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Capitol 2. Estudis de complexacié amb transplati

2 ESTUDIS DE COMPLEXACIO I?'OLIGONUCLEOTIDS
MODIFICATS AMB TRANSPLATI

2.1

INTRODUCCIO

Com s'ha comentat a la introduccid, a partir del descobriment del cisplati per Rosenberg I'any

1965, gran nombre de complexos de plati(ll) han estat i estan essent estudiats com a possibles

agents per a combatre diferents tipus de cancers. L'objectiu d'aquests treballs és ampliar

I'espectre d'activitat i alhora disminuir els efectes secundaris i els possibles mecanismes de

resisténcia d'aquests complexos. Un cop dins la cél-lula, el cisplati activat pot reaccionar amb

molts components bioldgics: acids nucleics, proteines, membranes fosfolipidiques, etc. Des de

fa molt temps es considera el DNA com la molécula diana responsable de I'activitat del cisplati,

perod també és important la possible participacié d'altres biomolécules, principalment peptids i

proteines, tant en el mecanisme d'accié com en els efectes secundaris del farmac.
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61



Capitol 2. Estudis de complexacié amb transplati

Diferents grups d'investigacid estan intentant avaluar les preferéncies dels compostos de
plati(ll) pels diferents lligands presents tant en les proteines com en el DNA, per tal d'elucidar
en ultim terme el mecanisme d'accié de I'anticancerigen cisplati i poder dissenyar racionalment
nous farmacs més actius amb menys efectes secundaris.’ En el cas del DNA, la unié dels
compostos de plati(ll) es produeix als atoms de nitrogen de les nucleobases. De tots ells, els
principals punts de coordinacié sén el N7 de la guanina, N7 i N1 de I'adenina i el N3 de la
citosina, seguint l'ordre de preferéncia: N7G>N7A>N1A>N3C.? D'altra banda, els nitrogens N1
de la guanina i N3 de la timina serien candidats a la coordinaci6 si estiguessin desprotonats, la
qual cosa té lloc a pH ~ 9-10 (veure Figura 2.1). A la resta de posicions no s'ha observat
coordinacié del metall a pH fisiologic, justificant-se en el cas dels nitrdgens N3 purics per
motius d'impediment estéric (estan situats al solc petit i s6n menys accessibles).3 Tot i aixi,

s'han descrit alguns casos on el N3 de la A pot metal-lar-se excepcionalment.4

L'i6 metal-lic Pt** és un acid de Lewis de tipus tou,” de manera que presenta gran afinitat per
lligands també tous, com sén els tiolats i tioeters, grups funcionals presents en les cadenes
laterals dels aminoacids cisteina i metionina, respectivament. La unié Pt-sofre esta molt
afavorida cinéticament i en el cas dels tiolats aquesta unié és irreversible.® En canvi, la unié Pt-
sofre d'un grup tioeter és més reactiva i pot evolucionar amb migracio de I'atom de plati cap a
una posicié nitrogenada, com per exemple els nitrogens de l'anell d'imidazole del residu
d'histidina, per donar una unié més estable termodinamicament.” Per tant, els complexos de
plati(ll) poden interaccionar amb péptids i proteines, i coordinar-se a residus aminoacidics com

la cisteina (irreversible), la metionina o la histidina (veure Figura 2.2).
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Figura 2.2. Posicions més reactives dels aminoacids histidina, cisteina i metionina front a la metal-lacio.
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S'han dut a terme molts estudis dirigits a elucidar com reaccionen els compostos de plati(ll)
amb els components dels péptids o dels acids nucleics.>” També s'ha estudiat la reactivitat
front a nucledsids modificats amb determinats grups funcionals presents en péptids,8 pero hi ha
molt poca informacié disponible sobre I'evoluci6 de les reaccions d'aquests complexos
metal-lics amb els dos tipus de biomolécules simultaniament. En aquest sentit, en el nostre
grup de treball s'han emprat diferents hibrids péptid-oligonucledtid per tal d'estudiar les seves
reaccions amb diferents complexos de pIati(II).9 El fet de treballar amb hibrids péptid-
oligonucleotid permet introduir, en una mateixa moléecula, diferents grups funcionals amb
capacitat per a coordinar-se a I'atom metal-lic, de manera que es poden extreure dades sobre
reactivitat. A la Figura 2.3 i Figura 2.4 es mostren, respectivament, les estructures dels
complexos de plati(ll) i d'alguns dels hibrids emprats en aquests estudis. El [PtCl(dien)]CI (dien:
1,5-diamino-3-azapenta) presenta una Unica posicid reactiva i ha estat molt utilitzat per a
I'estudi de la preferéncia del plati(ll) per a diferents lligands (aminoacids, péptids, nucledtids,
etc.). Els adductes monofuncionals que es formen permeten predir els possibles adductes que
es formarien en una primera etapa de les reaccions amb cisplati o transplati. Pel que fa al
[PtCly(en)], s'ha emprat ampliament com a model del cisplati. Aquest compost, amb certa
activitat clinica, forma quelats molt estables d'estructura similar als que forma el cisplati.
L'estabilitat d'aquests quelats és el principal motiu pel qual es justifica el seu Us en estudis de
complexacid, sobretot en aquells casos en qué es fa reaccionar amb lligands que continguin
atoms donadors de sofre (metionina o cisteina), els quals provoquen la labilitzacié i pérdua del
ligand ammina en disposicié frans respecte a ells quan es coordinen al cisplati. Per tant, els
estudis de complexacié amb aquest compost model sén una simplificacid respecte al farmac
real, el cisplati.
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Figura 2.3. Estructura dels complexos model [PtCI(dien)]Cl i [PtCly(en)], de I'anticancerigen cisplati i del

transplati.

El treball realitzat amb [PtCl(dien)]CI ha permés constatar la gran reactivitat del tioéter de la
metionina per a ser coordinat pel metall. Ara bé, després d'aquesta reaccio, s'observa que el
metall tendeix a migrar a una posicié nitrogenada, perqué s'assoleix una major estabilitat
termodinamica en el complex. S'ha detectat una major reactivitat de la guanina respecte a
histidina, de manera que la migracié té lloc preferentment al N7 de la guanina (veure un

esquema dels resultats a la Figura 2.5).
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Figura 2.4. Estructura d'alguns dels hibrids péptid-oligonucleotid emprats per als estudis de
complexacio.
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Figura 2.5. Esquema dels resultats de complexacio de [PtCl(dien)]Cl amb hibrids péptid-oligonucleotid.
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Aquests resultats, totalment en concordanga amb els coneixements que es tenen de la
reactivitat dels complexos de plati(ll), fan preveure que en els oligonucleotids que continguin el
grup tioéter (XS) I'evolucié de les reaccions de platinacié estara clarament marcada per la

preséncia d'aquest grup funcional.

D'altra banda, és interessant ressaltar I'estudi comparatiu realitzat amb I'hibrid de talla més
gran, en preséncia de cisplati i de I'isbmer inactiu transplati. La reaccié amb cisplati déna lloc
inicialment i majoritaria a un adducte monofuncional on el plati es coordina al tioéter de la
metionina, que evoluciona formant un adducte bifuncional amb el metall coordinat al sofre de la
metionina i a una posicié nitrogenada (de la histidina veina o d'una nucleobase). Amb el pas del
temps, el ligand ammina en frans a la metionina es perd i és substituit per un altre lligand,
donant lloc majoritariament a adductes de tipus tricoordinat, on el plati es coordina a la
histidina, a la metionina i a una de les guanines, la de I'extrem 5' preferentment (Figura 2.6). El
més destacable d'aquest experiment és el fet que l'adducte bifuncional corresponent a la
coordinacié a les dues guanines consecutives, que es considera la lesié responsable de
I'activitat antitumoral del cisplati, només es forma en un ~ 1%. Aquest resultat posa de manifest
la dificultat del cisplati, un cop administrat in vivo, d'arribar a la diana terapéutica (el DNA) per
formar I'adducte bifuncional intracadena amb dues G consecutives. Degut a I'estabilitat dels
adductes trifuncionals obtinguts, és de suposar que la formacié d'entrecreuaments entre DNA i
proteines pot tenir un paper molt important en el mecanisme d'accié del cisplati, o si més no en

els efectes secundaris del farmac.

D'altra banda, el complex transplati, en preséncia del mateix hibrid péptid-oligonucleotid (Figura
2.6), dona lloc a uns adductes totalment diferents. En aquest cas, en el medi de reacci6 es
formen rapidament adductes bifuncionals on el plati es coordina a la metionina i a una guanina
(preferentment la G de l'extrem 5'), sense detectar-se adductes monofuncionals. Cal pensar
que hi ha una primera coordinacié del transplati al tioéter de la metionina pero que per efecte
trans I'enllag al clorur esta molt labilitzat i rapidament I'adducte monofuncional evoluciona cap a
un adducte bifuncional. Aquests productes, cinéticament afavorits, evolucionen donant lloc a
uns nous adductes termodinamicament més estables, on I'atom metal-lic es coordina a la
histidina i a una de les dues G del fragment oligonucleotidic. D'altra banda, en preséncia d'una
cadena complementaria al fragment oligonucleotidic de I'hibrid, s'estableix un entrecreuament
intercadena, on el plati es coordina a I'anell d'imidazole de la histidina i a la G de I'extrem 3' de
la cadena complementaria. Es gracies a aquest precedent que es va plantejar, tal i com s'ha
comentat a la Introducci6 de la Memoria, la modificaci6 de cadenes oligonucleotidiques
introduint grups funcionals que mimetitzen les cadenes laterals dels residus d'histidina i de
metionina, per tal de trobar una metodologia que permeti la formacié d'entrecreuaments entre
una cadena antisentit i la seva sequiiéncia diana. La preséncia del grup tioeter fa que la reaccié
de complexacio sigui molt rapida i que el plati es dirigeixi inicialment cap al sofre, practicament
sense competicid per part dels altres lligands. Aixd és molt important, ja que pot permetre

platinar selectivament una posicié en preséncia d'altres grups funcionals afins al plati(ll), és a
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dir, platinar cadenes oligonucleotidiques sense restricci6 de sequeéncia. L'accessibilitat de
sintons o derivats nucleosidics que incorporen grups tioéter o imidazole (veure capitol 1)
permet efectuar estudis de platinacié amb aquests grups funcionals en diferents posicions de la
cadena oligonucleotidica, i no només en els extrems, com en el cas dels hibrids péptid-
oligonucleotid.
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Figura 2.6. Diferent reactivitat de cisplati i transplati amb I'hibrid péptid-oligonucleotid PhacHisGlyMet-
espaiador->’dCATGGCT.

En aquest punt de la Tesi, es planteja I'estudi de la reactivitat del transplati en preséncia
d'oligonucleotids modificats amb X% ilo X Es parteix treballant amb cadenes model de
sequencia senzilla, amb la idea que les conclusions d'aquests experiments permetran
dissenyar oligonucledtids més complexes, combinant els nous sintons amb les nucleobases

naturals en diferents posicions.

Aixi, doncs, el principal objectiu d'aquesta part del treball és esbrinar quins sén els complexos
que es formen preferentment. D'una banda, es tracta d'elucidar la constitucié de I'adducte
intracadena que es forma (grups funcionals implicats en la coordinacid, distancia entre les
nucleobases que els contenen). D'altra, si és possible, estudiar quin és el procés que condueix

a la formacioé d'un determinat quelat. Cal veure si els resultats obtinguts amb els hibrids péptid-
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oligonucleotid es correlacionen amb els estudis de complexacié de transplati amb els
oligonucleotids modificats amb X% i X'. Entre d'altres coses, és important veure si el tioéter
dirigeix la reaccio de platinacio, tal i com fa la metionina, i després avaluar I'estabilitat d'aquests
nous adductes i la possible migracié del plati cap a d'altres nucleobases de la molecula. Pel
que fa a l'anell d'imidazole, és interessant determinar el seu paper en la formacié dels
adductes, i en aquells casos en qué l'oligonucledtid contingui les dues nucleobases
modificades, veure si el plati forma adductes amb X° i X', i quina és la seva estabilitat. En el cas
de la reacci6 dels hibrids amb [PtCl,(en)], s'ha observat que es forma el quelat amb coordinaci6

del plati al tioéter i a I'imidazole, i que pot evolucionar a d'altres adductes.®

Per tant, en aquest capitol es descriuen els resultats obtinguts en els estudis de complexacié

amb oligonucleodtids model que contenen X5, X'i els dos analegs nucleosidics a la vegada.

2.2 EL TRANSPLATI EN soLUCIO

El transplati és un complex molt insoluble en aigua (8 vegades menys soluble que el cisplati) i
la substitucié dels lligands cloro per molécules d'aigua esta menys afavorida. A la seguent
figura s'illustren les corresponents reaccions d'aquatitzacié, amb el valor de les constants

d'equilibri associades:

[PtCly(NH3),] + H,O == [PtCI(H,O)(NH3),]" + CI pK; =2.92

[PtCI(Ha0)(NH3)ol ™+ H,O == [Pt(H,0),(NH3),]%* + CI- K, = 4.41

Figura 2.7. Reaccions de substitucio del lligand cloro del transplati, amb el corresponent valor de pK a
25°C en preséncia de NaClO, 0.1 M."°

Tant I'espécie monoaquamonocloro com la diaqua desprotonen en solucié aquosa, de manera

que el lligand aqua passa a la forma hidroxo:

[PtCI(H,0)(NH3),]*+ H,O == [PtCI(OH)(NHj3),] + H30* pKaz = 5.94

[Pt(H;0)2(NH3)2]** + H20

ff

[Pt(OH)(H,0)(NH3),]* + H30"  pK,q = 4.4

[Pt(OH)(H20)(NH3)o]" + H,O == [PY(OH)(NH3),] + H30" PKaz = 7.3

Figura 2.8. Reaccions d'hidrolisi de les espécies de plati aquatitzades, amb el corresponent valor de pK,
a 25°C. pKa1 i pKaz s6n valors consens'' a partir de resultats obtinguts per métodes diferents, mentre que

pKa3 esta determinat a 0.1 M de NaClOg4 i a una concentracié 5 mM de transplati.12
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Aixi, doncs, el transplati en solucid pot presentar diferents formes, de reactivitat diferent. En
funcié del pH, I'equilibri es desplagara cap a una banda o cap a una altra, perd en general
queda clar que a pH lleugerament acid ja estan més afavorides les formes hidroxo que les
aqua. També és interessant tenir en compte la concentracié d'ions clorur en el medi, ja que
també afecta a la proporcié de les diferents formes complexades. Les fraccions molars de les
especies de frans-Pt(NH3),, a pH 7.4 i a la concentracié d'ions clorur present tant en el plasma

com en el nucli cellular (104 mM i 4 mM, respectivament), s'indiquen a la Taula 214.M

espeécie [CI] 104 mM [CI]4 mM
[PtCI(NHs).] 0.68 0.05
[PtCI(OH)(NHs3),] 0.31 0.60
[PtCI(H20)(NH3)2]* 0.008 0.02
[Pt(H20)2(NHs)2]** 3x10° 1x10*
[Pt(OH)(H20)(NH3),]" 0.003 0.15
[Pt(OH)2(NHs)] 0.004 0.19

Taula 2.1. Fraccié molar de les espécies de trans-Pt(NH3)2 a pH 7.4 a dues concentracions d'ions clorur.

De la taula se'n deriva que, en disminuir la concentracio de clorurs en el medi, predominen les
especies aquatitzades del transplati, alhora que a pH fisioldgic els lligands aqua es troben
majoritariament desprotonats. A la Figura 2.9 s'il-lustra quines espécies es troben en equilibri a

una concentracié de clorurs 4 mM, en funcié del pH."’

trans-(NH,),Pt X, Y [CI']=4mM

3)2

0.8

g
o

Mole fraction Pt
o
-

Figura 2.9. Representacio de la fraccié molar de les espécies de trans-Pt(NHs), en funcié del pH, a una
concentracio de clorurs 4 mM. La corba del complex diaminodiaqua es troba prop de la linea de base i no

1
es veu.

68



Capitol 2. Estudis de complexacié amb transplati

Aquestes dades incideixen, per tant, en la reactivitat de les diferents espécies de trans-Pt(NH;),
front a les nucleobases. L'hidroxid és molt mal grup sortint, de manera que és virtualment no
reactiu.” L'ordre de reactivitat, doncs, esta relacionat amb la capacitat del lligand de ser un bon
grup sortint, i és H,O > CI' >>> OH'. Per tant, les espécies actives del transplati que reaccionen
més de pressa amb les biomolécules sén les que contenen un lligand aqua, i justament son les

presents en menor proporcio en les nostres condicions de treball (veure més endavant).

2.3 ESTUDIS DE PLATINACIO AMB OLIGONUCLEOTIDS QUE
INCORPOREN X®

La majoria d'oligonucledtids emprats en aquests estudis tenen una seqiéncia del tipus
“dX°NNNN, on N és un mateix nucledtid per a una cadena determinada (T, C, A o G). Es va
voler avaluar la reactivitat de X° en preséncia de les diferents nucleobases naturals, aixi com
determinar si hi ha una mida optima en la formacio dels possibles adductes bifuncionals i quina
és la seva estabilitat. Préviament als estudis amb transplati, es realitzd un assaig de

complexacié emprant I'oligonucleotid dXSTTTiel compost [PtCI(dien)]CI.

El nucledsid X° presenta dues possibles posicions candidates a metal-lar-se, I'atom de sofre del
grup tioéter i el N3 de la nucleobase (Figura 2.10). Ja s'ha exposat la gran afinitat del plati(ll)
per coordinar el sofre, pel fet que aquest metall és un acid tou i té preferéncia per lligands tous.
Es podria pensar en la formacié d'adductes on el plati s'unis al sofre i al N3 simultaniament,
perd tot sembla indicar que el nombre de metilens del brag i I'estereoquimica del complex no
sén compatibles (complex plano-quadrat, on el metall s'uneix als dos grups amb disposicié
frans). A més a més, el pH al qual es realitzen aquests estudis de complexacio és lleugerament
acid, de manera que el N3 presenta una menor nucleofilia que a pH neutre o basic (pKa ~ 4.3
N3 de la citosina).

NH-CH2-CH2-gCH3
(37

o

\

XS

Figura 2.10. Punts reactius del derivat de 5-metilcitosina modificat en la posicid 4 amb un penjoll de
tioeter (X5).
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2.3.1 Reacci6 entre [PtCI(dien)]Cl i *dX°TTT

Com ja s'ha comentat, el complex monofuncional [PtCl(dien)]CI ha estat ampliament utilitzat
com a model de l'adducte que es forma en la primera etapa d'unié de compostos antitumorals
de plati al DNA, tot i que aquest compost no presenta activitat com a farmac." També, pel fet
que només té un punt reactiu, s'ha utilitzat com a model per a estudiar la preferéncia del plati(ll)
per diferents lligands (aminoacids, nucleotids, etc.).8 En el nostre cas, I'Us d'aquest compost té
per finalitat comprovar la capacitat del nucledtid modificat amb un grup tioéter per a ser
coordinat per I'atom metal-lic, i veure si es produeix la migraci6é de I'atom metal-lic a una altra

posicié de I'oligonucleotid.

El tractament de I'oligonucleotid SdXSTTT amb el complex monofuncional de plati [PtCl(dien)]CI
(0.95 eq) es va portar a terme en solucié aquosa (0.05 mM) a 37 °C, a pH lleugerament acid, i
es va seguir per HPLC en fase reversa (Figura 2.11). A diferéncia del comportament tipic del
grup tioéter en preséncia d'aquest tipus de compostos, on la platinaci6 és immediata,” al cap
de 1 h només s'havia platinat un 35 % d'oligonucleétid. Es va forgar la reaccié afegint 1.9 eq
més de [PtCl(dien)]Cl, i al cap de 4.5 h es va assolir la platinacié quantitativa de I'oligonucleotid.
La nova espécie es va caracteritzar com I'adducte amb el grup tioéter del nucleosid xS platinat,
5'dXSTTT{S-Pt(dien)}. A la Figura 2.12, es mostra en forma de grafic la intensitat relativa dels

diferents compostos detectats mitjangant HPLC al llarg de la reacci6 de platinacio.

