm Nal en una mescla 1:1 de
H,O:isopropanol), acoblat a una bomba d’'HPLC de la Série 1100 (Agilent Technologies) equipat
amb automostrejador, ambdds controlats pel programari Compass.

Les interaccions dels complexos amb proteines van ser analitzades en mode positiu sota les
condicions experimentals segiients: 20 pL de mostra van ser injectats a 40 yL'min™; el voltatge
entre el capil*lar i I'entrada a I'equip (capillary-counterelectrode) va ser de 4.5 kV; la temperatura
de desolvatacid va ser de 100 °C; el flux del gas d’assecament és de 6 L'min™. Els espectres es
van enregistrar des de 800 a 2500 m/z. La fase mobil va consistir en una mescla 85:15 de d'acetat
d’amoni 15 mM a pH 7.0 i acetonitril.

Les interaccions dels complexos amb oligonucledtids van ser analitzades en mode negatiu
seguint les segiients condicions experimentals: 10 pL de mostra van ser injectats a 40 uL'min’; el
voltatge entre el capil*lar i I'entrada a l'equip (capillary-counterelectrode) va ser de 3.9 kV; la
temperatura de desolvataci va ser de 100 °C; el flux del gas d’assecament és de 6 L'min™. Els
espectres van ser enregistrats des de 800 a 2500 m/z. La fase mobil va consistir en una mescla de
90:10 d’acetat d'amoni 15 mM a pH 7.0 i acetonitril.

Totes les mostres van ser injectades al menys per duplicat per assegurar la seva

reproductibilitat.

4.3. Cromatografia liquida, HPLC

La separacid cromatografica dels oligonucleotids es va dur a terme mitjangant una columna
d’exclusid molecular, Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare), amb un rang d’exclusié entre
100 i 7000 Da, connectada a una bomba d’'HPLC, Serie 1200 (Agilent Technologies), equipada amb
un automostrejador i un detector de diode array, controlat tot pel programa Compass. Diverses
aliquotes de 100 pL de la mostra van ser injectades en la columna i eluides amb una solucié tampd
de bicarbonat d’amoni 50 mM i pH 7.5, amb un flux de 550 pL min-1. A la sortida de la columna,
I'absorbancia de l'eluat va ser enregistrada a 210, 254, i 280 nm. Cada pic detectat (DS, OP1 i
OP2) va ser recollit separadament i les fraccions corresponents es van homogeneitzar abans

d’incubar amb el complex de Pt(II).

4.4. Fluorimetria

Per a les mesures de fluorescéncia dutes a terme amb el complex 3, es va utilitzar un
instrument LS 55 50 Hz Fluorescence Spectrometer (Perkin Elmer; Regne Unit), emprant una
cubeta de quars d'1 cm i a la temperatura constant de 25 °C, termostaticament controlada per un
bany d‘aigua. A una solucié de 10 uM de la doble cadena d’oligonucleotids préviament incubada
(DS), en una solucid tamp6 d'acetat d’amoni 25 mM a pH 7.5, es van addicionar quantitats

creixents del complex 3 fins assolir les relacions molars DS:Pt 1:1, 1:5, 1:10, 1:15 i 1:20,
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mantenint una concentracié del 5 % de dmso. Per cadascuna de les addicions, abans de mesurar
I'espectre d’emissid, la mescla es va incubar a 40 °C durant 2 h. Després de diversos assajos amb
diferents condicions experimentals, les condicions Optimes d‘analisi van resultar ser les segiients:
la mostra va ser excitada a 229 nm i es va enregistrar el seu espectre d’emissié entre 290 nm i
600 nm. Es van corregir els efectes de dilucié de les dades obtingudes mitjancant el programa

GRAMS 32 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
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5. Conclusions

5.1.

v

5.2.

Conclusions generals

S’han caracteritzat les proteines i els oligonucleotids utilitzats en aquest treball mitjancant

ESI-TOF MS, i s’han obtingut els corresponents espectres de les especies inicials.

S’han caracteritzat els oligonucleotids com a model d’interacci® amb ADN, la doble cadena
formada entre ells, mitjancant ESI-TOF MS.

S’ha estudiat la interaccid dels diferents complexos amb les diferents proteines escollides,
mitjancant ESI-TOF MS.

S’ha estudiat la interaccid dels diferents complexos amb els oligonucleotids utilitzats,
mitjangant ESI-TOF MS.

Conclusions de la interacci6 dels complexos

El complex 1, cisplati, interacciona tant amb les proteines com amb els oligonucledtids de
manera molt important, fins i tot a relacions molars Pt:proteina molt baixes, indicant la seva

elevada reactivitat, i explicant aixi els efectes secundaris observats en la seva administracio.

El complex 2, [Pt(dmba)(aza-N1)(dmso)], reacciona amb les proteines de manera molt
particular. Quan aquest complex interacciona amb lligands proteics que contenen S-
donadors, allibera el lligand dmso per enllacar-se. Per contra, quan interacciona amb lligands
N-donadors, allibera el lligand azaindolat. La interaccié del complex amb els oligonucleotids, i
per extensié amb I'ADN, té lloc un cop s'ha perdut el lligand azaindolat, indicant aixi la uni6 a

algun nitrogen de les bases nitrogenades.

El complex 3, [Pt(dmba)(N9-9AA)(PPhs)]*, no interacciona amb aquelles proteines riques en
sofre com el citocrom C o la metal*lotioneina, i reacciona feblement amb mioglobina i
albumina perdent el lligand 9-aminoacridina. No s’ha observat una forta interaccié covalent
de 3 amb els oligonucleotids, perod si que s’ha demostrat, per fluorescéncia, la preséncia

d’una forta interaccio n-r entre DS i 3, la qual justificaria la seva activitat antitumoral.

La baixa reactivitat dels complexos 2 i 3 amb les proteines en comparacié amb el complex 1,
cisplati, i el fet que 2 i 3 presentin una elevada interaccié amb els oligonucledtids com I’ADN,
fan d'aquests dos complexos uns grans candidats per a prosseguir el seu estudi com a

possibles drogues antitumorals.
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Annex

Taula 1. Espectres de ESI-MS inicials de les proteines emprades en tampo6 de bicarbonat d’amoni 25 mM a
pH7. Albumina de serum huma, transferrina bovina (ambdues proteines majoritaries del corrent sanguini),
mioglobina (com a model d’hemoglobina, proteina present en els globuls vermells), la isoforma MT1 de
metal-lothioneina de mamifer (proteina intracel-lular que es troba en la forma Zn,-MT1) i citocrom C
(proteina present als mitocondris). En la primera columna es mostren els espectres dels diferents pics
d’estat de carrega, i a la columna de la dreta s'amplien aquests pics.
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Figura I. Espectres de ESI-MS obtinguts després de la incubacié (24 h a 37 ©C) del complex 2 amb (A)
Albdmina (HSA), (B) Transferrina (Tf), (C) Mioglobina (Mio), (D) Citocrom C (Cit C) i (E) Isoforma MT1 de
metal-lotioneina de mamifer, a una relacié6 1:10 (proteina:Pt). El simbol “e” indica I'addici6 de 407.4
unitats de massa, corresponent al complex quan ha eliminat el lligand azaindolat (Cy3HioN,) (117.4). El
simbol “»” indica I'addici6 de 446.4 unitats de massa, corresponent al complex quan ha eliminat el lligand
dmso (78.1). | el simbol “a” indica I'addici6 de 329.0 corresponen a l'addicié d’'un complex quan ha
elminat el lligand azaindolat i el dmso.