En general, la caracteritzacié dels adductes platinats es realitza mitjangant analisi per EM
MALDI-TOF del producte purificat per HPLC. També s'extreu informacié dels crus resultants de
les proves enzimatiques i d'oxidacié (veure apartat 2.3 a la Part Experimental). Mitjancant el
tractament amb 3'- i 5'-exonucleases, es detecta el fragment d'oligonucleotid platinat que no pot
ser digerit pels enzims degut a la coordinacié de I'atom metalllic a una nucleobase de la
cadena, mentre que per tractament amb aigua oxigenada es determina si hi ha un augment de
16 unitats de massa (que indicaria que el sofre del tioéter no intervé en la coordinacié). En
aquest cas, l'adducte no va ser digerit per tractament amb fosfodiesterasa de melsa de bou
(SpPD, 5'-exonucleasa), mentre que si que ho va ser per tractament amb fosfodiesterasa de
veri de serp (SVPD, 3'-exonucleasa). D'altra banda, per tractament amb aigua oxigenada
durant 1 h no es va observar oxidacié del grup tioéter a sulfoxid, de manera que es confirmava
I'existéncia de coordinacié al sofre de X°. Cal tenir present que en principi es formen els dos
possibles diasteredmers, degut a la coordinacié al sofre (t¢ dos parells d'electrons no
enllagants), encara que per HPLC, tant en aquest cas com en la majoria d'adductes on el plati

es coordina al sofre, només es detecti un Unic pic cromatografic.
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Figura 2.11. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre *dX°TTT i [PtCI(dien)]CI als 30 min (A), 1
h (B)i4.5h (C).

1
208
©
L 0,6 -
s
‘@ 0,4
C
o
£ 0,2 1

0 T T T T

0 1 2 3 4 5
temps (h)
‘ —o— XsTTT{S-Pt(dien)} XsTTT XsTTTox

Figura 2.12. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la
reaccio entre *dX3TTT i [PtCI(dien)]Cl.

L'oligonucledtid de partida contenia un 10 % d'oligonucledtid *dXSTTT en forma oxidada,
proporcié que es va mantenir constant al llarg de la reacci6 (el plati no es coordina al grup
sulfoxid). Deixant evolucionar la reaccié al llarg d'una setmana, no es va observar la migracié
de I'atom metal-lic del sofre a cap altre punt de I'ocligonucledtid, ni al N3 del propi X® ni a cap
timina de la sequéncia, la qual cosa ja era d'esperar perqué les timines no son especialment
reactives i caldria una desprotonacié del N3 de la nucleobase per tal que tingués lloc la

coordinacio.

Aixi, doncs, la nova nucleobase modificada X° és apta per a ser coordinada per I'atom metal-lic
i déna lloc a adductes platinats que poden ser caracteritzats fent Uus de les técniques
desenvolupades en el nostre grup de treball. A partir d'aquests resultats amb el complex

monofuncional, es va continuar I'estudi amb el transplati.
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2.3.2 Reacci6 del transplati amb *dX°TTTT

Per tal de dissoldre el transplati, s'escalfa una suspensié 10 mM en aigua fins a quasi ebullicié
durant 10 min, agitant vigorosament, emprant immediatament la solucié resultant (veure Figura
2.13). Una altra manera de tenir en forma activada el transplati és per reaccié amb nitrat
d'argent (AgNO;3) en dimetilformamida (DMF). Emprant 1 eq de AgNOs;, el lligand cloro
reacciona amb la plata per donar lloc al precipitat de clorur d'argent, quedant una posicié de
coordinacio lliure que és ocupada majoritariament per una molécula de DMF (lligand labil, com
l'aigua). Per reaccio amb 2 eq de AgNO;, s'obté directament la forma doblement labilitzada,
amb dues molécules de DMF com a lligands labils.”® En solucié majoritariament aquosa, el

lligand que es coordina és una molécula d'aigua.

Meétode 1: predissolucié del transplati
NH H,0, 10 min a +
CI\ ks 90 °C, agitaci6 CI\ /NH3 i, posteriorment ... cl NH;
/Pt\ _— /Pt\ —_— /Pt
H3N Cl () H3N Cl (aq) H3N OH, (aq)
Métode 2: obtencié de [PtCI(H,0)(NH3),1*
cl_ NH 1ea AgHOs o, NH, |1 H,O/DMF o NH |
ol 3 en DMF . 3 94:6 N s
— t +AgClgy —— t
/ N\ / /
H;3N Cl () a les fosques H3N (DMF) (aq) HsN OH, (aq)
Métode 3: obtenci6 de [Pt(H,0),(NH;),]%*
2+ 2+
2eq AgNO,4 H,O/DMF
CI\ /NH3 en DMF (DMF)\ /NH3 294:6 H20\ /NH3
Pas _— P +2 AgCligt —————> PE
H;N Cl g 2 les fosques H3N (OMF) (aq) N OHz | (aq)

Figura 2.13. Diferents maneres d'activar el transplati.

Per tal de determinar si els resultats de la reaccié de complexacié varien en funcié de com
s'activa el transplati al medi de reaccid, en aquest primer assaig es va considerar oportu
emprar els tres métodes mencionats (Figura 2.13). Quan s'utilitza directament la forma
[PtClo(NH3),] dissolta, es va afegir un petit excés de compost platinat (3 eq), donada la baixa
solubilitat del transplati en aigua, i també es va addicionar el mateix percentatge de DMF que
en els altres casos (aproximadament un 6 %, valor que es considera que no afecta a la

formacio dels adductes platinats en medi aqués).™

Centrant-nos en la reaccioé amb el transplati predissolt per escalfament (métode 1), es va portar
a terme en solucié6 aquosa (0.05 mM) a 37 °C, emprant 3 eq de transplati. Es va seguir
I'evolucié de la reaccié per HPLC en fase reversa, analitzant aliquotes separades al llarg del
temps, a les quals s'afegi una solucié saturada de clorur de potassi per tal de capturar els

possibles adductes monofuncionals, i es congelaren fins al moment de I'analisi (veure Figura
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2.14). A les 5 h, tot l'oligonucleotid de partida ja havia reaccionat (ti, ~ 2 h a 37 °C). La reaccio
es mantingué a 37 °C durant 4 dies per a determinar si hi havia algun canvi en la proporcio dels
adductes formats, observant-se basicament cert percentatge de desplatinacio (15 %

d'oligonucleotid de partida).
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Figura 2.14. Perfils de HPLC corresponents a la reaccié entre °dX°TTTT i transplati, activat pel métode
1, als 30 min (A), 5 h (B) i 4 dies (C). El perfil cromatografic D correspon a la reaccié efectuada afegint el
complex activat en la forma [PtCI(H.O)(NH3)2]" (métode 2), al cap de 4 dies.
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Figura 2.15. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccio entre *dXSTTTT i transplati (activacio pel métode 1).

Tal i com s'explica a la part experimental, la reacci6 emprant transplati predissolt per
escalfament (métode 1) va ser més neta que quan s'empra transplati activat amb AgNO;
(métodes 2 i 3), perd en els tres casos es formaren tres adductes que correspongueren a la
coordinacié del plati al sofre de la nucleobase modificada (X°) i a una de les timines de la
sequencia: *dX3TTTT-Pt(NH;), (ST1), *dX3TTTT-Pt(NH,), (ST2) i *dX3TTTT-Pt(NH3), (ST3).
Als 30 min, s'obtingueren perfils practicament idéntics dels crus de reaccié corresponents als
meétodes 1i 2 (ti2 ~ 2 h a 37 °C). Per al métode 3, als 30 min es va detectar una relacié entre

els adductes formats similar a la dels altres dos métodes, perd el percentatge de platinacié fou
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molt més baix. Donat que els diferents métodes d'activacié i addicié del transplati van
proporcionar resultats similars, es va decidir continuar emprant sempre el primer métode, que
consisteix en la predissolucié del complex per escalfament, tant per comoditat com perque
s'obtenen crus menys heterogenis (s'eliminen possibles artefactes deguts a la preséncia de
DMF o l'i6 Ag").

Aixi, doncs, en cap dels tres casos no es detecta la formacié de cap adducte monofuncional
(substitucio d'un unic lligand cloro), siné que rapidament es formaren els adductes bifuncionals.
El més probable és que el transplati en forma aquatitzada (ja sigui amb una o dues molécules
d'aigua) primerament coordini el grup tioéter perd que, per efecte frans, rapidament es perdi el

segon clorur i es doni la coordinaci6 al N3 de la T.

L'efecte frans, del qual ja se n'ha parlat en anteriors punts de la Tesi, es defineix com la
labilitzacié de la unié a certs lligands per part d'altres lligands en disposicié trans que es
denominen trans-directors.’® Se sap que l'efecte trans esta controlat cinéticament perqué no
sempre condueix a l'isomer termodinamicament més estable. El cianur, el monoxid de carboni i
I'dOxid nitric sén els directors frans més potents, mentre que I'hidroxid i I'aigua sén molt pobres.
Els lligands que inclouen un atom de sofre (com és el tioéter o el tiolat) tenen també un efecte
trans molt considerable.” En general, la timina no és una nucleobase que reaccioni facilment
amb el transplati,'® ja que cal desprotonacié del N3 (pKa 9.3), perd és segurament gracies a la
coordinacié al tioéter que aquesta unié es fa possible. Un exemple d'aixd és la formacid
d'adductes platinats amb transplati per coordinacié a un grup fosforotioat i una timina, resultat
que no s'obté amb cisplati (veure en el capitol 3, els resultats de Chu i Orgel).19 Es coneix algun
exemple de platinacié al N3 de la T, descrit en el camp dels parells de bases modificats per un
metall, on es forca la reacci6 de trans-[PtCI(DMF)(NHs),]" amb 1 eq de 1-metiltimina
desprotonada (en forma de sal de po’(assi).20 També hi ha exemples en qué la timina es fa
servir com a grup protector, per a I'obtencié de sintons platinats aptes per a ser introduits a

I'extrem 5' de cadenes oligonucleotidiques (es comenta al capitol 3).21

Molt probablement, com a conseqiiéncia del fet que la coordinacié s'estableix amb una
geometria lineal, no és possible o és minoritaria la formacié d'un adducte on el plati(ll) es

coordini al sofre i al N3 de la nucleobase veina.

CH,
| /NH3 0
NH-CHy-CH,—$
‘ X\ HoN )"‘3\ ‘
N/KO O T

Figura 2.16. Estructura general dels adductes platinats que mostra la coordinacié del metall al sofre de

X5 i al N3 d'una de les timines de la sequéencia (prévia desprotonacio).
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Dels tres adductes formats, el majoritari va ser aquell en qué el plati es coordina al tioéter i a la
T de I'extrem 3' (ST3) (veure Figura 2.16). No es van observar canvis en les posicions de
coordinacié al llarg del temps, siné tan sols un augment de I'oligonucleotid de partida, degut a la
desplatinacié dels adductes ja formats. L'extensié de la desplatinacié va ser més important en
els casos en qué la mescla de reaccié contenia possibles traces de nitrat d'argent. En general,
la unié Pt-S esta afavorida cinéticament perd no és termodinamicament molt estable, de
manera que l'atom metal-lic té tendéncia a migrar a una posicid nitrogenada per donar un
complex més estable (vegeu, per exemple, la Figura 2.5).°?* En el nostre cas, degut a la
poca afinitat del plati per les timines, la migracié no estaria afavorida i probablement per aquest
motiu amb el temps tan sols té lloc la desplatinacié parcial dels adductes (es trenca la unié Pt-

N3 per efecte trans, i després la unié Pt-S).

SAXSTTTT

transplati
|_'—| : trans-Pt(NH3), H,0, 37°C

7 [*1

SdXSTTTT SaxSTTTT SaxSTTTT
ST1 ST2 ST3
26 % 29 % 45 %
H,0, . no s'oxida no s'oxida no s'oxida
[}
i
5-exonucleasa | +18-Tp +18 no reacciona
: (resultat anomal) (resultat anomal)
]
3'-exonucleasa i -pT -pTpT no reacciona

Figura 2.17. Reaccio de complexacié amb *dX°TTTT, amb un resum dels resultats dels estudis de

caracteritzacio dels adductes majoritaris.

Els tres adductes majoritaris es van aillar i caracteritzar tal i com es detalla a la part
experimental (veure també Figura 2.17). Mitjangant EM MALDI-TOF es va detectar la massa
corresponent als adductes oligonucleotid-trans-Pt(NH3),, observant-se la distribucié tipica del
plati, alhora que també es va detectar la pérdua, tipica en els espectres de masses obtinguts
amb aquesta tecnica, d'una i dues molécules d'amoniac.?® També es va observar la massa
corresponent a I'oligonucleotid de partida, la qual cosa indica que aquests adductes no sén molt

estables i que durant el seu aillament, aixi com en allargar-se el temps de reaccid, desplatinen.

En la caracteritzacié dels adductes formats, la preséncia d'oligonucleotid de partida és un bon
patré intern per tal d'avaluar el bon funcionament dels métodes de caracteritzacio. Per exemple,

per tractament amb aigua oxigenada, cap dels adductes es va oxidar, confirmant la coordinacié
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del plati a I'atom de sofre de la nucleobase modificada. Ara bé, el patré intern d'oligonucledtid
de partida si que es va oxidar, demostrant que el tractament havia estat suficientment llarg, i

permetent assegurar si havia incrementat la massa de I'adducte 16 unitats o no.

En el tractament amb la 5-exonucleasa, s'esperava que no pogués ser digerit cap dels
adductes. Aixi va ser per a l'adducte *dXSTTTT-Pt(NH;), (ST3), pero en els altres dos casos es
va observar el guany parcial de 18 unitats de massa (atribuible a una hidrolisi d'un enllag fosfat)
i, en el cas de 5'dXS‘TTTT-Pt(NHs)z (ST1), la posterior pérdua d'una unitat d'acid 3'-timidilic
timina (Tp). Aixi, doncs, sembla que en el cas de ST1 i ST2 I'enzim va actuar com una
endonucleasa, hidrolitzant un dels fosfats del cicle. El fet que, a continuacid, en un cas
s'eliminés una timina i en l'atre no, permet proposar que I'obertura del cicle té lloc entre les
dues primeres timines de la sequéncia comencant per l'extrem 5' (Figura 2.18). Llegint les
especificacions de I'enzim, es va constatar que les preparacions comercials de 5'-exonucleases
poden contenir un petit percentatge d'endonucleases (la qual cosa indicaria que els nostres
resultats poden ser deguts a la contaminacié d'un altre tipus d'enzim). Tot i aixi, també és cert
que les 5'-exonucleases sén molt sensibles a I'estructura secundaria i a la llargaria de la
cadena substrat.?* Per tant, seria concebible que en no poder digerir l'oligonucledtid per
I'extrem 5', I'enzim pogués actuar excepcionalment de forma andmala, com a endonucleasa,

degut a l'estructura tridimensional de I'adducte platinat.

En el tractament amb la 3'-exonucleasa s'obtingueren els resultats esperats, de manera que
I'enzim va digerir I'adducte fins a la timina que es troba coordinada a I'atom metal-lic. En els dos

processos de digestio, I'oligonucleotid desplatinat es va hidrolitzar rapidissimament i de forma

completa.
Y 5'-exonucleasa 5 vl y s 5 ok y
S— i _ i
dX priTprT hidrolisi enllag dX®pTp-OH HO->TpTpT Tp> dX®pTp-OH  TpT

fosfat diester

\’ (+H20)
estable al tractament

oxidatiu amb H,0, C—)> coordinacié Pt-S

3'-exonucleasa

' i . 2D g 3
S 4XSpTpTpTpT -p—T> 5 4XSpTpTpT > coordinacié Pt-timina

Figura 2.18. Esquema dels resultats obtinguts en la caracteritzacié de l'adducte ST1, *dXSTTTT-
Pt(NH3)a.
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2.3.3 Reacci6 del transplati amb *dTTX°TT

La reaccio de platinacié es va portar a terme en solucié aquosa (0.05 mM) a 37 °C, afegint el
transplati predissolt per escalfament a 90 °C. Es van formar tres adductes majoritaris i al cap de

16 h practicament tot I'oligonucleotid inicial s'havia complexat.

Com en el cas anterior, no es va aillar cap adducte monofuncional a temps curts, de manera
que altre cop se suposa que hi ha una coordinacié inicial del metall al sofre i rapidament té lloc
per efecte trans la formacié dels adductes bifuncionals, amb coordinacié al N3 d'una timina. La
cinética de complexacié fou relativament rapida (ti, ~ 1 h a 37 °C), no essent molt diferent a la
de SdXSTTTT efectuada en les mateixes condicions (tio ~ 2 h a 37 °C). Tot i aixi, el fet que la
reaccié sigui més rapida quan la modificacié es troba enmig de la seqiiéncia esta en
concordanga amb els resultats publicats per Kjellstrom i Elmroth, que han observat aquest
comportament tant amb fosforotioats com amb I'Us de nucleobases modificades amb una
tiona.”® A temps llargs, s'observa una clara preferéncia per a la coordinaci6 a les dues timines
de I'extrem 5', *dTTXSTT-Pt(NH;), (ST4) i *dTTXSTT-Pt(NH;), (ST6), mentre que inicialment
s'havia format majoritariament I'adducte amb la timina de I'extrem 3', *dTTX3TT-Pt(NH,), (ST5),
que va anar disminuint amb el temps. No es va aillar cap adducte on la T coordinant fos
I'adjacent al tioéter per l'extrem 3' (la qual cosa lliga amb els resultats de complexacié amb
5'dXSTTTT). De fet, és sorprenent que es formés I'adducte ST6, ja que degut a I'estereoquimica
trans del complex metal-lic, la molécula ha d'adoptar una estructura relativament més
tensionada (cal recordar que lesions (G1,G2)-intracadena no son possibles amb transplati,

mentre que son les majoritaries amb cisplati).
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Figura 2.19. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre °dTTXSTT i 2 eq de transplati als 30 min
(A), 2.5 h (B) i 4 dies (C).
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Figura 2.20. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccio entre *dTTXSTT i transplati.

Els tres adductes es van aillar i caracteritzar (veure Figura 2.21). En aquest cas, la 5'-
exonucleasa va actuar correctament, de manera que no va degradar I'adducte majoritari ST4,
mentre que a ST5 va eliminar dues timines i a ST6 només la de I'extrem &'. La 3'-exonucleasa
va permetre elucidar quina és la nucleobase de I'extrem 3' que es troba coordinant el Pt: xS per
a ST4 i ST6, mentre que per a ST5 és la T de l'extrem. Per tractament amb H,O, es va
confirmar la coordinaci6 del plati al sofre del tioéter (no es va oxidar cap adducte), la qual cosa
concorda amb els resultats obtinguts per digestié enzimatica. Un cop més, aquest assaig

descarta la coordinacié del metall al N3 de la nucleobase modificada.

SATTXSTT
. transplati
[*] : trans-Pt(NHs),
H,0, 37°C
[ I |
SATTXSTT SdTTXSTT SATTXSTT
ST4 ST5 ST6
52 % 14 % 34 %
H20, i no s'oxida no s'oxida no s'oxida
[}
[}
5'-exonucleasa E no reacciona -TpTp -Tp
[}
i
3'-exonucleasa | -pTpT no reacciona -pTpT

Figura 2.21. Reaccié de complexacié amb “dTTX®TT, amb un resum dels resultats obtinguts en la

caracteritzacio dels adductes majoritaris.
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D'altra banda, I'analisi posterior dels adductes mitjangant HPLC va mostrar que el producte
coordinat a I'extrem 3' desplatina parcialment a I'oligonucledtid de partida (13 %), mentre que
els altres dos adductes romanen estables. Aquest fet justifica la disminucié de la preséncia del
complex ST5 al llarg de la reaccid. Probablement, la formacié de I'adducte ST5 esta
cinéticament afavorida perd ST4 i ST6 s6n més estables termodinamicament. Es sorprenent la
major estabilitat dels complexos ST4 i ST6 respecte a la majoria de complexos estudiats, on es

produeix la desplatinacié parcial amb el temps.

A ’ B C '
|.
|
VW, W ,.Ul_,W»J"J o™ --'\.'T_L,\_,__,,.‘ e
0 30 |0 30 |0 30

Figura 2.22. Estabilitat dels adductes platinats en solucidé aquosa emmagatzemats a -20 °C durant un
mes: ST4 (A), ST5 (B) i ST6 (C).

2.3.4 Reacci6 del transplati amb *dX°CCCC

Es dugué a terme la reaccié del transplati amb *dX°CCCC (0.05 mM) a 37 °C, emprant només
1 eq de transplati, perqué ara la molécula conté diversos centres reactius. Es van formar tres
adductes platinats, amb una proporcié que va anar variant lleugerament al llarg de les primeres
hores de reaccio, fins arribar a una proporcio relativa de 12:44:44. A les 10 h, practicament
s'havia platinat tot I'oligonucleotid inicial (> 95 %), estimant un t;, ~ 1 h per a la reaccio, que va
seguir una cinética similar a la de les platinacions dels oligonucleotids amb X5 i tot timines. Els
adductes es van aillar per HPLC per tal de realitzar la caracteritzacié estructural, que va ser
forga dificultosa perqué van resultar ser poc estables, tot i que el tractament amb H,O, va
permetre assegurar que el plati coordina el tioéter. L'altra posicié estaria ocupada pel N3 d'una
C, tal i com es mostra a la Figura 2.26, majoritariament la C de I'extrem 3' (SC3) i la seva veina
(SC2). Per I'altre adducte (SC1), format en menor quantitat i que s'ha mostrat més inestable, els
resultats no sén concloents pero tot sembla indicar que la C coordinada és la que es troba

adjacent a X°.

Es va deixar evolucionar la reaccid al llarg de més de dos dies per a determinar si hi havia
migracié de I'atom metal-lic del sofre a una altra nucleobase, pero en tot moment aquest patré

de coordinacié es mantingué estable.
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Figura 2.23. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre °dX°CCCC i transplati a 1 h (A), 4.5 h (B),
10 h (C)i55 h (D).

o 08 -
2
©
D 06 -
ke
‘® 04 fg ——— —n
50
£ y
0,2 7,
[ — .
0~ ‘ ‘
0 20 40 60

temps (h)
——SC1 -=-8C2 SC3 XsCCCC

Figura 2.24. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccié entre *dX°CCCC i transplati.

Gran part de la dificultat de caracteritzacié d'aquests compostos rau en el fet que el plati
tendeix a migrar d'una citosina a una altra en solucié aquosa, perd sempre mantenint-se la
coordinacié al tioéter. Per exemple, es va estudiar I'estabilitat de 5'dXSCCCC-P’((NHg)Z, SC3, en
aigua a temperatura ambient (veure Figura 2.25-A,B). L'analisi per HPLC al cap de 7 h va
indicar que I'adducte havia donat lloc parcialment als altres dos adductes presents a la reaccid
de complexacio. Resultats similars es varen obtenir per a 5'dXsCCCC-Pt(NHg)Z, SC2 (Figura
2.25-C,D), de manera que l'analisi d'una aliquota en soluci6 aquosa després d'una nit a
temperatura ambient va mostrar un increment de la preséncia dels altres adductes del medi de
reaccio. Per tant, es pot concloure que els adductes sén poc estables en solucio aquosa, pel fet
que I'atom metal-lic tendeix a migrar d'una citosina a una altra, mantenint fixa la seva unié al
grup tioéter. D'altra banda, en el propi procés d'aillament és possible que aquesta migracié
tingui lloc, de manera que és necessari minimitzar el temps de manipulacié dels adductes
abans de la realitzacié dels estudis de caracteritzacié, per evitar partir de mescles de

productes.
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Figura 2.25. Perfils de HPLC corresponents a l'evolucié de I'adducte SC3 en solucid6 aquosa a

temperatura ambient, a temps 0 (A) i al cap de 7 h (B), i de I'adducte SC2, a temps 0 (C) i al cap d'una nit

(D).
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Figura 2.26. Reaccio de complexacio amb *dX°CCCC i resum dels resultats de caracteritzacio dels

adductes formats.

A la Figura 2.27, es mostren els punts de coordinacié de I'atom metal-lic als tres adductes

platinats: d'una banda el sofre del grup tioéter, mentre que per l'altra se suposa que coordina el

N3 de la C, el punt més reactiu d'aquesta nucleobase (tal i com s'ha comentat a I'apartat 2.1).

Figura 2.27. Coordinacio del metall al sofre de X° i al N3 d'una de les citosines de la seqiiéncia.
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Per a SC2 i SC3, amb la 5'-exonucleasa es va observar a temps llargs un increment de massa
de 18 unitats i posteriorment la pérdua d'una unitat d'acid 2'-desoxi-3'-citidilic (Cp), degut a la
hidrolisi d'un fosfat del cicle i posterior eliminacié per part de I'enzim del nucledtid de I'extrem 5'-
OH generat (veure Figura 2.28). Per a SC3 també es va detectar la digestié d'una segona unitat
de Cp, la qual cosa permet concloure que, altre cop, I'enllag fosfodiester que s'hidrolitza és el
que es troba entre les dues primeres citosines comengant per I'extrem 5'. Aquesta digestié
anomala, que en aquest cas va tenir lloc en baixa proporcid, ja s'havia observat per als
adductes amb *dX°TTTT. Nogensmenys, la coordinacié del Pt al S del tioéter de I'extrem 5' de
l'oligonucleotid es va confirmar per tractament amb H,0O,, ja que l'adducte es mantingué

estable.

'I 5'-exonucleasa [ * |
5'4yS — »  54yS " 5 — 5'yyS _
dXx pCpllprpC hidrolisi enlla dX°pCp-OH HO->CpCpC o dX°pCp-OH CpC
fosfat diester
adducte SC2 (+H,0)
\ estables al tractament —> coordinacié Pt-S
/’ amb Hzoz
. I 5'-exonucleasa i |
SdxSpcpCpCpC ——— > %dX®pCp-OH HO-CpCpC —>  ¥dxSpCp-OH c
! hidrolisi enllag -Cp-Cp
fosfat diester
adducte SC3 (+H,0)

Figura 2.28. Proposta per a I'evolucio de la digestio de SC2 i SC3 amb la 5'-exonucleasa, i resultats del

tractament amb H,0..

2.3.5 Reacci6 del transplati amb *dX°AAAA

La reaccio de platinacio es va portar a terme en solucié aquosa (0.05 mM) a 37 °C, donant lloc
majoritariament a quatre adductes platinats. Tot i afegir 1 eq de transplati no es va observar
reaccié quantitativa de I'oligonucledtid de partida. De fet, a les 5 h encara quedava un 44 %
d'oligonucledtid sense reaccionar i a temps més llargs es va observar un augment d'aquest
percentatge, la qual cosa indica que els adductes formats desplatinaven en el medi de reaccio
(Figura 2.29).

Es van aillar els quatre adductes per HPLC per tal d'intentar elucidar quines nucleobases es
coordinen al plati. Tant per tractament amb H,O, com per digestid6 enzimatica amb una 5'-
exonucleasa, els adductes es van mostrar estables, podent concloure que el plati coordina
I'atom de sofre del nucledsid modificat X°. Amb la 5'-exonucleasa, i només a temps llargs, es va
detectar un pic poc intens de massa corresponent a un guany de 18 unitats, que estaria
relacionat amb ['actuacié d'aquest enzim com a endonucleasa (resultat ja observat per a

YdX3TTTT i “dX°CCCC). Basicament, els problemes de caracteritzacié foren amb les
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digestions amb la 3'-exonucleasa. En general, per als quatre adductes es van obtenir
majoritariament la massa corresponent a 5'dXSAAAA-trans-Pt(NHe,)z (coordinacio a la A de
I'extrem 3") i la pérdua de pA, que correspon a 5'dXsAAAA-trans-Pt(NHg)g. Tot i aixi, de forma
minoritaria es detectaren les masses corresponents a la coordinacié del plati a les altres dues
adenines més properes a X5. Pel que fa a I'atom que es troba coordinat al metall, per a
I'adenina hi ha dos possibles candidats, el N7 i el N1, tot i que és més reactiu el N7 (veure
Figura 2.1).

A SAXSAAAA| c

/
adductes

bifuncionals
~N
—

0 30

Figura 2.29. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre °dX°AAAA i transplati a 1 h (A), 4.5 h (B) i
55 h (C). * adductes aillats.

Aixi, doncs, no s'ha aconseguit determinar la coordinacid6 del metall per l'extrem 3' de
I'oligonucleoétid, ja que probablement té lloc migracié del plati en el procés d'aillament dels
productes i/o en la hidrolisi enzimatica. Sembla que la labilitat de la unié Pt-N en tfrans a Pt-S
és, en aquest cas, més gran que en els anteriors adductes, de manera que constantment
s'afavoreix un procés de migracié del plati d'una adenina a una altra. Tot i aixi, amb els
resultats obtinguts amb la 3'-exonucleasa es pot considerar que majoritariament hi ha una
coordinacié del tipus *dX3AAAA-trans-Pt(NH3), i °dXAAAA-trans-Pt(NHs),, tot i que amb el
temps els adductes acaben desplatinant en el medi de reaccid.

2.3.6 Reaccio del transplati amb *dX°GGGGTT

La reaccié amb aquest oligonucleotid va ser la més complexa de totes, com era previsible, pel
fet que el plati t&¢ una gran afinitat pel N7 de la guanina. La reaccié de platinacié es porta a
terme en dissolucio aquosa (0.05 mM) a 37 °C, amb 1 eq de transplati. L'analisi de la reaccié
mitjangant HPLC va mostrar un perfil cromatografic forca complex, amb la preséncia de pics
solapats (Figura 2.30). Es van analitzar per EM MALDI-TOF els pics maijoritaris aillats per
HPLC al cap de 22 h de reaccio, detectant en molts casos adductes doblement platinats (tot i
haver afegit només 1 eq de transplati), a més a més d'adductes monoplatinats i I'oligonucleotid
inicial. Tot i aixi, no es va detectar cap adducte monofuncional amb un atom de clor a l'esfera

de coordinacio del plati.
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Figura 2.30. Perfils de HPLC corresponents a la reaccié entre *dX°*GGGGTT i transplati a 1 h (A), 4.5 h
(B)i22 h (C).

La dificultat de separar cromatograficament aquests productes pot estar relacionada, per una
banda, amb la possible estructuracié tant de I'oligonucleodtid de partida com dels adductes,
degut a la preséncia de quatre guanines seguides (que poden donar lloc a estructures de tipus
quadruplex). D'altra banda, el N7 de la guanina és molt reactiu i per aixd es formaren molts
productes platinats, on probablement juguen un paper important tant les guanines com el grup

tioeter.

Per tots aquests motius, no es va aprofundir en I'estudi d'aquesta reaccié de complexacio.

2.3.7 Conclusions més rellevants d'aquests estudis

Aixi, doncs, com a resum dels resultats exposats amb oligonucleotids model modificats amb x®

es pot concloure que:

- Dels tres métodes d'activacié dels transplati assajats, la simple aquatitzacié per

escalfament en aigua és el protocol que doéna lloc a crus menys heterogenis.

- Les reaccions sén molt rapides, per la gran afinitat dels compostos de Pi(Il) per ligands
amb sofre (t;, ~ 1-2 h a 37 °C). Aixi, doncs, el nucledsid modificat amb el grup tioéter

dirigeix la coordinacio en tots els casos cap a ell, de manera rapida i selectiva.

- No es detecten adductes monofuncionals degut a I'efecte frans del sofre, que labilitza el
clor en posicio trans respecte a ell. Aquest efecte trans tan fort deu ser el responsable del
fet que es formin adductes bifuncionals en els oligonucleotids *dXSTTTT i *dTTXSTT S-
Pt-N3 de la timina, cosa forca sorprenent en un medi en el qual la timina no esta

desprotonada.

- Pel que fa a la grandaria dels quelats formats, és dificil predir en oligonucleotids de
sequéncia *dX°NsN,N3sN,4 (N = A, C o T) quina sera la segona posicié de coordinacio. Tot
i aixi, si que s'observa una tendéncia a la formacié majoritaria dels adductes
TAXSN1N2N3N4-Pt(NH3); i ¥dX3N;NoN3N4-Pt(NH;),. També s'ha vist, per a *dTTX®TT, una
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preferéncia termodinamica per als adductes on la timina coordinada es troba cap a

I'extrem 5' del nucleosid modificat.

- Tot i que el N3 del nucledsid modificat xS podria metal-lar-se, no es detecta que tingui
lloc en cap cas. La digestid enzimatica amb la 5'-exonucleasa mostra la coordinacioé de
xS quan aquest es troba en la posicié 5', i el tractament amb H,O, confirma que el plati
coordina el sofre del tioéter. El segon punt de coordinacié es dedueix, per tant, dels

resultats de la digestié amb la 3'-exonucleasa.

- Quan la 5'-exonucleasa no pot actuar eliminant el nucleodtid de I'extrem 5' perqué esta
platinat, en els quelats 5'dXSN1N2N3N4-Pt(NH3)2 o 5'dXSN1N2N3N4-P’((NH3)2 (excepte en el
cas del quelat ST3), acaba actuant com a endonucleasa, hidrolitzant la unié fosfat diester

N1pNo, i eliminant Nop (i N3p quan és possible).

- Respecte a l'estabilitat, per als adductes amb *dX5TTTT i *dTTX®TT depén una mica del
producte, perd en general hi ha desplatinacio. En la reaccio amb *dX°CCCC i *dX°AAAA,
basicament es formen els mateixos adductes que amb °dX°TTTT perd encara son

menys estables, donant desplatinacié i interconversions entre ells.

2.4 ESTUDIS DE PLATINACIO AMB OLIGONUCLEOTIDS QUE
INCORPOREN X'

Un cop vista la reactivitat dels oligonucledtids *dX°NNNN, es va estudiar I'efecte del grup
imidazole del nucledsid X' en cadenes oligonucleotidiques de seqiiéncia *dX'TTNT, on N = A,
C, G o T. En aquest cas, només es va introduir una nucleobase N diferent a la timina, pel fet
que en els estudis amb “dXSNNNN no es va trobar que hi hagués cap preferéncia molt
marcada en la grandaria dels adductes formats. Per tant, en els assajos amb els
oligonucleotids *dX'TTNT tan sols es vol obtenir informacié cinética, sobre els punts més
reactius i sobre l'estabilitat dels adductes que es formin. Aixi es podra avaluar quina
nucleobase presenta una major afinitat per a coordinar-se al plati(ll), basicament X' i/o N (en
aquest cas, essent N una A, C 0 G, ja que la T ja s'ha dit que és molt poc favorable a metal-lar-

se).

Pel que fa a I'anell d'imidazole, en la seva forma neutra es troba en equilibri entre dues formes
tautomeériques que corresponen a la preséncia del protd unit al Nt o bé unit al Nz. En general,
el tautomer maijoritari és el Nt-H (veure Figura 2.31). Respecte a la capacitat nucleofilica de
I'anell d'imidazole, aquesta depen basicament del pH del medi. Aixi, si el pH és inferior al pKa
(6.13 per a la histamina),26 I'anell imidazolic esta protonat i no és un bon nucleofil. En canvi, si
el pH és superior al pKa, aquest es troba en la seva forma neutra i el nitrogen de tipus piridinic
és un bon candidat per a interaccionar amb un metall. Diferents estudis de complexacié de
derivats d'histidina o péptids que contenen aquest aminoacid amb el derivat [PtCl(dien)]Cl han

indicat que és possible la coordinacioé al nitrogen piridinic de qualsevol dels dos tautdmers,
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essent la preferéncia per I'un o per l'altre molt depenent del producte estudiat.?’ Les técniques
de caracteritzacio a les quals s'ha tingut accés no permeten determinar quin nitrogen (si el Nt o
el Nr) és el que es troba coordinant el metall. Seria necessari un estudi per RMN que requereix

una gran quantitat de mostra.*

D NNANNANNNN

“N{ s
NH—CH2—CH2<\J\I y NH—CHZ—CHZQ
| SN & R | SN & R
o 0

|

L NANANNNANNN

Figura 2.31. Equilibri tautoméric de I'anell d'imidazole, amb les possibles posicions reactives front a

complexos de plati(ll).

A part de I'anell imidazolic, per a X' també hi ha la possibilitat de coordinacié pel N3 de la
nucleobase. Ara bé, cal recordar que per a X no es va caracteritzar cap adducte on el N3 fos

I'atom coordinant.

2.4.1 Reacci6 del transplati amb *dX'TTTT

La reaccio entre *dX'TTTT i transplati es va portar a terme en dissolucié aquosa en les
mateixes condicions que els assajos anteriors amb oligonucledtids que contenen X%, a pH
lleugerament acid. Mentre que la reaccié6 amb *dX°TTTT déna lloc a la formacié de tres
adductes en menys de 5 h de reaccio (ty, ~ 2 h a 37 °C), l'oligonucleotid *dX'TTTT practicament

no es va platinar després de dos dies.

0 30

Figura 2.32. Perfil de HPLC corresponent a la reaccié entre *dX'TTTT i transplati al cap de 2 dies.

L'anell d'imidazole del nucledsid modificat X' es pot coordinar al Pt(ll) donant lloc a complexos
intra- o intermoleculars termodinamicament molt estables, perd cinéticament la reaccié no esta

afavorida, a diferéncia del que passa amb el grup tioéter de X5, on la cinética és rapida pero els
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complexos no sén tan estables. Es interessant remarcar que tampoc no es va formar cap
adducte per coordinacio del metall al N3 de X'. Possiblement, el fet de treballar a pH
lleugerament acid, on un 50 % (o més) dels grups imidazole estan protonats, no n'afavoreix la
coordinacié del metall. Ara bé, com es veura més endavant, el fet de treballar a pH
lleugerament acid no és un impediment perque l'imidazole es pugui platinar si la cadena
oligonucleotidica conté un centre suficientment reactiu. Es a dir, aquesta reaccié es veu
afavorida quan a I'oligonucledtid estan presents lligands més reactius (el tioéter o el N7 de

purines), que faciliten la coordinaci6 a I'imidazole en una segona etapa de la reacci6.

De tota manera, en els experiments que es descriuen a continuacid es van realitzar les
reaccions de complexacioé a dos pH diferents. En aquest sentit, és important no oblidar que el
transplati, un cop aquatitzat, tendeix a presentar-se en forma hidroxo i aquest lligand és molt
menys labil que I'aqua.11 A mesura que el pH és més basic, disminueix la presencia de les

formes actives del transplati i aixd repercuteix en la seva reactivitat, que és menor.

2.4.2 Reaccio del transplati amb *dX'TTCT

Primerament, es va realitzar la reaccié de complexacio de transplati (2 eq) amb *dX'TTCT (0.05
mM) en solucié aquosa, on el pH era lleugerament acid (5.7). Es va observar que en anar
passant el temps, el pH va baixar una mica (5.2 al cap de 16 dies). A temps curts de reaccio (4
h) es va observar la formacié d'un producte intermedi que es va caracteritzar com I'adducte
monofuncional sobre el N3 de la citosina (*dX'TTCT-Pt(NH;),Cl, ICmonof). A partir d'aquest
adducte, es van formar lentament i majoritaria dos nous productes (veure Figura 2.33), que es
van caracteritzar com a adductes bifuncionals coordinats a les nucleobases X' i C, °dX'TTCT-
Pt(NH3), (IC1) i *dX'TTCT-Pt(NH3), (IC2). En arribar a la situacid estacionaria (12-16 dies),
aquests dos adductes bifuncionals estaven presents de forma molt majoritaria, en una
proporcié IC1/IC2 36:64 (t1» ~ 20 h).

La caracteritzacié dels diferents adductes es va realitzar, com de costum, mitjancant digestié
enzimatica amb una 5'- i 3'-exonucleasa, analitzant aliquotes per EM MALDI-TOF a diferents
temps. Amb la 3'-exonucleasa es va observar en tots tres adductes I'eliminacié de la timina de
I'extrem 3', indicant que una de les posicions de coordinacié del plati esta ocupada per la
citosina (pel N3, que és la posicié més reactiva d'aquesta nucleobase).2 En el cas de I'adducte
monofuncional, la digestié6 amb la 5'-exonucleasa no va ser concloent, potser degut a la seva
labilitat en les condicions de la reaccié enzimatica. Ara bé, en el cas dels adductes bifuncionals
IC1i1C2, en l'assaig amb la 5'-exonucleasa es va observar la massa corresponent a I'adducte
sense digerir, confirmant-se aixi la coordinacié a X', aixi com també una massa que
correspondria a la hidrdlisi d'un enlla¢ fosfodiester intern del cicle (guany d'una molécula
d'aigua) i posterior eliminacié d'una Tp, tal i com ja s'havia observat anteriorment en adductes
amb X°. Per tant, es pot suposar que la coordinacié té lloc en aquests adductes al nucleodsid

modificat X', ja que sin¢ tindria lloc la digestid del complex per I'extrem 5' fins a la nucleobase
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que estigués coordinada al plati. A la Figura 2.35, s'esquematitzen els resultats dels assajos

enzimatics realitzats per als adductes bifuncionals amb *dX'TTCT.

I B Tt -

0 2010 210 20 )0 20

Figura 2.33. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre °dX'TTCT i transplati a les 4 h (A), 30 h

(B), 4 dies (C) i 12 dies (D), en solucio aquosa a pH lleugerament acid.

pH acid

intensitat relativa

0 100 200 300 400
temps (h)
——IC1 XiTTCT —=—IC2 ——ICmonof

Figura 2.34. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccié entre *dX'TTCT i transplati a pH lleugerament acid.

\ 5'-exonucleasa [ d |
SaxlpTpltpCpT ————>  %dXlpTp-OH HO-5TpCpT —>  %dXpTp-OH  CpT
H hidrolisi enllag -Tp
fosfat diester
(+Hx0) Xi
coordinacio

Pt-imidazole
(N7 o Nr)

3'-exonucleasa

SdXIpTpTpCpT T» S4XIpTpTpC I:,'} coordinacio Pt-citosina (N3)

Figura 2.35. Resultats obtinguts en la digestié enzimatica dels adductes bifuncionals de transplati amb
YdX'TTCT.
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Com que els experiments de digestié enzimatica suggereixen que en els dos adductes el plati
s'uneix a X' i a C, i com que mai no s'ha detectat reactivitat del N3 de les nucleobases
modificades (XI o} XS) en les condicions de reaccid, el més logic és pensar que els dos adductes
bifuncionals corresponen als dos possibles isomers constitucionals resultants de la coordinacié
al Nt i Nz. Tot sembla indicar, encara que a pH acid l'imidazole esta parcialment protonat, que
és possible la coordinacié del plati(ll) als nitrogens piridinics dels dos tautomers en equilibri

(veure Figura 2.36).

Figura 2.36. Estructures dels dos possibles adductes resultants de la coordinacié del metall a cadascun

dels nitrogens imidazdlics de X'i al N3 de la citosina.

Un cop estudiada la reaccié a pH lleugerament acid, es va realitzar el mateix experiment a pH
lleugerament basic, on I'anell imidazolic estaria majoritariament en forma neutra. En addicionar
el transplati sobre la solucié d'oligonucleodtid a pH 8, el pH va baixar fins a un valor al voltant de
7.2, i amb el temps, va tendir a disminuir (al cap de 5 dies era de I'ordre de 6-7).28 En general,
la reaccio va seguir una cinética molt més lenta, tal i com es pot veure comparant els grafics
corresponents (Figura 2.34 i Figura 2.38). Mentre que a pH acid al cap d'un dia quedava menys
d'un 50 % d'oligonucleotid de partida (ti, ~ 20 h a 37 °C), a pH basic van caldre 5 dies per tal
d'assolir el mateix percentatge de platinacié (t;, ~ 120 h a 37 °C). Com ja s'ha comentat,
aquesta menor reactivitat és deguda al fet que el transplati aquatitzat a pH lleugerament basic
es presenta molt majoritariament en les corresponents formes hidroxo, lligand molt menys labil
que l'aqua (veure Figura 2.9).11 Una altra diferéncia entre ambdues reaccions és que en aquest
cas no es va detectar practicament preséncia d'adducte monofuncional coordinat a la C, la qual
cosa indica que té lloc rapidament la formacié de I'adducte bifuncional (en aquest cas, com que
I'anell imidazolic es troba majoritariament en forma neutra, és igualment possible que sigui X'o

C la primera nucleobase a coordinar-se a |'atom metal-lic).

En aquest assaig, els productes majoritaris van ser altre cop “dX'TTCT-Pt(NH;), (IC1) i
YdX'TTCT-Pt(NHs), (IC2) en una proporci6 relativa 41:59, molt similar a I'obtinguda a pH acid.
En aquest cas també es va detectar la preséncia (~ 14 %) d'un altre adducte bifuncional del

tipus 5'dX'TTCT-P’((NH3)2, practicament no detectable a pH acid, que no es pogué caracteritzar
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mitjancant digestions enzimatiques. Podria tractar-se d'un adducte en el qual la coordinacié

tingués lloc a la C i al N3 de la nucleobase modificada X'.

0 2010 2 1]0 20 |0 20

Figura 2.37. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre *dX'TTCT i transplati als 2 dies (A), 5 dies
(B), 8 dies (C) i 15 dies (D), a pH lleugerament basic.
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Figura 2.38. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccié entre *dX'TTCT i transplati a pH lleugerament basic.

pH acid Fl’t(NHs)zCl

SaxITTCT > 5' 1yl
dX'TTCT : .
transplati |_.—| : trans-Pt(NHj),

H,0, 37°C / \

cansolat H basi IC1:1C2
ranspilati p asic
Hy0, 37°C RS B b o |
dX'TTCT dX'TTCT pH aci 36:64
pH basic 41:59

Ic1 IC2

Figura 2.39. Esquema de I'evolucié de la reaccié de complexacié amb °dX'TTCT a diferents pH, amb les

proporcions entre els adductes majoritaris caracteritzats.
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També es va voler avaluar I'estabilitat dels nous adductes platinats, mantenint-los 24 h en
solucio aquosa a temperatura ambient (veure Figura 2.40). L'analisi per HPLC va mostrar que
els dos adductes bifuncionals IC1 i IC2 son estables. En canvi, I'adducte monofuncional
ICmonof, va evolucionar cap als adductes bifuncionals IC1 i IC2. El fet que en el
cromatograma la proporcié de IC2 sigui més gran que la de IC1 concorda amb el fet que en la

reaccio s'obté una relacié IC1/IC2 4:6.
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IC1 IC2

|
ICmonof] Cmonof
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Figura 2.40. Perfils de HPLC corresponents a I'analisi de les solucions dels diferents adductes després
de 24 h a temperatura ambient: IC1 (A), IC2 (B), ICmonof (C). D correspon a I'adducte monofuncional pur

emprat per a aquest estudi.

2.4.3 Reacci6 del transplati amb *dX'TTAT

Per a °dX'TTAT es va realitzar també la reaccié amb transplati (2 eq), primer a pH lleugerament

acid i després a pH més basic, per tal d'estudiar les possibles diferéncies.

A pH lleugerament acid (5.3-5.0), al cap de 8 h ja s'havia platinat un 50 % d'oligonucleotid (ti, ~
8 h a 37 °C), detectant-se I'adducte monofuncional sobre l'adenina (*dX'TTAT-Pt(NH;),Cl,
IAmonof) i dos adductes bifuncionals on el segon punt de coordinacié implicaria I'imidazole del
nucledsid X', *dX'TTAT-Pt(NH3), (IA1) i °dX'TTAT-Pt(NH3), (IA2). A temps curts, la proporcio
entre 1A1 i 1A2 era 18:82, proporcié que va anar-se invertint fins que a temps llargs I'adducte

majoritari va ser 1A1, essent la proporcio relativa 75:25.

A B C . 3
L4 * [
of * . *
Mr — )\J L — _ t“\ _ i J}_A_A;h L' &L,F o J\ A.JLIM MHR
0 20 |0 20 |0 20 |0 20

Figura 2.41. Perfils de HPLC corresponents a la reaccié entre *dX'TTAT i transplati a les 8 h (A), 22 h
(B), 4 dies (C) i 16 dies (D), a pH lleugerament acid.
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Figura 2.42. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

intensitat relativa

pH acid
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300

reaccio entre *dX'TTAT i transplati a pH lleugerament acid.

Per a la reaccié a pH lleugerament basic (8.7-6.7), un cop més la cinética va ser més lenta que
a pH acid (del mateix ordre que per 5'dX'TTCT), determinant un t, ~ 110 h a 37 °C per a la
desaparicié d'oligonucleotid de partida. En aquest cas no es va detectar la formacié d'adducte
monofuncional IAmonof, resultat semblant a l'obtingut en la reaccié de *dX'TTCT amb
transplati a pH basic. L'adducte majoritari va ser un altre cop 1A1, que en aquest cas sempre va
estar present en major proporcié que I1A2. A la situacié estacionaria es va arribar a la mateixa

relacio 1A1/1A2 que a pH acid (75:25), tot i que al cap de 12 dies encara hi havia un 35 %

d'oligonucledtid sense platinar.

Figura 2.43. Perfils de HPLC corresponents a la reaccié entre *dX'TTAT i transplati, a pH lleugerament

20 |0

20

20

basic, als 2 dies (A), 4 dies (B) i 12 dies (C).
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pH basic
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Figura 2.44. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccio entre *dX'TTAT i transplati a pH lleugerament basic.

. pH acid |T’t(NHs)zCI
dX'TTAT > 54x! .
ransplati dX'TTAT [*] : trans-Pt(NH;),
H,0, 37°C \ / \
) 1A1:1A2
transplati pH basic
H201 37°C 5'dxlTTAT 5'dxlTTAT pH acid 75:25
IA1 1A2 pH basic 76:24

Figura 2.45. Esquema de I'evolucio de la reaccié de complexacio amb *dX'TTAT, a diferents pH, amb

les proporcions entre els adductes majoritaris que s'han caracteritzat.

Els complexos I1A1 i 1A2, aixi com I'adducte monofuncional, es van aillar per HPLC i es va
comprovar que, un cop aillats, sén essencialment estables (a diferéncia dels adductes formats
per coordinacié a XS i A), de manera que van poder caracteritzar per EM MALDI-TOF i
digestions enzimatiques. Amb la 3'-exonucleasa es va observar, en tots tres adductes,
I'eliminacio de pT, indicant que una de les posicions de coordinacié del plati esta ocupada per
la A (molt probablement pel N7, que és la posicié més reactiva d'aquesta nucleobase, tot i que
el N1 també pot metal-lar-se).2 L'assaig amb la 5'-exonucleasa no va ser concloent per a
'adducte monofuncional (com també ja havia passat per a I'adducte monofuncional amb
5'dX'TTCT), que es podria relacionar amb una possible labilitat d'aquest producte en les
condicions de la reaccié enzimatica. En el cas dels adductes bifuncionals 1A1 i IA2, amb la 5'-
exonucleasa es va observar un comportament similar a I'obtingut amb els adductes amb
YdX'TTCT: es va detectar la massa corresponent a l'adducte sense digerir pero també la massa

que correspondria al trencament d'un enllag fosfodiester intern del cicle (quany d'una molécula
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d'aigua) i posterior eliminacié d'una Tp (Figura 2.46). Aquests resultats suggereixen que el plati

es coordina a X'.

\ 5'-exonucleasa ¢
¥dX!pTpTpApT  —————> 5dX'pTp-OH HO-*TpApT ———> %dX'pTp-OH  ApT
|

hidrolisi enllag -Tp
fosfat diester %}
(+H0) coordinacio
Pt-imidazole
(N o Nt)

3'-exonucleasa
5' gyl —_— 5 gyl I:,'} coordinacié Pt-adenina (N7>N1)
dX'pTpTpApT T dX'pTpTpA

Figura 2.46. Esquema dels resultats obtinguts de digestid enzimatica per als adductes bifuncionals de
transplati amb dX'TTAT.

) “\:

N NHs
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A Pt\ H H N/ \N \
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Figura 2.47. Estructura probable dels adductes bifuncionals formats en la reaccio del transplati amb

5'dX'TTAT, amb coordinacié del metall a cadascun dels nitrdgens imidazolics de X'i al N7 de I'adenina.

2.4.4 Reacci6 del transplati amb *dX'TTGT

La reaccié de complexacié amb YdX'TTGT també es va realitzar a dos pH diferents, per tal
d'establir I'efecte d'aquest parametre en la reactivitat i en la proporcié entre els diferents

adductes.

En aigua, a pH lleugerament acid (5.3-5.1), rapidament es va platinar I'oligonucleotid (t1,, < 2 h),
de manera que a temps curts majoritariament es forma lI'adducte monofuncional per coordinacioé
al N7 de la guanina (IGmonof), tot i que ja es detectava la preséncia de tres adductes
bifuncionals de tg 10.4 min (IG1), 11.5 min (1G2) i 12.6 min (IG3). Cal destacar que ales 5 h ja
s'havia consumit tot el producte de partida, de manera que aquest oligonucleodtid es va mostrar
molt més reactiu que els seus analegs amb C i A. En el transcurs del temps, la proporcié dels
adductes bifuncionals IG2 i IG3 va anar augmentant, alhora que el de tr més baix (IG1) va anar
desapareixent, tot i ser el majoritari a temps curts. Als 16 dies, es va arribar a una situacio
estacionaria on només es trobaren els adductes bifuncionals 1G2 i IG3 en una proporcio6 relativa
53:47.
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Figura 2.48. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre *dX'TTGT i transplati a les 5 h (A), 30 h
(B), 12 dies (C) i 16 dies (D).
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Figura 2.49. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccio entre *dX'TTGT i transplati a pH lleugerament acid.

Tant els tres adductes bifuncionals detectats al llarg de la reaccio (IG1, 1G2 i IG3) com I'adducte
monofuncional (IGmonof) es van aillar per HPLC i es comprova la seva estabilitat després de
24 h en solucié aquosa a temperatura ambient. Aixi, es va procedir a la caracteritzacié dels
adductes mitjancant digestions enzimatiques amb una 3' i una 5'-exonucleasa. En el cas de
IGmonof (°dX'TTGT-Pt(NH5),Cl), la 3'-exonucleasa només va digerir una pT, de manera que la
coordinacié del metall té lloc al N7 de la guanina. Tal i com va passar amb els adductes
monofuncionals dels oligonucledtids anteriors, *dX'TTCT i *dX'TTAT, I'analisi per EM MALDI-
TOF del cru de digestié amb la 5'-exonucleasa no va mostrar cap massa, degut probablement a
la poca estabilitat dels monoadductes en el medi de reaccié enzimatica. Respecte als adductes
bifuncionals, tots ells van donar resultats enzimatics similars: amb la 3'-exonucleasa es va
observar la digestié d'una pT, mentre que amb la 5'-exonucleasa a temps llargs s'obtingué la
"tipica" eliminacié d'una Tp, amb un increment de massa de 18 unitats, que s'explicaria per la
hidrolisi prévia d'un enllag fosfodiester dins del cicle i posterior pérdua d'una unitat d'acid 3'-

timidilic (Tp, veure Figura 2.50). De fet, pero, per a IG2 i IG3 també es va observar a temps
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llargs una reaccid6 anOmala similar amb la 3'-exonucleasa. Aix0 implicaria que, com en la
reaccid amb la 5'-exonucleasa, la 3'-exonucleasa actua com a endonucleasa, obrint el cicle i a
continuacié eliminant un 3'-nucleotid a partir de I'hidroxil 5' lliure generat. Aquest tipus de
reaccié no s'havia observat en cap digestio amb la 3'-exonucleasa dels anteriors adductes amb
els altres oligonucleotids model. Tot i aixi, estd descrit que les 3'-exonucleases comercials
poden presentar traces d'altres enzims presents en el veri de serp, de manera que no és
descartable una possible activitat endonucleasa deguda a una impuresa del producte. D'altra
banda, també s'ha descrit que les 3'-exonucleases podrien presentar una capacitat intrinseca

d'endonucleasa, que estaria afavorida a temps llargs de reaccio.”

'I 5'-exonucleasa | ® |

5‘dx'pr:*rpGpT —> 54XlpTp-OH HO-5TpGpT ——> 5dXpTp-OH  GpT
1

hidrolisi enllag -Tp
fosfat diester
(+H20) coordinacio
Pt-X'

3'-exonucleasa

| - .z .
S4X'pTpTpGpT 5'dX'pT':prG I:> coordinacié Pt-guanina (N7)
[}

3'-exonucleasa
només per (+H,0)
alG2ilG3 A 3'-exonucleasa

5dXIpT-OH HO-pTpG ——» 5dx! HO-pTPG
_pT

_pT

Figura 2.50. Esquema dels resultats obtinguts de digestid enzimatica per als adductes bifuncionals de
transplati amb *dX'TTGT.

Aixi, doncs, es pot concloure que els tres adductes bifuncionals presenten un mateix patré de
coordinacié *dX'TTGT-Pt(NH3),. Tenint en compte que a temps llargs els adductes majoritaris
son IG2 i IG3, el més probable és que en aquests dos adductes el metall es trobi coordinant un
dels dos nitrogens imidazolics i el N7 de la guanina. Pel que fa a IG1, aquest podria resultar de
la coordinacié del metall al N3 de la nucleobase modificada, pel fet que a pH lleugerament acid

I'anell d'imidazole es troba parcialment protonat (veure Figura 2.54 al final d'aquest apartat).

A pH lleugerament basic (8.2-7.1), la cinética va ser lleugerament més lenta i el producte de
partida va anar decreixent al llarg del temps, determinant un t,, ~ 14 h a 37 °C. A diferéncia de
les reaccions de platinacié dels oligonucleotids *dX'TTCT i °dX'TTAT a pH basic, en aquest cas
si que es va formar a temps curts I'adducte monofuncional (IGmonof), tot i que a percentatges
molt més baixos que a pH lleugerament acid. Tant a partir d'aquest monoadducte com a partir
de l'oligonucleotid 5'dX'TTGT, es van anar formant amb el temps els mateixos tres adductes
bifuncionals que a pH lleugerament acid. Es interessant destacar que en aquest cas els

adductes bifuncionals maijoritaris van ser en tot moment IG2 i IG3, mentre que a pH acid 1G1 va
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ser el majoritari a temps curts. A la situacié estacionaria, es va arribar a una proporcié entre 1G2

i IG3 63:37, semblant a I'obtinguda en la reaccié a pH més acid a la fi de la reaccié.

0 2010 20 |0

20

Figura 2.51. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre *dX'TTGT i transplati a pH lleugerament

basic, ales 3 h (A), 27 h (B), 4 dies (C) i 13 dies (D).
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Figura 2.52. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccié entre *dX'TTGT i transplati a pH lleugerament basic.

transplati Pt(NH;),Cl
, H,0, 37°C , [
SdXITTGT —_— SdXTTGT ———>
1G2:1G3 .
pH acid 53:47 SdXITTGT SdXITTGT
(Nr,7)X\-Pt-(N7)G

SdXITTGT

IG1
(N3)X!-Pt-(N7)G

-

a pH acid,
majoritari a
temps curts

trans-Pt(NH3),

Figura 2.53. Resum de l'evolucié de les reaccions de complexacio amb *dX'TTGT a pH diferents.

S'indica la proporcié dels adductes majoritaris formats.
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El fet que a pH acid es formi rapidament i en una proporcié important I'adducte 1G1, mentre que

a pH basic aquest es trobi sempre en menor proporcio respecte a 1G2 i IG3, reforga la hipotesi

que aquest adducte podria correspondre a la coordinacié del metall al N3 de X'. Com ja s'’ha

comentat, a pH acid I'anell d'imidazole esta protonat i és molt menys nucleofil. Tot i aixi, quan

s'arriba a la situacio estacionaria, en ambdds pH només es detecten els adductes bifuncionals

IG2 i IG3, els quals deuen ser més estables termodinamicament.

HN . \ 2 HN
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| | |
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/\/E/> HN/\NT NHs o)
AN /NH3 /\/l\/ \Pt/
/Pt H
N
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PP,
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NH; o
\3 N\Pt/\N
| /KHSN/ < 7 ‘ )Ni
N o] . N/

adducte 1G1

NH,

Figura 2.54. Estructures proposades pels tres adductes bifuncionals aillats.

2.4.5 Principals conclusions dels experiments efectuats
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- A pH acid, en totes les reaccions amb oligonucleotids YdX'TTNT (N # T) es detecta la

preséncia d'un adducte monofuncional, el qual t¢ una vida mitjana relativament llarga,
mentre que en els oligonucledtids amb X® no detecta aquest tipus d'adductes. En aquest
cas, l'imidazole, majoritariament protonat, no participa en la primera etapa de la reaccid i
el transplati s'uneix d'entrada formant adductes monofuncionals a les posicions tipiques
de coordinacié de les nucleobases (N7 de les purines A i G, N3 de la C). Aquests
adductes monofuncionals, afavorits cinéticament, acaben evolucionant cap als adductes
bifuncionals, termodinamicament més estables. Amb *dX'TTTT no hi ha reaccié perqué
no hi ha centres nucledfils en la timina a pH acid (i el N3 de X, igual que passava amb el

de X%, no sembla que sigui massa reactiu).
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- A pH més basic, la cinética de les reaccions és més lenta, pel fet que en aquatitzar-se el
transplati, el lligand aqua tendeix a passar més favorablement a la forma hidroxo, que és
menys labil i per tant menys reactiva. Per aquest motiu, els adductes que es formen al
llarg del temps tendeixen a ser ja els més estables termodinamicament. A pH basic,
I'anell d'imidazole es troba majoritariament en estat neutre i és, per tant, més nucledfil;
com que la reacci6 és més lenta perqué el transplati esta menys activat, es formen

directament els adductes bifuncionals.

- Per als tres oligonucleotids *dX'TTNT (N = A, C, G) es detecten com a productes finals
de la reacci6é dos adductes bifuncionals en els quals el metall esta coordinat a la C (N3),

A (N7) o G (N7)ials Nz i Nt de I'imidazole. Aquests productes son forga estables.

- Per a °dX'TTGT, a temps curts de reaccié es detecta un adducte que, d'acord amb els
assaigs enzimatics, podria implicar la coordinacié del N7 de la guanina i el N3 del
nucleosid modificat X'.

- Pel que fa a la caracteritzacié dels adductes bifuncionals mitjancant digestions
enzimatiques, cal dir que en totes les reaccions amb la 5'-exonucleasa es detecta que
I'enzim actua com a endonucleasa, hidrolitzant I'enllag¢ entre les dues timines adjacents i
eliminant, a continuacio, la que presenta I'extrem 5' lliure. Tan sols en el tractament dels
adductes finals aillats de la reaccio de *dX'TTGT amb transplati, la 3'-exonucleasa

presenta un comportament similar.

Tot seguit, es mostren els resultats de la diferent reactivitat dels oligonucledtids en estudi, aixi

com la proporcio dels adductes majoritaris a la fi de les reaccions.

Sax'TTCT SdAX'TTAT SAX'TTGT
pH acid pH basic pH acid pH basic pH acid pH basic
t12 (37 °C) ~20h ~120 h ~5h ~110 h <2h ~14 h
proporcié
adductes 36:64 41:59 75:25 76:24 53:47 63:37
bifuncionals
finals

Taula 2.2. Resum de la reactivitat i proporcié entre els dos adductes majoritaris. Per a cada

oligonucleotid, es manté el mateix ordre en la relacié entre els adductes formats.
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2.5 ESTUDIS DE PLATINACIO AMB OLIGONUCLEOTIDS QUE
INCORPOREN X5 1 X

Un cop estudiat per separat l'efecte dels dos nucledsids modificats en la reactivitat dels
oligonucleotids envers el transplati, es va plantejar I'estudi de la reaccié de complexacié amb
un oligonucleotid que introduis les dues modificacions a I'extrem 5' d'una seqiieéncia amb quatre
timines (que, en principi, son les nucleobases menys reactives). Per tal de determinar si hi ha
diferéncies en funcio de I'ordre en qué es posen les dues nucleobases modificades a I'extrem
5', es van realitzar els estudis de complexacio amb *dX'X3TTTT i “dX3X'TTTT.

Vistos els resultats anteriors, hom podia preveure una rapida reaccié amb el grup tioéter, per
evolucionar donant lloc als possibles adductes bifuncionals. Estava per veure quina seria l'altra
nucleobase coordinada al metall, ja que s'havia observat que en preséncia de X® fins i tot el N3
de les timines podia desprotonar-se i coordinar el plati(ll). D'altra banda, es volia avaluar
I'estabilitat dels adductes resultants i si té lloc algun procés de migracié del metall a una posicié

més estable termodinamicament.

2.5.1 Reaccio del transplati amb *dX'X5TTTT

Es van realitzar dos assajos de complexacid. En un primer assaig, la reaccié es va portar a
terme amb 1 eq de transplati, a 37 °C, i una concentracié 0.05 mM d'oligonucleotid. L'analisi per
HPLC en fase reversa (Figura 2.55) va mostrar la transformacié de I'oligonucledtid de partida
SaX'XSTTTT (tr: 17.9 min) en un nou producte de tg 11.9 min. La reaccio va ser molt rapida i a
les 28 h ja no quedava producte de partida i només es detectava el nou producte (92 %). En un
segon experiment, es van emprar 2 eq de ftransplati i una concentraci6 0.025 mM
d'oligonucleotid, obtenint un pH que va fluctuar entre 3.8-3.9. Com es pot comprovar (Figura
2.55), la reaccio ja era practicament completa a les 7 h (t, < 3.5 h a 37 °C), observant-se la

preséncia del mateix producte de tg 11.9 min.

L'adducte majoritari es va aillar per HPLC i caracteritzar mitjangant EM MALDI-TOF, assajos
enzimatics i tractament amb H,O,. En aquest cas, amb la 3'-exonucleasa va ser possible la
deteccio de la massa corresponent a la pérdua de les quatre timines, tot i que no sempre va ser
facil reproduir aquest resultat, per desplatinacié de la mostra en les condicions d'analisi. Tot i
aixi, es va corroborar la coordinacié del plati a xS per tractament amb H,O,, ja que I'adducte es
va mostrar estable, concloent que un dels punts de coordinacié és el tioéter. D'altra banda, el
tractament amb la 5'-exonucleasa va deixar el producte inalterat, confirmant que I'altra posicio
de coordinacio al metall esta ocupada per X'. A la Figura 2.59 s'esquematitzen els resultats

obtinguts.

Tot i que en aquesta reaccié només es va detectar un unic pic cromatografic molt majoritari, és

probable que contingués els dos possibles isbmers constitucionals per coordinacié als dos
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nitrogens imidazolics. En les condicions cromatografiques emprades, ambddos isdbmers no se

separarien (veure més endavant).

Un aspecte important a destacar és que aquest adducte, tot i presentar una unié Pt-S, va
romandre estable després de 24 h en solucié aquosa a temperatura ambient (veure Figura
2.55-F).

A L ' B C
5dX! XSTTTL
SdXIXSTTTT-Pt(NH;),
~
30 |0 30 |0 30
D E F
U“J PO . J.\\A_.L,.J\_ ALJ}_AJ -
0 2010 210 20

Figura 2.55. Perfils de HPLC corresponents a la reaccio entre *dX'XSTTTT (0.05 mM) i 1 eq de transplati
als 30 min (A), 8 h (B) i 28 h (C), i a concentracié 0.025 mM d'oligonucledtid i 2 eq de transplati ales 7 h
(D) i 24 h (E). F correspon al cromatograma de *dX'XSTTTT-Pt(NHs); després de 24 h en solucié aquosa i

a temperatura ambient.

2.5.2 Reacci6 del transplati amb *dX°X'TTTT

La reaccio es va portar a terme amb 2 eq de transplati i una concentracié d'oligonucleotid 0.025
mM (ti. ~ 1 h a 37 °C). Sorprenentment, en aquest cas la reaccié va ser més complexa, i a
temps curts (2 h), es detectaren majoritariament dos adductes bifuncionals de tg 10.7 min (SI1)
i 12.2 min (SI2), juntament amb tres adductes bifuncionals minoritaris de tx més baixos (que
van arribar a suposar el 24 % dels adductes platinats, perd que no van ser caracteritzats). Els
adductes minoritaris es van transformar en SlI1 i SlI2, aixi com I'oligonucleétid de partida, i a la fi

de la reacci6 (48 h) la relacié entre els adductes majoritaris SI1/SI12 va ser de 49:51.
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Figura 2.56. Perfils de HPLC corresponents a la reaccié entre *dXSX'TTTT i transplati a concentracio
0.025mM ales 2 h (A), 22 h (B) i 48 h (C).
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Figura 2.57. Grafic que mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la

reaccié amb 2 eq de transplati i SdXSX'TTTT a una concentracié 0.025 mM.

Els adductes maijoritaris es van aillar per HPLC i es van mostrar estables després d'estar 24 h
en solucié aquosa a temperatura ambient (Figura 2.58), per la qual cosa es va procedir a la
seva caracteritzacié. En ambdés adductes, tant per tractament amb H,O, com per digestié amb
la 5'-exonucleasa no va variar la massa de l'adducte, la qual cosa confirma la coordinacié del
plati(ll) al sofre. D'altra banda, en la reaccié6 amb la 3'-exonucleasa va ser dificil detectar cap
massa, tot i que, en el cas de SI2, a temps curts es van poder observar les masses
corresponents a la péerdua de pTpTpT i de pTpTpTpT. Cal recordar, com ja s'ha comentat a
l'apartat anterior, la dificultat d'observar per a I'adducte amb °dX'XTTTT la massa
corresponent a la pérdua de les quatre timines, tot i que no és facil trobar-hi una explicacié. En
principi, doncs, tant I'adducte SI1 com SI2 correspondrien a la coordinacié del metall al tioeter i

a cadascun dels nitrogens imidazolics de X (veure Figura 2.60).
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20

Figura 2.58. Perfils de HPLC dels adductes platinats majoritaris, després de 24 h en soluci6 aquosa i a

temperatura ambient: SI1 (A) i SI2 (B).

SaXXSTTTT SaXSXTTTT
transplati transplati
H,0, 37°C H,0, 37°C
r A A
|_°—| . trans-Pt(NH3),
SAXIXSTTTT SdxSXITTTT SdxSX'TTTT
Si1 SI2
49 % 51 %
H,0, . no s'oxida no s'oxida no s'oxida
i
5'-exonucleasa E no reacciona no reacciona no reacciona
]
]
3-exonucleasa | -pTpTpTpT - -pTpTpTpT
Figura 2.59. Resum dels resultats de les reaccions de complexacio amb *dX'XSTTTT i *dX3X'TTTT, i
dels estudis de caracteritzacié dels adductes majoritaris.
H
N
[ )
NH HN
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Figura 2.60. Estructures dels adductes resultants de la coordinacié del metall a cadascun dels nitrogens

imidazolics de X'i al sofre de X°.
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2.5.3 Conclusions d'aquests assajos

En el seu conjunt, doncs, les dades de caracteritzacié dels adductes formats a partir dels dos
oligonucleotids, “dX'XSTTTT i *dX°X'TTTT, indiquen que en ambdés casos es dona la
coordinaci6 del plati al grup tioéter i als nitrogens del grup imidazole (veure I'esquema amb els

resultats de caracteritzacio a la Figura 2.59).

D'altra banda, de la mateixa manera que els adductes SI1 i SI2 es poden assignar als
productes de coordinacié del plati al tioéter de X% i a cadascun dels nitrogens de l'imidazole de
X', és forca probable que per a la reaccié amb YdX'XSTTTT, tot i només detectar-se un unic pic
cromatografic, aquest correspongui a una barreja d'ambddés isbmers constitucionals, que no

s'haurien pogut separar.

A nivell de reactivitat, és obvi que la preséncia del nucledsid modificat amb el grup tioeter
accelera les reaccions de complexacid6 amb transplati (cal recordar, per exemple, que
I'oligonucledtid *dX'TTTT no es va platinar). Molt probablement, com ja s'ha proposat, en una
primera etapa el transplati coordina el tioéter perd I'adducte monofuncional rapidament
reacciona amb l'imidazole (tot i estar protonat al pH de les reaccions) per donar un quelat més
estable, ja que el clorur esta labilitzat per I'efecte trans. En aquest cas, els adductes obtinguts
son relativament estables, més que qualsevol dels adductes on el plati coordina el sofre i una
nucleobase diferent de timina. Aquest resultat és una mica sorprenent, perqué per efecte frans,
la unié Pt-N (imidazole) estaria favorablement labilitzada, perd indica que les unions S-Pt-

imidazole sén molt menys labils que les unions S-Pt-A/C.

El fet que per a *dX°X'TTTT es detectin altres adductes a temps curts, mentre que no per a
YAXXSTTTT, podria estar relacionat amb la preferéencia del transplati per formar quelats
coordinant X° i una posicié nitrogenada situada cap a I'extrem 5', més que no pas 3' (resultats

observats en la platinacié de °dTTXTT, vegeu apartat 2.3.3).

La reaccié de platinacié dels oligonucledtids SAXXTTTT és, doncs, rapida i forca neta. Per tant,
podria ser interessant, de cara a la terapia antisentit, preparar oligonucledtids que tinguin les
dues modificacions en un extrem de la cadena. Caldra veure si, en preséncia de transplati, el
grup tioéter dirigeix la platinacié per formar els adductes bifuncionals coordinats a X° i X', i si és
possible la migracié del metall des del tioéter cap a la cadena complementaria (que seria la
diana terapéutica) per formar un entrecreuament que donaria lloc a una major estabilitat del

duplex. Els resultats d'aquests estudis es descriuen al capitol 3 d'aquesta Memoria.
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3 REACCIONS = D'ENTRECREUAMENT ENTRE
OLIGONUCLEOTIDS MODIFICATS B LA
CORRESPONENT CADENA COMPLEMENTARIA

3.1 INTRODUCCIO

Un dels primers grups d'investigacié en emprar compostos de plati(ll) per a entrecreuar les
dues cadenes d'un duplex de DNA és el de Vlassov i col-laboradors,' que al 1983 fa Us d'un
compost heterobifuncional de plati per a realitzar la uni6 entre dues guanines de cada cadena
(Figura 3.1). Primer es fa reaccionar una cadena amb una Unica guanina central amb l'agent
heterobifuncional que conté dues funcions quimiques diferents en reactivitat, de manera que un
dels dos platins es coordina al N7 de la G i posteriorment té lloc I'entrecreuament amb la
cadena complementaria ¥*dAGGCGG, majoritariament per la G disposada a I'extrem 5'. En
aquest experiment s'observa regioselectivitat en la platinacié de la segona cadena, alhora que
no es detecta platinacié d'una segona cadena que no sigui complementaria, la qual cosa ja
posa de manifest la importancia de la complementarietat en aquest tipus de reaccions. Els
productes obtinguts no haurien de poder ser reparats in vivo, de manera que s'apunta una
possible aplicacié biomédica per a aquest tipus de reaccions, ja que seria possible danyar

determinades sequéncies del DNA o RNA (dianes bioldgiques).

s . tampo pH 7.1 SdTCCGCCTTT
dTCCGCCTTT pH 5.0, 20 °C 5'dTC(}GCCTTT 20°C Pt/mmpt
+ F— —_—
Ptrannn pt Ptonanpt ¥dAGGCGG 3'dAGGCG({

PtvwannPt = [BrPt(dien)-(CH,)s-(dien)Pt(H,0)]3*

Figura 3.1. Entrecreuament mitjangant un compost heterobifuncional de plati(Il).

A mitjans dels anys 70, Strothkamp i Lippard2 son els primers en descriure la unié especifica de
complexos de Pt(Il) a oligonucleodtids amb un grup fosforotioat. Posteriorment, Chu i Orgel®
introdueixen un grup fosforotioat en la cadena antisentit per a les reaccions d'entrecreuament.

Aprofitant I'elevada afinitat dels compostos de plati(ll) pel sofre, fan reaccionar amb cisplati,
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transplati i K,PtCl,, oligonucledtids (16mers) amb un grup fosforotioat a I'extrem 5' en preséncia
d'una cadena més llarga (DNA o RNA, 37mers) amb un tram complementari a I'oligonucleotid
modificat. En tots els assajos, el compost platinat s'addiciona en el medi de reaccié un cop ha

tingut lloc la hibridacié entre les dues cadenes (Figura 3.2).

Figura 3.2. Esquema de I'estructura de I'oligonucleotid antisentit amb un grup fosforotioat a I'extrem 5',
hibridat amb un motlle de major llargaria, amb els residus optims de I'extrem 3' no aparellats per a una

coordinacio a I'atom de plati.

Un cop té lloc la hibridacio, tal i com es mostra a la Figura 3.2, i quan els residus 2-5 de I'extrem
3' de la cadena llarga es troben propers a l'espai a l'atom metallic, es produeix
I'entrecreuament, majoritariament amb alguna d'aquestes nucleobases, tot i que els resultats
depenen tant de la seqiiéncia d'aquesta regié com de la naturalesa del compost de plati. En la
majoria de casos, transplati i K,PtCl, dbénen lloc a entrecreuaments amb una eficiéncia
comparable, mentre que amb cisplati tenen lloc en menor grau. Pel que fa a I'afinitat pels
residus 2-5 de l'extrem 3' de la cadena llarga complementaria, en general s'observa una
preferéncia per la coordinaci6 a G i a A, i en menor grau a C. En abséncia d'aquestes
nucleobases, és a dir, en seqiieéncies amb timines, amb transplati es produeix la coordinacié a
T, mentre que no s'observa entrecreuament amb cisplati o K,PtCl,. Un cas similar s'ha
comentat en el capitol 2, en les reaccions dels oligonucledtids *dX°TTTT i *dTTX’TT amb
transplati, que donen lloc a adductes bifuncionals per coordinacié del metall al sofre (en el
nostre cas, d'un tioéter) i a diferents timines de la mateixa cadena. Respecte a la seqliiéncia de
I'oligonucleotid antisentit, cal dir que Chu i Orgel treballen majoritariament amb cadenes que no
contenen cap guanina, o bé amb només una d'aquestes nucleobases situada a l'extrem %', a la
posicié adjacent, o com a tercera o sisena nucleobase. En el cas de la seqliiencia amb una G
en posicioé 2, veina a I'Ultima nucleobase de I'extrem 5' que és la que conté el grup fosforotioat,
detecten una reaccié "suicida" entre el fosforotioat i aquesta G de la mateixa cadena, que

impedeix |'entrecreuament.

En el cas d'emprar un grup fosforotioat intern (enmig de la seqiéncia antisentit), aquest grup
funcional es troba molt lluny de les nucleobases de la cadena complementaria, de manera que
I'entrecreuament no esta afavorit. La reaccié no té lloc ni amb cisplati ni amb K,PtCl;, mentre

que amb transplati si.
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Un cop fets aquests primers estudis, Orgel i col-laboradors han emprat compostos binuclears
de plati que donen lloc a entrecreuaments en major extensié que el transplati.4 Sembla ser que
la major flexibilitat del complex biplatinat permet la interacci6 amb residus del "motlle" més
allunyats del grup fosforotioat de I'oligonucleodtid antisentit. Es important destacar que amb
aquests compostos binuclears s'obtenen barreges d'adductes d'entrecreuament i en general té
lloc la coordinacié a dues G del motlle que estan aparellades amb la cadena antisentit (per
reaccié amb transplati només s'observa platinacié a residus no aparellats). D'altra banda, quan
hi ha purines a la cadena antisentit disminueix la formacié de productes d'entrecreuament,

degut a reaccions intracadena no desitjades de tipus "suicida".

Poc després, el grup de recerca de Leng i col-laboradors® descobreix que els adductes
(G1,G3)-intracadena amb transplati donen lloc a una reacci6 d'isomeritzacid, en preséncia de la
corresponent cadena complementaria, per formar un entrecreuament entre les dues cadenes
(Figura 3.3). La cinética de la reorganitzacié que té lloc depén lleugerament de les bases que
envolten l'adducte intracadena i de la naturalesa (purica o pirimidinica) de la base
complementaria a la nucleobase que es troba entre les dues guanines, de manera que el t,;
per a la desaparicié de I'adducte intracadena varia entre 3 i 16 h. La unié té lloc especificament
per la G de l'extrem 5' i la C complementaria, mostrant una major especificitat respecte als
resultats de Chu i Orgel. La velocitat de la isomeritzacié de l'enllag és independent de la
naturalesa de la sal en solucid (NaCl o NaClO,); és a dir, no hi ha passos intermedis en els que
participi I'i6 clorur. Per tant, proposen com a mecanisme |'atac nucleofilic a Pt-3'G per part de la
C complementaria a la 5'G, la qual cosa implica una distorsié de la doble hélix per permetre una

bona orientacié i localitzacio de la citosina.®

transplati |—.—|

SGXG* — GXG
estable
cadena
complementaria
[ . trans-Pt(NH,),

SGXG |—.—|
$

GXG
CYC CYC
estable inestable

Figura 3.3. Formacié d'un entrecreuament amb una uni6 del tipus trans-Pt(NHs), entre dues cadenes

oligonucleotidiques, a partir d'un adducte del tipus (G1,G3)-intracadena.

A partir d'aquests estudis preliminars, han realitzat nombrosos experiments per tal d'optimitzar
la reaccio d'isomeritzacio.” Treballant amb oligodesoxiribonucledtids platinats, els autors

observen que si la diana (cadena complementaria) és un oligoribonucleotid en comptes d'un
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oligodesoxiribonucleotid, disminueix considerablement la velocitat de migracié. D'altra banda, la
substitucié del triplet CN'C en la cadena ribonucledtida pel doblet 5'UA o 5'CA déna lloc a un
gran increment de la velocitat. En aquests casos, la migracié és completa en pocs minuts i
I'entrecreuament s'estableix entre 5'G i la A en posicié oposada (pel N7). No té lloc reaccio si
en comptes d'un d'aquests doblets s'introdueix 5'AU o 5'AC.% També s'observa una millora en la
velocitat de migracié quan I'oligonucleotid antisentit platinat es troba en forma de 2'-O-Me-RNA.
El que conclouen de tots aquests resultats és que la reaccié d'isomeritzacié depén de manera
crucial de la correcta disposicié de les dues espécies reactives, estant afavorida per la tensié
que genera el macrocicle platinat dins de la doble hélix. Sembla ser que no es detecta

entrecreuament quan l'adducte 1,3-intracadena es troba a I'extrem 3' 0 5' de la cadena.

Aquesta nova metodologia, que permet entrecreuar dues cadenes oligonucleotidiques de
manera especifica i relativament irreversible, s'ha pogut emprar in vitro en diferents sistemes
aixi com en ceél-lules, donant lloc a un bloqueig esteric de la maquinaria de traduccié que obre
les portes a una nova eina per tal de modular I'expressié génica.s’8 Tot i aixi, aquesta
metodologia presenta greus limitacions de cara a una possible aplicacié universal en terapia,
com és el fet que la cadena antisentit platinada només pot presentar una unica unitat GXG al
llarg de la sequéncia. D'altra banda, la sintesi de I'adducte (G1,G3)-intracadena és complexa i
requereix, en certs casos, de més d'una etapa de purificacio, la qual cosa implica rendiments
molt baixos. A més, la presencia d'altres purines a la cadena antisentit a platinar dificulta o fins i
tot fa inviable l'obtencié de I'adducte desitjat. Cal dir que en algun cas s'ha aplicat a una
sequiencia rica en adenines, tot i que no es donen gaires detalls d'aquesta primera etapa de la

reaccio.’

Es interessant destacar que I'adducte (G1,G3)-intracadena és en general estable quan es troba
en forma de cadena senzilla.” Tanmateix, en preséncia de la seva cadena complementaria, té
lloc la hibridacié i es desencadena la reaccié d'isomeritzacié per formar I'entrecreuament entre
ambdues cadenes. Per tant, I'adducte (G1,G3)-intracadena és en general cinéticament inert
mentre no hi ha hibridacié amb la possible diana terapéutica, essent un fet molt interessant per
a una possible aplicacio en terapia (ja que no interaccionaria amb altres possibles nucledfils del
medi, com serien glutatié o proteines, els quals si que poden inactivar adductes de tipus

monofuncional).

Una altra alternativa per entrecreuar un oligonucledtid platinat i la seva corresponent cadena
complementaria ha estat desenvolupada per Lippert i col-laboradors, " partint d'un

oligonucleodtid amb una Unica guanina a la seqiiéncia antisentit. En aquest cas, es genera

Nomeés s'ha descrit un cas en qué aquest adducte no és estable i té lloc una lenta reaccié d'isomeritzacio
amb una citosina situada en 5' al fragment GXG, de manera que el plati passa a estar coordinatalaCia
laGen3'.

110



Capitol 3. Reaccions d'entrecreuament

I'adducte monofuncional per coordinacié del transplati al N7 de la guanina i a continuacio, en
hibridar-se a la cadena complementaria, té lloc l'entrecreuament, establint-se un nou enllag
amb una G en posicidé oposada. A partir dels seus resultats estableixen que cal una llargaria
minima per tal que es doni el reconeixement de la cadena complementé\ria11 i que és més
recomanable la introduccié de I'atom de plati a un extrem de la seqiiéncia antisentit, sobretot en
cadenes relativament curtes, per tal d'interferir el minim en el procés de reconeixement

molecular.

Cal remarcar la limitacié que presenta aquesta metodologia pel fet que només pot haver-hi una
guanina a la cadena antisentit, per tal de minimitzar els possibles problemes de no
regioselectivitat i de multiplatinacio. A més a més, la reaccid es realitza a un pH suficientment
acid per desafavorir la platinacié de les citosines. Com que aquestes condicions poden afectar
a la unio glicosidica a les purines, intenten evitar la seva preséncia en la cadena a platinar. El
fet que I'oligonucledtid antisentit es trobi en forma d'adducte monofuncional fa que sigui una
molécula poc idonia per a ser aplicada en terapia, ja que podria interaccionar més facilment

amb nucledfils del medi cel-lular, inactivant-la abans d'arribar a la diana terapéutica.

Més recentment, s'ha assolit la sintesi d'un adducte monofuncional de transplati amb PNA
mitjangant la incorporacié d'un sintd préviament platinat,12 el qual s'ha demostrat plenament
compatible amb els protocols de sintesi de PNA. Posteriorment, aquest adducte s'ha vist que
doéna lloc a un unic producte d'entrecreuament per hibridacié6 amb la corresponent cadena
complementaria. Ara bé, la reacci6 té lloc lentament i en baix rendiment, fet que s'atribueix a la
baixa solubilitat del PNA i a la consegiient baixa concentracié d'aquest en el medi. Es important
remarcar que en aquest cas la cadena antisentit no presenta restriccions sequencials, ja que el

monomer de PNA de guanina platinat es pot introduir a qualsevol punt de I'oligdmer.

A nivell d'oligodesoxiribonucledtids, s'han dedicat molts esforgos per tal d'assolir la sintesi de
sintons platinats capagos d'incorporar-se a cadenes oligonucleotidiques, per aixi obtenir
oligonucleotids platinats en una posicié especifica i sense restriccions de seqi]éncia.13 Ha estat
possible la introduccié d'un sinté platinat, protegit mitjangant un lligand de tipus timinat a
I'extrem 5' d'una sequéncia homopirimidinica, prévia fosfitilacié de I'hidroxil lliure de la cadena
oligonucleotidica (o sigui, emprant una estratégia d'acoblament inversa).13c Per tal que el plati
recuperi el lligand cloro que ha de permetre la reaccié6 amb la cadena complementaria (veure
Figura 3.4), I'eliminacié del grup protector té lloc per tractament amb HCI a pH 2.3, de manera
que la metodologia no és valida per a sequiéncies mixtes amb pirimidines i purines (degut a la
despurinacic')14 de les bases en aquest pH). No ha estat possible, pero, la preparacié d'un
derivat fosforamidit estable de 2'-desoxiguanosina N7-platinada, probablement per
incompatibilitat de la funcié amidit amb el complex de plati. Sembla ser que la utilitzacié de la
quimica del H-fosfonat dona millors resultats que la del fosfit triester, perd s'obtenen crus

oligonucleotidics molt bruts."**®
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Figura 3.4. Reaccid d'eliminacio del grup protector de I'atom metal-lic, per a I'obtencié de I'oligonucleotid
en forma d'adducte monofuncional de plati amb un lligand labil. Aquesta etapa té lloc un cop finalitzada la

sintesi, desprotecci6 i escissio de I'oligonucledtid.
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Figura 3.5. Guanina protegida amb els grups O°-difenilcarbamoil i N°~propionil.

Una altra estratégia en estudi, que no implica la preparaci6é de sintons platinats, es basa en la
sintesi oligonucleotidica mitjangant I'aplicacié d'una combinacié de diferents grups protectors
per a les nucleobases, per tal de dirigir la platinacié exclusivament a unes determinades
posic:ions.15 D'aquesta manera, s'han platinat regioselectivament dues guanines d'una cadena
que en conté varies, perqué les guanines estan diferentment protegides. Les guanines
protegides amb el grup convencional N-isobutiril sén suceptibles de platinar-se al N7, mentre
que la platinaci6 és més dificil en les que presenten el grup protector difenilcarbamoil (DPC) en

posicié O6, per impediment estéric (Figura 3.5). De moment, aquesta estratégia només s'ha

112



Capitol 3. Reaccions d'entrecreuament

aplicat per a seqiiéncies *dGGBGGT (on B = A, C, T) amb [Pt(en)]*", tot i que els autors
consideren que en un futur es podria aplicar per a la platinacié especifica d'altres seqiiéncies

d'interes.

Recapitulant, en els darrers 15 anys s'han dedicat molts esforgos a l'obtencié d'oligonucledtids
platinats capacos de generar entrecreuaments entre les dues cadenes d'un duplex. Es tracta
d'una estratégia elegant i en algun cas s'han obtingut resultats biologics rellevants. Tot i aixi, el
principal problema rau en el fet que no s'ha trobat un metode que permeti l'obtencié
d'oligonucledtids platinats regioselectivament i sense restricciéo de sequéncia, de manera que
aixo limita el nombre de possibles dianes biologiques. Aixi, calen esforgos per ampliar i explorar
aquesta estratégia, essent un punt clau disposar d'una metodologia que permeti platinar
oligonucleotids sense restriccions seqiiencials. Obviament, en una segona etapa cal que es

formi I'entrecreuament de forma eficag i selectiva.

La nostra alternativa és la de platinar cadenes oligonucleotidiques que incorporin els nucleosids
X% i X' a I'extrem 5' d'una sequéncia mixta. Dels estudis amb oligonucledtids model descrits al
capitol anterior s'ha conclos que la combinacié de les dues modificacions permet reaccions de
platinacié rapides, gracies al tioeter de X5, alhora que aquest grup dirigeix la formacio
d'adductes bifuncionals estables per coordinacié a X'. Per tant, en aquest punt es vol estudiar si
també és possible la formacié d'adductes intracadena estables que evolucionin als productes
d'entrecreuament en formar-se el duplex entre un oligonucleotid antisentit i la seva diana

terapéutica (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Esquema general de la possible formacié d'entrecreuaments intercadena a partir de la

hibridacié entre un oligonucleotid modificat platinat i la seva sequiéncia complementaria. X, Y: X5 o X',
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Per a dur a terme aquests estudis, es va modificar una seqiiéncia que forma part d'un
oligonucleotid que esta en estudi com a possible farmac antisentit (ja comentat al capitol 1),
que conté tres guanines, dues de les quals es troben en una disposicidé 1,3 (veure Taula 3.1).
Per tal de minimitzar I'efecte negatiu de les bases modificades a la formacié de la doble
cadena, es van introduir a I'extrem 5' de la seqiiéncia (en el capitol 1 ja s'ha descrit la menor

disminucié de la T, quan els nucledsids modificats es troben en un extrem).

En primer lloc, es va estudiar que li passa a I'oligonucleotid modificat en preséncia de transplati.
En el cas de “dX'X°TTTT i *dX°X'TTTT els quelats X-Pt-X° son estables, perd en una
sequéncia oligonucleotidica que conté les quatre nucleobases naturals calia veure si aquests
quelats es formen, a part que hi ha el risc que es doni una migracié del plati des de la posicid
més reactiva (el sofre) cap a una altra posicié de la cadena oligonucleotidica amb la qual es
formaria una unié més estable (per exemple, alguna de les guanines). En aquest sentit, també
es va considerar interessant comparar aquests resultats amb els estudis de platinacié de les

cadenes S i |, que només presenten una de les dues nucleobases modificades (Taula 3.1).

Respecte als estudis d'entrecreuament, es va assajar la formacié dels adductes intercadena
per dues vies diferents: per platinacié in situ i per platinacié prévia de I'oligonucleotid modificat.
Es va estudiar la reaccié d'entrecreuament tant amb les cadenes doblement modificades com
amb cadenes control (sense modificar o només amb una nucleobase modificada), per
determinar si podia tenir lloc I'entrecreuament en abséncia de la combinacié de X% iX. Es va
treballar amb cadenes complementaries de seqliéncia lleugerament diferent, o bé de seqiiéncia
aleatoria, per establir la possible aplicabilitat d'aquesta metodologia en terapia antisentit. Tots
aquests resultats que s'exposen en aquest capitol, s'acompanyen dels estudis comparatius
d'estabilitat térmica d'una doble hélix amb i sense una uni6é de trans-Pt(NHs),, alhora que es

presenten els resultats de I'estudi estructural per RMN d'un dels duplexs entrecreuats.

3.2 ESTUDIS DE PLATINACIO DE CADENES LLARGUES
MODIFICADES

Préviament als estudis d'entrecreuament, es va estudiar la platinaci6 de les cadenes
modificades amb X° ilo X/, per tal d'establir quin tipus d'adductes es formen i avaluar la seva

estabilitat. A la Taula 3.1 s'indiquen les cadenes emprades, amb el corresponent nom abreujat.

nom seqiiéncia
oligonucleotid S YdXSACGTTGAG
oligonucleotid | YdX'ACGTTGAG

oligonucleotid 1S YdX'XSACGTTGAG
oligonucleotid Sl YdX°X'ACGTTGAG

Taula 3.1. Oligonucleodtids antisentit modificats a I'extrem 5', emprats en els estudis de platinacio i

entrecreuament.
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3.2.1 Reacci6 del transplati amb *dX°ACGTTGAG

Es va realitzar un primer assaig de complexacié de transplati (1 eq) amb SdXSACGTTGAG
(oligonucledtid S) a una concentracié 4 uM en aigua, i es va seguir la reaccié per HPLC al llarg
de 4 dies. Tot i que a temps curts es va formar un adducte maijoritari (S-Pt), a mesura que va
transcorrer el temps el perfil de HPLC es va anar complicant, donant lloc a una mescla molt
complexa de productes (veure Figura 3.7). Es van intentar optimitzar les condicions d'analisi

per HPLC, perd no s'obtingué cap millora.

S-Pt

e e

0 30 |0 30 |0 30

Figura 3.7. Perfils de HPLC de la reaccié entre *dX°ACGTTGAG i 1 eq de transplati a 1.5 h (A), 7 h (B) i
20 h (C).

Com que a temps curts es formava majoritariament un producte, es va repetir el mateix
experiment aturant la reaccio als 40 min, per aixi poder caracteritzar aquest adducte. Un cop
aillat, aquest compost es va analitzar per HPLC a mig procés de liofilitzacié, un cop liofilitzat i
després d'haver-lo manipulat per a realitzar els estudis de caracteritzacidé. En els tres casos es
va observar que el producte aillat no era del tot estable, detectant-se la preséncia d'un altre

adducte que ja s'havia observat en el medi de reaccié (Figura 3.8).

cadena S »~
S-Pt e

nou
adducte
e

Figura 3.8. Perfil de HPLC corresponent a la repeticié de la reaccié entre *dXACGTTGAG i 1 eq de
transplati als 40 min (A), i I'analisi de I'adducte majoritari S-Pt immediatament després de ser aillat, un cop

liofilitzat (B).
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L'analisi per EM MALDI-TOF de I'adducte majoritari S-Pt va mostrar la massa corresponent a
un adducte bifuncional. Es va comprovar que no tenia lloc oxidacié en el tractament amb H,0, i
no es detecta cap producte de digesti6 amb la 5-exonucleasa, de manera que es pogué
concloure que el plati coordina per una banda el sofre del tioéter. Amb la 3'-exonucleasa, al cap
de 1 h encara s'observava la massa corresponent a I'adducte no digerit, aixi com també les
masses dels fragments de digestié de la G de l'extrem 3' i de la A veina. Les possibles
estructures es mostren a la Figura 3.9. Aquests resultats, que semblaven indicar la preséncia
de més d'un producte, son coherents amb l'observat en la platinacié dels oligonucleotids model
*dX°NNNN (on N = A, C, G): la uni6 Pt-N esta molt labilitzada degut a la preséncia del sofre en
trans, de manera que els possibles adductes son inestables i de dificil caracteritzacié. Per tant,
tot i que majoritariament sembla que es formava un producte amb coordinacié del plati al grup
tioéter i a la segona G de I'oligonucledtid comengant per I'extrem 3' (Figura 3.9), la inestabilitat
del propi complex no permet confirmar aquesta estructura, ja que durant el procés de
caracteritzacié podia tenir lloc la migracié de I'atom metal-lic a una altra posicié. Per aquest

motiu no es va aprofundir en la caracteritzacio6 dels diferents productes formats.

Com es mostra a la Figura 3.9, per a aquesta reacci6 de platinacié es podria esperar com a
minim la formacié de tres adductes majoritaris, per coordinacié del metall al grup tioéter i a les

tres guanines de la seqiiéncia (les posicions més reactives).

. transplati | _ . .
5dXSACGTTGAG — » | YdXSACGTTGAG %dXSACGTTGAG 5dXSACGTTGAG

intent caracteritzacio
7 : trans-Pt(NH;), adducte S-Pt

H,0, i 5'-exonucleasa =) coordinaci6 Pt-S

3'-exonucleasa =) resultats no concloents degut a la
inestabilitat del complex

Figura 3.9. Resultats obtinguts en intentar esbrinar I'estructura de I'adducte S-Pt que es forma,

majoritariament, al principi de la reacci6 del transplati amb I'oligonucledtid S.

Abans d'abandonar la reaccié de *dX°ACGTTGAG amb transplati, es va realitzar el mateix
experiment en un medi tamponat contenint 10 mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 7.0, 200 mM NaCl i 5
mM MgCl,. L'elevada concentracié de sals fa disminuir la preséncia de les formes aquatitzades
del complex metal-lic (veure Figura 2.9, capitol 2)16 i, per tant, el procés va seguir una cinética
més lenta que en aigua, tot i emprar 5 eq de transplati. A les 20 h, es van formar més adductes
que en la reaccié en aigua a temps curts, i al cap de 2 dies es va arribar a una situacié molt

complexa similar a I'obtinguda en el primer assaig amb aigua.
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Figura 3.10. Perfils de HPLC de la reaccié entre *"dX°ACGTTGAG i 1 eq de transplati en medi tamponat
10 mM NaH2PO4/Na;HPO4 pH 7.0, 200 mM NaCl i 5 mM MgCly, a les 20 h (A) i als 2 dies de reaccio (B).

Aixi, doncs, no sembla possible obtenir un producte, ni majoritari ni estable, en tractar amb
transplati els oligonucleotids modificats amb X5. Les reaccions s6n molt rapides, pel fet que el
grup tioéter dirigeix la platinaci6. No es detecten adductes monofuncionals, sind que
rapidament es tanca el quelat per donar lloc a adductes bifuncionals poc estables,

probablement degut a la labilitzacié de la posicié de coordinacio en frans a la unié Pt-S.

3.2.2 Reacci6 del transplati amb *dX'ACGTTGAG

Primerament es va assajar la reaccié de complexacié amb *dX'ACGTTGAG en aigua, a una
concentracié 3 uM. En aquest cas es van emprar 5 eq de transplati, perqué en els estudis amb
YdX'TTNT (N =T, C, AiG) s'havien obtingut cinétiques molt lentes en emprar 2 eq. En aquest
assaig, a les 4 h ja es va observar la formacié de multiples adductes platinats amb una
resolucié cromatografica molt dolenta. A temps llargs de reaccio, per EM MALDI-TOF es
detecta la preséncia majoritaria d'adductes amb 2 i 3 unitats de frans-Pt(NH;),. Aixi, doncs, per
a oligonucleotids amb X' i més d'una posicié reactiva (tres guanines entre d'altres), s'observa
una elevada reactivitat del transplati en aigua, possiblement relacionada amb l'excés de

compost platinat afegit.

Un cop realitzat aquest assaig preliminar en aigua, es va estudiar la reaccié en dos medis

tamponats diferents:
-10 mM NaH,PO,/Na,HPO,4 pH 7, 200 mM NaCl i 5 mM MgCl,.
-10 mM NaH,PO4/Na,HPO, pH 7.

Com s'ha vist amb I'oligonucleotid S, la reaccié de complexacié en el primer medi tamponat va
seguir una cinética més lenta que en aigua i dona lloc a una menor complexitat dels perfils
cromatografics a temps relativament curts de reaccié. Amb l'oligonucledtid I, doncs, es

considera oportu provar dos medis tamponats diferents (amb i sense clorurs) perd al mateix pH.
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Les reaccions es van portar a terme a una concentracié d'oligonucleodtid | i amb un excés de
transplati idéntics a I'assaig en aigua. L'analisi de les reaccions es realitza mitjangant HPLC,
essent necessari optimitzar el gradient d'elucié (fent-lo més pla i doblant el temps d'analisi).

Aquest canvi va permetre avaluar millor la complexitat dels sistemes en estudi (Figura 3.11).

Tal i com es mostra a la Figura 3.11, per a la reaccié en medi 10 mM NaH,PO,/Na,HPO,4 pH 7,
als 8 dies es formaren tres adductes bifuncionals amb una unitat de frans-Pt(NH3),, de tgr 22.1
min, 25.3 min i 28.7 min (23:17:60), alhora que encara quedava oligonucleotid inicial (~50 %, tg:
23.4 min).

Per a la reaccié en preséncia de NaCl i MgCl,, als 8 dies practicament no es van detectar
adductes platinats, probablement degut a la dificultat del transplati de donar lloc a les formes

actives en preséncia d'un elevat contingut en ions clorur (veure Figura 3.11-D).

A B c , D
cadena |
™ Lpy P2 ’
~ e |‘
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I-Pt3 l i il “ |.H
0 20 |0 20|10 40 |0 40

Figura 3.11. Perfils de HPLC de la reaccié amb I'oligonucleotid | i 5 eq de transplati, en medi 10 mM
NaH>PO4/Na;HPO4 pH 7.0, al cap de 1 dia (A) i de 8 dies (B), amb un gradient lineal de 5 a 35 % de B en
20 min. Utilitzant un gradient de 5 a 25 % de B en 40 min, es mostra I'analisi de la mescla de reacci6 als 8
dies (C) i, al mateix temps, en el medi que conté clorurs (D), 10 mM NaH2PO4/Na;HPO4 pH 7.0, 200 mM
NaCli 5 mM MgCls.

Per tenir una idea de com es comparen aquests resultats amb I'evolucié de la reaccio en altres
condicions descrites a la bibliografia, es va decidir treballar en condicions de reaccié semblants
a les que utilitzen Leng i cols. per a I'obtencié d'adductes bifuncionals (G1,G3)-intracadena.
Aquests autors empren una concentracié d'oligonucledtid 30 uM en un tampé acid (10 mM
NaClO4/4 mM NH,OAc pH 3.6), per tal que les citosines estiguin protonades i assegurar que no
reaccionin. En el nostre cas, no es va voler utilitzar un pH tan acid i es va treballar amb mostres
tres vegades més diluides, la qual cosa podia afectar a la velocitat de la reaccié més que a la
formacié d'adductes de coordinacié diferent. Leng i cols. fan Us de 1.1 eq de transplati, sense
especificar quin métode empren per a activar-lo."” En el nostre cas, sempre es va activar el

transplati mitjangant aquatitzacié per escalfament.

118



Capitol 3. Reaccions d'entrecreuament

Aixi, doncs, per tal de comparar el resultat de la reaccié en funcié del medi emprat, es van
realitzar en paral-lel dos assajos de complexacié amb l'oligonucledtid | (concentracié 10 uM) i 1

eq de transplati, en els seglients medis:
-10 mM NaH,PO4/Na,HPO,, pH 7 (medi fosfat)
-10 mM NaClO4/4 mM NH4OAc pH 5.3 (medi perclorat)

Les reaccions es van seguir per HPLC i al cap d'un dia es va detectar un baix percentatge de
platinacié (~ 30 %) en la reaccié en medi fosfat, de manera que s'afegi 1 eq més de transplati
per tal d'afavorir la complexacié a pH neutre. D'aquesta manera, en ambdds casos es van
obtenir perfils cromatografics similars al cap de dos dies, detectant-se la formacié de tres
adductes bifuncionals majoritaris amb una unitat de trans-Pt(NH3),, de tg 22.1 min (I-Pt1), 25.3
min (I-Pt2) i 28.7 min (I-Pt3) amb una relacié 3:2:5, i restant encara oligonucledtid de partida
(tr: 23.4 min, ~ 25-35 %). També es va detectar una incipient preséncia en ambdds medis
d'adductes doblement platinats, amb una unitat de frans-Pt(NH3), i una altra de trans-
PtCI(NH3),, de manera que es va decidir aturar les reaccions per evitar incrementar la

complexitat del sistema en estudi.

A cadinal I-Pt3| B | C
|I-Ptmonof | «~ 1-Pt1 |.Pt2' l
\I
I ! |
1-Pt3
e
| | I ' |
\ | I
5 40 [0 4010 hall °

Figura 3.12. Perfils de HPLC de la reacci6 entre I'oligonucleotid | i 1 eq de transplati, en medi 10 mM
NaClO4/4 mM NH4OAc pH 5.3, al cap d'un dia (A) i 2 dies (B), i en medi 10 mM NaH;PO4/Na;HPO,4 pH

7.0, també al cap d'un dia (C) i als 2 dies (D), després d'haver afegit 1 eq més de transplati a les 24 h.

La reaccié en medi fosfat va reproduir els resultats previs. En aquest cas la cinética fou més
rapida, fenomen atribuible al fet que es va treballar a una concentracié 10 uM en comptes de 3
MM. Cal dir que en tots els medis assajats es va arribar a la mateixa distribucié d'adductes i
que, per tant, el medi emprat no sembla afectar al tipus de coordinacié pero si a la velocitat de

la reaccid, essent molt més rapida a pH lleugerament acid (veure Figura 2.9, capitol 2).

Aixi, doncs, en totes les reaccions assajades es van obtenir tres adductes maijoritaris de tipus
bifuncional. Tot i que en un principi no semblava detectar-se la formacié de cap adducte
monofuncional, I'analisi per EM MALDI-TOF del pic corresponent a oligonucledtid inicial va

mostrar la preséncia, també, de la massa d'oligonucledtid amb una unitat de frans-PtCI(NH;),
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(de menor intensitat). Per tant, si que s'havia format algun tipus d'adducte monofuncional, pero

aquest va coeluir amb la cadena | inicial.

Els tres adductes bifuncionals es van aillar per HPLC i es detecta per EM MALDI-TOF la
mateixa massa per a tots ells. La caracteritzacié mitjangant digestié enzimatica amb una 3'- i
una 5'-exonucleasa només es va realitzar per als dos compostos més majoritaris (I-Pt1 i I-Pt3).
Per a I-Pt1, amb la 3'-exonucleasa no es va detectar cap producte de digestié a temps curts.
Tot i aixi, a temps relativament llargs, es va observar una massa corresponent a un guany
d'una molécula d'aigua i posterior pérdua d'una timina, que s'explicaria per I'actuacié de la 3'-
exonucleasa com a endonucleasa, hidrolitzant un enllag fosfodiester del cicle i eliminant pT
(aquest tipus de reaccioé "anomala" ja s'havia vist per a dos adductes derivats de “dX'TTGT,
IG2 i IG3). Amb la 5'-exonucleasa, rapidament es va detectar la péerdua de X'pAp, i no fou fins
al cap de 1 h que es va observar I'eliminacié del seglient nucleotid de la seqliéncia, la citosina
de l'extrem 5'. Es pot suposar que, tot i la dificultat de digerir la citosina, la coordinacio del
metall estaria ubicada al N7 de la guanina més propera a I'extrem 5'. Sovint els enzims tenen
dificultat per digerir les nucleobases més properes a una posicio platinada,18 sobretot en el cas
particular de les 5'-exonucleases, que sén molt sensibles a l'estructura secundaria i a la

llargaria de la cadena substrat."®

Per a I-Pt3, I'adducte majoritari de tg 28.7 min, amb la 3'-exonucleasa es va detectar inicialment
la digestié dels dos nucleotids de I'extrem 3' (pApG) i, com en el cas de I-Pt1, amb el temps es
va observar el guany de 18 unitats per després donar lloc a la pérdua d'una timina (actuacio
com a endonucleasa, en no poder digerir el nucleodtid platinat). Aixo indicaria que la coordinacio
del plati, per I'extrem 3' del quelat, té lloc al N7 de la guanina central de la sequéncia. Amb la
5'-exonucleasa, rapidament va tenir lloc la digestié de X' i de la A veina, detectant també el
fragment corresponent a la pérdua de la C segient. Aquesta massa va ser majoritaria amb el
temps, la qual cosa implica que l'altre punt de coordinacié és la G més propera a l'extrem 5'
(Figura 3.14).

?
i transplati ' ' '
SdXIACGTTGAG —— » 5dX'ACGTTGAG SdX'ACGTTGAG SdX'ACGTTGAG
1-Pt1 I-Pt2 1-Pt3
7 : trans-Pt(NH;), ~3 ~2 ~5
5-exonucleasa —> -X'pApCp -X'pApCp
adducte minoritari
3-exonucleasa >  Noreacciona no caracteritzat -PAPG
tllargs: +18'pT tllargs: +18'pT

Figura 3.13. Adductes formats en la reaccié del transplati amb I'oligonucleotid I. S'indica la proporcié en

queé es formen i es resumeixen els resultats de caracteritzacio dels adductes majoritaris.
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3'-exonucleasa +18-pT
—_—

-1 1 ,
X'ACGTTGAG XACG TGAG > Pt-N7°G

U /
SdX'ACGTTGAG ~ap
S 1 c 1
- p 5-
Pt CGTTGAG ~—___. =~ GTTGAG = PtNT°G
-exonucleasa ~ lent

3'-exonucleasa \
XACGTIG —— XACG TG = Pt-N7Gcentral

' |—.—| /
SdX'ACGTTGAG \"\CL
api
|—’—| -C * 3
I-Pt3 CGTTGAG ———=  GTTGAG = PtNT°G
5'-exonucleasa ~ lent

Figura 3.14. Estructura dels productes de digestio detectats per EM MALDI-TOF per a I-Pt1 i I-Pt3.

Ni els possibles adductes monofuncionals ni I'adducte bifuncional I-Pt2 es van caracteritzar,
perque eren minoritaris i no podien ser aillats purs. Pel que fa als adductes monofuncionals, és
d'esperar que aquests fossin els productes de coordinacié del transplati al N7 d'alguna de les
tres guanines presents a la sequéncia. Respecte a I-Pt2, es podria pensar, tal i com s'ha
dibuixat a la Figura 3.13, que la coordinacié del plati tingués lloc a les dues guanines més

properes a l'extrem 3'.

Aixi, en les reaccions de platinacié de I'oligonucledtid amb un nucledsid modificat amb un grup
imidazole, X' no juga cap paper fonamental durant el procés de complexacio, ni a pH acid ni
neutre. Aquest resultat contrasta amb els obtinguts amb els oligonucledtids model (capitol 2),
on l'anell d'imidazole és un punt de coordinacié en tots els adductes formats. Cal dir, no
obstant, que en els oligonucledtids *dX'TTNT (N: C, A, G) només hi ha dues nucleobases
reactives i, per tant, els adductes monofuncionals Pt-A/C/G evolucionen a quelats X-Pt-A/C/G.
En el cas de l'oligonucleodtid I, inicialment es formarien adductes monofuncionals per
coordinaci6 del plati a les guanines, per donar lloc amb el temps a tres adductes bifuncionals,
on s'estableix preferentment una unié Pt-G més que no pas Pt-X'. A pH lleugerament acid la
reaccio és més rapida que a pH neutre, perd en ambdds medis s'obtenen els tres adductes
bifuncionals amb una proporcié similar, els dos majoritaris dels quals s'ha vist que corresponen
a *dX'ACGTTGAG-Pt(NH;), i *dX'ACGTTGAG-Pt(NH;),. Tot i que en general es considera
I'adducte (G1,G3)-intracadena un dels adductes majoritaris en la reaccié del transplati amb
DNA monocatenari, amb aquesta seqiiéncia els majoritaris resulten ser adductes del tipus
(G1,G4) i (G1,G6).

3.2.3 Reaccié6 del transplati amb *dX'X’ACGTTGAG i
YdX°X'ACGTTGAG

Una vegada estudiades les reaccions de complexacidé entre transplati i els oligonucledtids
YdXACGTTGAG (X = X° 0 X), es va passar a treballar amb els oligonucleotids que presenten

els dos nucledsids modificats a I'extrem 5' de la cadena. Altre cop es van realitzar els estudis
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situant les dues modificacions en un sentit o en l'altre, per avaluar la diferent reactivitat en
funcié de la seva disposicid en la sequéncia. Com ja s'ha vist en el capitol 2, en el sistema
model *dX3X'TTTT i *dX'X3TTTT, el plati coordina les dues nucleobases modificades, a través

del grup tioéter i cadascun dels nitrogens de I'anell d'imidazole.

Es va considerar oportu portar a terme les reaccions emprant dos medis diferents, un medi amb

perclorat i acetat a pH lleugerament acid, i un medi fosfat a pH neutre.

3.2.3.1 Reaccio del transplati amb >dX'XSACGTTGAG

Es va dur a terme la reaccié amb *dX'XSACGTTGAG (oligonucledtid IS) i 1 eq de transplati,

emprant els seglients medis aquosos:
-10 mM NaClO4/4 mM NH4OAc pH 5.3 (medi perclorat)
-10 mM NaHB,PO,/Na,HPO, pH 7.0 (medi fosfat)

També en aquest cas, en medi perclorat a pH relativament acid es va detectar un major
percentatge de platinacié a temps relativament curts (t;, ~ 5 h a 37 °C). En ambdéds casos,
inicialment es va formar un adducte bifuncional majoritari (IS-Pt1, tz: 20.5 min), que al cap de
dos dies va anar evolucionant per donar lloc a diferents adductes bifuncionals, molts d'ells
solapats amb el producte de partida (Figura 3.15). Tan sols es pogueren aillar i caracteritzar IS-
Pt1 i I'adducte I1S-Pt2 (tr: 24.0 min), que presenten uns punts de coordinacié de naturalesa
diferent. En medi fosfat, la reacci6 va transcoérrer més lentament, de manera que al cap de 2
dies encara hi havia un 73 % d'oligonucledtid inicial (t, > 2 dies a 37 °C). En medi perclorat es
van obtenir uns crus més heterogenis, amb els pics cromatografics més amples i menys ben

resolts. En cap cas no es van detectar adductes monofuncionals.

Cal dir que aquestes reaccions es van portar a terme amb una mostra d'oligonucleotid IS que
contenia un 7 % d'oligonucleotid en forma oxidada, el qual es va mantenir inalterat gracies a la

major reactivitat del nucleosid XS amb el grup tioéter en forma reduida.

| B C D |
cade"il‘s Is-Pt1| | 'S
~ IS-Pt2
IS-Pt1 ~

cadena ISox l
\_ \ ) | )
-l_J . \ \ ”J " Il,l ]

0 40 |0 40 10 40 |0 40

Figura 3.15. Perfils de HPLC de la reaccié de complexacio amb IS en medi perclorat als 30 min (A), 5 h
(B), 1 dia (C) i 2 dies (D).
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A B C
s | ‘
[
IS-Pt2 |
Is-Pt1 ||
N ) \ II.
|
0 40 |0 40 |0 40

Figura 3.16. Perfils de HPLC de la reaccié de complexacié amb IS en medi fosfat a les 3 h (A), 6 h (B) i
2 dies (C).

La caracteritzacid dels adductes es va realitzar, com sempre, per tractament oxidatiu i
digestions enzimatiques. IS-Pt1 es va mantenir estable durant el tractament amb H,O,, de
manera que el sofre esta coordinat al plati(ll). Amb la 5'-exonucleasa no es va detectar cap
fragment de digestid, excepte a temps forga llargs (> 1 h) en qué es va iniciar un procés de
digestié per I'extrem 3. En el tractament amb la 3'-exonucleasa, es van anar detectant els
diferents fragments de digestio, essent I'Ultima massa que es pogué detectar la que correspon
a la pérdua de pCpGpTpTpGpApG. Aixi, doncs, IS-Pt1 resulta de la coordinacio del metall als

dos nucledsids modificats X' i X5.

En el cas de I'adducte I1S-Pt2, per tractament oxidatiu va tenir lloc I'oxidacié del grup tioéter a
sulfoxid, posant de manifest que en aquest cas no hi ha una unié Pt-S. Mitjancant la 5'-
exonucleasa, inicialment no es va obtenir cap fragment de digestio, perd a temps més llargs es
va detectar basicament un increment de 18 unitats i la pérdua del nucleosid X5, resultat
sorprenent que no s'ha sabut explicar. Amb la 3'-exonucleasa es va detectar la pérdua de
pTpTpGpApG, la qual cosa indica la coordinacid del metall a la G més propera a I'extrem 5' de
la seqliéncia.

Per tant, inicialment té lloc la formacié d'un adducte bifuncional cinéticament molt afavorit, per
coordinaci6 del plati(ll) al grup tioéter i a I'imidazole. Aquest producte amb el temps evoluciona,
donant lloc, entre d'altres, a un quelat termodinamicament més estable, amb coordinacié a
dues posicions nitrogenades, X' i el N7 de la guanina. En la reaccio amb *dX'X5TTTT, aquesta
migracié no esta afavorida, donada la baixa reactivitat de les timines, i per aixd la vida mitjana

de l'adducte, tot i estar coordinat per les mateixes posicions, és més gran.

Com ja s'ha comentat anteriorment (capitol 2), és ldégic que no es detectés cap adducte
monofuncional. La coordinacié Pt-S afavoreix la labilitzacié del clorur en trans, per donar lloc

rapidament a I'adducte bifuncional IS-Pt1.
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. transplati ' * ' c
SdX'XSACGTTGAG ———» FdXIXSACGTTGAG — » ZdXIXSACGTTGAG

[ trans-PNHy), 1S-Pt1 I1S-Pt2

H,0, no s'oxida s'oxida

no reacciona

'-exonucl ; .
5'-exonucleasa tiargs: +18-XS i altres (anomal)

no reacciona

3'-exonucleasa -pCpGpTpTpGpApPG -pTpTpGpApPG

Figura 3.17. Esquema de la reaccié de transplati i I'oligonucleotid 1S, amb un resum dels resultats de

caracteritzacio.

Finalment, es va realitzar la reaccid amb l'oligonucleodtid IS a major escala, per tal d'aillar en
quantitat més gran l'adducte maijoritari a temps curts (IS-Pt1). Es va dur a terme en medi
perclorat, pel fet que la platinacié té lloc més rapidament. D'aquesta manera, després d'un dia a
temperatura ambient es va obtenir un 60 % de platinacié i es va aillar I'adducte 1S-Pt1 amb un
rendiment global del 19 % (Figura 3.18). Aquest producte platinat s'empra posteriorment

(apartat 3.3.1) per als estudis d'entrecreuament amb la cadena complementaria G1.

IS-Pt1'
N\ ISox

bos

0 40 |0 40

Figura 3.18. Perfils de HPLC de la reaccio de platinacio a gran escala de IS al cap de 24 h (A), i de
l'adducte 1S-Pt1 aillat (B).

3.2.3.2 Reacci6 del transplati amb *dX*X'ACGTTGAG

Com en el cas anterior, es va realitzar la reaccié entre *dX*X'ACGTTGAG (oligonucleotid SI) i 1

eq de transplati, emprant dos medis tamponats diferents, el tampo fosfat i el tampé perclorat.

En aquest cas també es va observar un major percentatge de platinacié a temps curts en medi
perclorat. En ambdues reaccions es forma inicialment un adducte bifuncional (SI-Pt1) que amb
el temps va donar lloc a la formacidé, entre d'altres, a SI-Pt2, adducte bifuncional que va coeluir
amb I'oligonucleotid de partida. Tot i que I'evolucié de les dues reaccions va ser similar, en medi
fosfat es pogué veure clarament la disminucié amb el temps de I'adducte SI-Pt1, majoritari a

temps curts, per donar lloc a un increment del pic que correspondria a oligonucleotid inicial. Tot
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i aixi, l'analisi per EM MALDI-TOF de l'esquena d'aquest pic cromatografic va mostrar

basicament la presencia del nou adducte platinat SI-Pt2 (veure Figura 3.19-C).

SI

SI-Pt1 SI-Pt2

0 40 |0 40 |0 40 |0 40

Figura 3.19. Perfils de HPLC de la reaccid de platinacio de S| en medi perclorat a les 1.5 h (A), 6 h (B), 1
dia (C) i 2 dies (D).

A S o ; C S
|
S"P\t:| ’ SI-Pt2
! Slox\
0 40 | o 40 | o 40

Figura 3.20. Perfils de HPLC de la reaccio de platinacié de Sl en medi fosfat a les 6 h (A), 1 dia (B) i 2
dies (C).

Un cop aillats per HPLC els dos adductes SI-Pt1 i SI-Pt2, es realitza la corresponent
caracteritzacié (Figura 3.21). Per a SI-Pt1, l'adducte es va mostrar estable al tractament
oxidatiu amb H,O,, alhora que amb la 5'-exonucleasa no es va detectar cap fragment de
digestié. Amb la 3'-exonucleasa es va observar la pérdua dels diferents nucleotids i, en aquest
cas, es pogué detectar la massa corresponent a XSX'-Pt(NH3)2, tot i que en baixa intensitat,

confirmant la coordinacié del transplati a les dues nucleobases modificades.

Per a SI-Pt2, I'adducte va donar lloc a la massa amb un increment de 16 unitats per tractament
amb H,0,, posant de manifest que el grup tioéter no es troba coordinant I'i6 metal-lic. Aquest
resultat es va confirmar amb la 5'-exonucleasa pel fet que es va detectar la digestié del
nucleotid X°. A temps més llargs, també es va observar un increment de 18 unitats i altres
masses "anomales", corresponents a la hidrdlisi d'un enllag fosfodiester i a la possible digestié
d'algun nou nucleoétid. En cap cas es va detectar la pérdua de X', indicant la coordinacié del

metall a aquesta nucleobase. Amb la 3'-exonucleasa es va poder observar correctament la
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digestio de pTpTpGpApG, indicant la coordinacié del metall a la guanina més propera a

I'extrem 5'.

transplati * 7
SdXSX'ACGTTGAG ———» 5TdXSXIACGTTGAG ——» 5SdXSX'ACGTTGAG
7 tans PN, SI-Pt1 SI-Pt2
H,0, no s'oxida s'oxida
teurtst 'XSD

1
1
i
1
5-exonucleasa i . .
i no reacciona tiargs: -X°p+18 i altres (anomal)
i
1
1
1
1

3'-exonucleasa -pApCpGpTpTpGpApG -pTpTpGpApG

Figura 3.21. Resum dels resultats de la reaccid entre transplati i I'oligonucleotid Sl.

En aquest cas, també es realitza la reaccid6 amb [l'oligonucledtid SI a major escala, per tal
d'aillar I'adducte majoritari a temps curts (SI-Pt1). Es dugué a terme en medi fosfat, pel fet que
els perfils de HPLC en aquest medi havien presentat pics menys amples que en medi perclorat,
alhora que no s'havia detectat una gran diferéncia en el grau de platinacié. D'aquesta manera,
després d'un dia a temperatura ambient, s'obtingué un 41 % de platinacié i es va aillar I'adducte
SI-Pt1 amb un rendiment global del 27 %.

SI B

SI-Pt1
\A 1

0 40 |0 40

Figura 3.22. Perfils de HPLC de la reaccio de platinacio de Sl al cap de 24 h (A), i de l'adducte SI-Pt1
aillat (B).

Comparant aquestes reaccions amb les de l'oligonuclectid IS, es posa de manifest que en
ambdos casos es forma inicialment un adducte en el que el metall coordina el grup tioéter i
I'imidazole, el qual evoluciona per migracidé del plati del tioéter a una posicié nitrogenada per
donar lloc a un nou adducte més estable termodinamicament. En tots dos casos, el nou
adducte maijoritari presenta la coordinacié del metall a la guanina més propera a l'extrem 5' i a

limidazole. Es important destacar que, tot i que en les condicions d'analisi es detectés un unic
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pic cromatografic, cal pensar que correspon a una barreja dels dos isbmers constitucionals

resultants de la coordinacio tant al Nx com al Nt de I'anell d'imidazole de X'.

Els resultats obtinguts amb ambdds oligonucleotids, IS i S, presenten un cert paral-lelisme amb
els resultats previs obtinguts en el grup de treball amb I'hibrid PhacHisGlyMet-espaiador-
YdCATGGCT i transplati.”® En aquell cas, inicialment té lloc la formacié d'adductes bifuncionals
per coordinacié del metall al sofre de la metionina i al N7 de la guanina de l'extrem 5', que
posteriorment evolucionen cap a adductes de major estabilitat termodinamica per migracié del
plati de la metionina a la histidina, mantenint-se la coordinacié a la guanina. Aixi, doncs, els
adductes cinétics S-Pt-N evolucionen per donar els adductes termodinamicament més estables
N-Pt-N, com en molts d'altres experiments amb complexos de platl'(ll).21 L'anica diferéncia és
que tant amb I'oligonucledtid IS com S, els adductes inicials impliquen la coordinaci6 al tioéter i
a l'anell d'imidazole, mentre que per a I'hibrid la interaccio té lloc pel tioéter i la guanina de
I'extrem 5'. Aquests fets diferencials probablement responen a la disposicié espacial de les
molécules, ja que en els oligonucleotids IS i Sl la proximitat del grup tioéter a X' afavoreix la
interaccié amb I'anell d'imidazole. D'altra banda, la superior estabilitat dels complexos X5-pt-X'
respecte a la dels adductes metionina-Pt-guanina dels estudis amb conjugats podria estar
relacionada amb el fet que provoquen una menor distorsid en la molécula, en estar unit el
metall a posicions properes en l'espai. Es possible que la unié a punts més allunyats en la

sequéncia obligui a plegaments que impliquen major repulsio electrostatica entre els fosfats.

Un aspecte positiu important en aquests experiments és que, en un oligonucledtid que conté
totes les bases, la combinacié de les dues nucleobases modificades és la que déna lloc a
mescles de productes de platinaci6 menys complexes, essent més facil l'aillament dels

productes maijoritaris.

3.3 REACCIONS D'ENTRECREUAMENT

Un cop analitzada I'evolucié de les reaccions de platinacié de les cadenes modificades de tipus
antisentit, es va passar a estudiar les reaccions d'entrecreuament d'aquestes en presencia de
la cadena complementaria. Com s'ha comentat en els objectius de la Tesi, la formacié
d'entrecreuaments es va abordar de dues maneres diferents: duent a terme la reacci6é entre
transplati i I'oligonucleotid modificat en preséncia de la cadena complementaria, o bé fent
reaccionar un oligonucleoétid platinat amb la cadena complementaria. Tal i com es mostra a la

Figura 3.23, s'hi referira com a via A o via B, respectivament.

Pel que fa a la primera alternativa, es va assajar la reaccid d'entrecreuament amb diferents
cadenes modificades (vegeu la Taula 3.4 a l'apartat 3.3.3). Per a la segona alternativa, tan sols
es va treballar amb els adductes intracadena X'-Pt-X° generats en la reaccié del transplati amb
els oligonucledtids Sl i IS, donat que sén adductes estables que es formen en proporcid
important al llarg del procés. Cal recordar que en la reaccié de I'oligonucledtids S no es van

obtenir adductes estables i que els que es formen a partir de I'cligonucleotid | no representen
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cap novetat respecte als estudis duts a terme amb anterioritat per altres autors (no impliquen la
coordinacié a X').

via A
oligonucleotid modificat (in situ)
ISo Sl AANANANAN
+ transplati en condicions
Cadena G1 dlhlbrldaCI(’) \JVVV'*\MI\N\NV\J"
viaB adducte
L d'entrecreuament
adducte platinat intracadena _—
I1S-Pt1 o SI-Pt1 cadena G1 r.—l . trans-Pt(NH3),

Figura 3.23. Possibles vies d'obtencié d'adductes bifuncionals amb una unitat de trans-Pt(NHs).

intercadena.

Respecte a les cadenes complementaries amb les que s'havia d'establir I'entrecreuament, es
va treballar amb oligonucleotids de diferent longitud (vegeu la Taula 3.6 de l'apartat 3.3.4), tot
ells contenint com a minim una guanina a la zona de I'extrem 3', a la qual el plati es podria unir.
Aquest disseny es basa en els resultats obtinguts en estudis anteriors, realitzats amb [I'hibrid
PhacHisGIyMet-espaiador-5'dCATGGCT, que indiquen que la reaccié d'entrecreuament
evoluciona per a donar un adducte bifuncional on el plati acaba unit a la guanina de I'extrem 3'
de la cadena complementaria (Figura 3.24).

transplati —*—]
Hiswn Met v SdCATGGCT  — » Hiswn Met nnnddCATGGCT
37°C, H,0

SdGTACCGA®
15°C

Tt -Pt(NH '
r®7: trans-Pt(NH3), Hisow Met nmu@dCATGGCT

L\\\\‘\\jE?TACCGA

Figura 3.24. Formacio de I'adducte d'entrecreuament, a partir de I'nibrid péptid-oligonucleotid platinat, en

preséncia de la cadena complementaria.

Tal i com s'explica a l'apartat 3.2 de la part experimental, per a l'estudi de les reaccions
d'entrecreuament va ser necessaria la introduccié de noves técniques d'analisi per al seguiment
de les reaccions, concretament HPLC de bescanvi anionic i PAGE. La separacio
cromatografica dels productes d'entrecreuament no va ser possible emprant HPLC en fase
reversa, perd |'Us d'acetat de ftrietilamoni cinc vegades més concentrat si que permeté
l'aillament d'un adducte d'entrecreuament sintetitzat a gran escala, per tal d'estudiar-ne
I'estructura mitjangant RMN.
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Com es veura més endavant, un fet que va sorprendre en l'analisi dels crus de reaccio
mitjangant HPLC de bescanvi anionic és la deteccié d'un pic ample de tg 15-20 min. En aquest
pic, que en certs casos es va eixamplar molt o va aparéixer com a doble pic, coeluien la
cadena complementaria G1 (3'dGTTTGTGCAACTC) i mescles de cadenes modificades reduida
i/o oxidada, aixi com I'adducte intracadena, tal i com es va comprovar per EM MALDI-TOF. Per
intentar entendre el que estava passant, es van analitzar per HPLC de bescanvi anionic la
cadena control C i la complementaria G1, i posteriorment es van coinjectar ambdues, tal i com

mostra la Figura 3.25.

0 30 |0 30 |0 30

Figura 3.25. Perfils de HPLC de bescanvi anionic dels oligonucleotids C (A) i G1 (B), i coinjeccio dels

dos (mateixa quantitat).

Es va observar que el pic corresponent a la cadena C va disminuir d'intensitat i va aparéixer un
nou pic ample de tgr més gran que el de G1, que va correspondre a una mescla de C i G1.
Aquests resultats fan pensar que degut a I'elevat contingut en sals dels eluents de HPLC en
condicions de bescanvi anidnic (quantitats creixents de NaCl, 0.25-0.50 M), les cadenes
oligonucleotidiques complementaries tendeixen a estructurar-se en forma de doble cadena (tal i
com es veura a l'apartat 3.3.4, les cadenes no complementaries es detecten en el tg esperat).
La desnaturalitzacié prévia de la mostra (per escalfament o per addici6 de DMF) no va
permetre millorar el perfil cromatografic. L'aillament dels productes, en aquests casos, va

requerir una etapa previa de dessalatge mitjangant columnes Sep-Pak.

L'electroforesi en gel de poliacrilamida al 20 % (en condicions desnaturalitzants amb urea 7 M)
va permetre visualitzar i confirmar la formacié d'entrecreuaments entre cadenes
oligonucleotidiques, pel fet que aquests adductes presenten una menor mobilitat electroforética
que les cadenes senzilles. Les cadenes modificades amb un grup tioéter i amb un grup
imidazole presenten una menor mobilitat del que s'esperaria per a oligonucledtids de la seva
talla, fins al punt que presenten una lleugera major mobilitat els oligonucledtids complementaris
de 13 nucledtids que els oligonucledtids modificats amb x5 iX (de 10 nucleotids de llargaria).
D'altra banda, els adductes intracadena IS-Pt1 i SI-Pt1 son relativament inestables a les

condicions d'electroforesi, i aixd0 esta probablement relacionat amb la coordinacio del plati a
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I'atom de sofre que pot donar lloc, en aquestes condicions, a una desplatinacié de les mostres.
En canvi, els adductes platinats amb unions N-Pt-N (adductes intercadena o d'entrecreuament)
son completament estables, de la mateixa manera que ho sén els adductes (G1,G3)-

intracadena descrits per Leng i col-laboradors.

Pel que fa a l'analisi directa del cru de reaccié mitjangant EM MALDI-TOF, la deteccid es va
veure dificultada degut a I'elevat contingut sali de la mostra. Tot i que es podia observar la
massa corresponent a producte d'entrecreuament, no era prou clara com per assegurar la seva
existéncia real en el medi de reaccid, ja que podia ser un artefacte de la propia técnica. D'altra
banda, per a I'analisi dels productes col-lectats de HPLC de bescanvi anionic, va ser necessari
I's de puntes Zip Tip, per tal de dessalar i concentrar el producte (per a mostres analitiques).
La caracteritzacio dels adductes formats es va realitzar seguint els mateixos procediments que

per als casos anteriors, mitjangant tractaments amb 3'- i 5'-exonucleases i amb H,0.,.

3.3.1 Reaccions d'entrecreuament entre I'oligonucleoétid IS i G1

Les dues possibles vies de formacié d'entrecreuaments, de les que ,
SdX'XSACGTTGAG
ja s'ha parlat a l'apartat 3.3, es mostren a la Figura 3.23. Les | 34GTTTGTGCAACTC
—
reaccions es van realitzar a la mateixa concentracio de duplex (10 \\
M), en un medi tamponat 10 mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 7.0, 100 | fragment no complementari

mM NaCl. En el cas de la via A es va emprar 1 eq de transplati. Les reaccions es van deixar
evolucionar a 16 °C, de manera que a aquesta temperatura s'assegurava la formacié de la

doble cadena (Tms+c1) = 32.0 °C, capitol 1).

El seguiment de les reaccions per HPLC de bescanvi anionic (veure Figura 3.26) va permetre la
separacié cromatografica dels diferents productes de reaccio. Als 9 dies, es va detectar en
ambdds casos la formacié del mateix adducte bifuncional intercadena (IS-Pt-G1, tz: 20.9 min),

producte d'entrecreuament que no havia pogut ser aillat en condicions de fase reversa.

A ISPEGI_ B ISPLG1_ C
|
1S-Pt1 |||
b - ~G1
llf | \I |
IS |s0x | ‘ ! -:
| N ||
| o Ll
|u'| I\.."th - r J‘l !I'u"\., I AN A ]l l' ‘I I
) \___. (A S LWL P L — N

Figura 3.26. Perfils de HPLC de bescanvi anionic al cap de 9 dies de les reaccions IS + G1 + transplati
(A)iIS-Pt1 + G1 (B), i del producte d'entrecreuament IS-Pt-G1 aillat (C).
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Tal i com mostra a la Figura 3.26, a la reaccio seguint la via B, on es partia de I'adducte 1S-Pt1,
s'observa la seva desaparicié per donar lloc al producte d'entrecreuament amb G1. D'altra
banda, a la reaccié seguint la via A es va detectar la presencia de I'adducte bifuncional
intracadena IS-Pt1, on el plati coordina les dues nucleobases modificades, a més a més del
producte d'entrecreuament IS-Pt-G1. Sembla, per tant, que primer es platina la cadena IS, i que
després reacciona amb l'oligonucleotid G1; és a dir, que la seqliéncia de passos quan es
barregen els tres components és la mateixa que quan es defineix l'ordre del procés mitjangant
platinacié prévia (Figura 3.27). Tot i aixi, la reaccié in situ (via A) dona lloc més lentament a la
formacié de I'adducte final, pel fet que hi ha I'etapa addicional de platinacié de I'oligonucleotid

IS (hibridat a G1) abans de formar-se I'entrecreuament.

viaA
(in situ)
SdX'XSACGTTGAG  transplati  ~
. NEERREN _ >
SdGTTTGTGCAACTC  condicions
d'hibridacié
5'dX'r).(;ACGTTGAG SdXIXSACGTTGAG
r._|: trans-Pt(NH3), >-—> (Trirrer |— X\G
SdGTTTGTGCAACTC SdGTTTGTGCAACTC
via B adducte platinat
. cadena G1 intercadena IS-Pt-G1
SdXIXSACGTTGAG —— D
condicions
adducte platinat d'hibridacio
intracadena I1S-Pt1

Figura 3.27. Proposta per I'evolucié de la reaccid per a les dues vies emprades.

Mitjangant PAGE es pogué visualitzar també la formacié d'aquests adductes d'entrecreuament.
Tal i com s'observa a la Figura 3.28, el carril 3 correspon a la reacci6 seguint la via A (reacci6 in
situ) i el carril 2 és la reaccio seguint la via B (partint de I'adducte IS-Pt1), als 12 dies de
reaccio. Tot i que per HPLC es va detectar la presencia de I'adducte bifuncional intracadena IS-
Pt1 en el medi de reaccié seguint la via A, per PAGE practicament no es va visualitzar. El
producte no fou estable en les condicions d'analisi, donant lloc majoritariament a la banda que

correspon a oligonucleotid IS.

M LY 2 o 5 6
: — —= <— adductes intercadena
<— adductes intracadena
| .
. = = - == | <— oligonucleotids

Figura 3.28. Gel de poliacrilamida als 12 dies de reaccio: oligonucleotid IS (1), reaccié I1S-Pt1 + G1, via
B (2), reacci6 IS + G1 + transplati, via A (3), oligonucledtid G1 (4), oligonucledtid Sl (5), reaccié SI + G1 +
transplati, via A (6).
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Tant IS-Pt1 com I1S-Pt-G1 es van aillar per HPLC de bescanvi anionic i es van dessalar amb
una columna Sep-Pak. La caracteritzacié del producte intracadena aillat de la reaccié seguint la
via A, que va eluir amb el mateix temps de reaccié que IS-Pt1 emprat com a reactiu de la via B,
va corroborar que es tracta del mateix adducte, on el plati coordina xS iX (apartat 3.2.3.1). Ala
Figura 3.26-C es mostra el perfil cromatografic de I'adducte IS-Pt-G1 pur, detectant-se una
esquena (4 %) que correspon a l'adducte en forma oxidada (el tiogéter s'oxida amb I'oxigen
atmosferic durant el seu aillament). Aquesta impuresa no va impedir la correcta caracteritzacié
de l'adducte, alhora que ja posava de manifest que el tioéter no intervé en la coordinacié al
metall. En l'analisi de 1S-Pt-G1, per EM MALDI-TOF es va detectar la massa corresponent a les
dues cadenes oligonucleotidiques i una unitat de trans-Pt(NH3),. Per tractament oxidatiu, la
massa de l'adducte va incrementar en 16 unitats, indicant que el grup tioéter no es troba a
I'esfera de coordinacio del plati. Tot i que els crus de digestié no van ser facils d'interpretar, pel
fet que en aquest cas els enzims poden actuar alhora fragmentant les dues cadenes, la 3'-
exonucleasa va anar digerint la doble cadena fins a I'obtencié del fragment que es mostra a la
Figura 3.29, la qual cosa indica que el plati coordina el nucleosid X'ila segona guanina de la
cadena complementaria comengant per I'extrem 3'. Aixi, doncs, només amb la digesti6 amb
aquest enzim ja es pogueren elucidar les dues posicions de coordinacié del plati. D'altra banda,
I'assaig amb la 5'-exonucleasa va permetre detectar la pérdua dels nucleodtids de I'extrem 5' de
la cadena complementaria (ja que la cadena IS presenta l'atom de plati coordinant la
nucleobase modificada de I'extrem). En aquest cas el fragment final de digestié fou el que es
mostra a la Figura 3.29, no observant-se I'eliminacio de la timina veina a la guanina platinada.
En algun altre cas ja s'havia observat que els nucledtids propers a la posicié de platinacié
poden ser més dificils de digerir per part de les 5'-exonucleases (apartat 3.2.2).19 Aquests
resultats van ser idéntics independentment de la via sintética per la qual s'arriba a 1S-Pt-G1,

indicant per tant que s'obté el mateix producte platinat per ambdos camins.

En aquest punt ja es pot avangar que, posteriorment, es va estudiar I'estructura de I1S-Pt-G1
mitjiancant RMN (apartat 3.3.3.2) i es va confirmar que el plati es troba coordinant les
nucleobases esmentades. També es va veure que I1S-Pt-G1 és, de fet, una mescla dels dos

isdbmers constitucionals que resulten de la coordinacié del metall als dos nitrogens imidazdlics.

H,0,

4 augment de 16

unitats de massa

, 3-exonucleasa | SdxIxs pxSs  %dx!
SdX'XSACGTTGAG X\b x\b
‘< ¥dGTGCAACTC 3dGTGCAACTC

SdGTTTGTGCAACTC

——> NO hi ha uni6 Pt-S

IS-Pt-G1

( no es digereix la T veina a )
—_—

\_ la posicio d'entrecreuament

5'-exonucleasa 5'dx'\)\(:ACGTTGAG
T

SdGTTTGT

Figura 3.29. Esquema dels resultats de caracteritzacié de I'adducte 1S-Pt-G1.
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Es interessant comparar aquests resultats amb els obtinguts amb la metodologia de Leng.’ En
aquell cas, realitzen la reacci6é d'entrecreuament seguint la via B, és a dir, partint de I'adducte
(G1,G3)-intracadena previament aillat (veure Figura 3.3). En posar en contacte aquest adducte
amb la corresponent cadena complementaria, té lloc la hibridacié i seguidament es déna la
reaccié d'isomeritzacié, que consideren que deu tenir lloc per atac directe de la citosina
(complementaria a la 5'G) sobre I'enllag Pt-3'G. No sembla possible que la reaccié transcorri
mitjangant la formacié d'un intermedi de tipus adducte monofuncional, pel fet que és
independent de la concentraci6 de sals en el medi. Ara bé, quan fan la reaccié
d'entrecreuament partint d'una mescla d'adductes monofuncionals (per coordinacié del
transplati a cadascuna de les guanines de la seva sequéncia), no observen la formacié de
I'adducte bifuncional (G1,G3)-intracadena, sind que directament té lloc la formacié d'adductes
d'entrecreuament (Figura 3.30). Aix0 els fa suposar, per tant, que la formacié de I'adducte
(G1,G3)-intracadena ha de ser més lenta que la reaccié d'entrecreuament, en les condicions
del seu assaig. Logicament, en estar la cadena amb I'adducte monofuncional hibridada, té una
flexibilitat més limitada i els quelats intracadena es formen menys facilment. En canvi, en el
nostre cas, en realitzar la reaccid d'entrecreuament partint de les dues cadenes
oligonucleotidiques sense platinar, la coordinacié inicial i rapida al sofre déna lloc a la formacio
del quelat intracadena IS-Pt1 a I'extrem de la cadena modificada, poc implicat en la formacié
del duplex. Posteriorment, té lloc la migracié del plati del tioéter a una posicioé nitrogenada de
I'altra cadena del duplex, concretament a la guanina que es troba en posicié complementaria a
X5,

(I:I Cltl
[PtCI(H,0)(NH3),]* HsN-Pt—NH;3 H3N-Pt—NH;
SGXG® > SGXG®. + SGXGE——
temps curts
de reaccio

X cadena

complementaria

|—0—|

GXG

. ;

mescla d'adductes
d'entrecreuament

—@— : trans-(NH3),Pt(Il)

Figura 3.30. Formacié d'una mescla de productes d'entrecreuament a partir dels adductes

monofuncionals de la cadena antisentit (Leng i cols.).*®
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3.3.2 Reaccions d'entrecreuament entre I'oligonucleoétid Sl i G1

Un cop comprovada la formacié eficient d'adductes d'entrecreuament )

b l'oli leotid 1S int les d : | ient SdXSXIACGTTGAG
amb I'oligonucleoti seguint les dues vies, el seglient pas va ser | 3 srrreTGCAACTC
realitzar el mateix estudi amb I'oligonucleotid Sl seguint les mateixes \
condicions experimentals (Figura 323) fragment no complementari

Les reaccions d'entrecreuament es van dur a terme també a 16 °C per tal d'afavorir la hibridacio
de la doble cadena. Tot i que no es va determinar el valor de T, en aquest cas concret, cal

suposar que ha de ser practicament idéntic al del duplex format per IS i G1.

S'obtingueren uns perfils cromatografics similars als de la reacci6 amb IS, de manera que
partint de I'adducte intracadena SI-Pt1 es va formar I'adducte SI-Pt-G1 (veure Figura 3.31-B, tr:
20.5 min), que en aquest cas sorti en forma de doble pic. A la reacci6 in situ partint de
I'oligonucleotid Sl (via A), la preséncia d'adducte entrecreuat SI-Pt-G1 fou menor que per a la
reaccié amb IS. A més a més, es va detectar la formaci6 de l'intermedi SI-Pt1, tz: 2.9 min, la
qual cosa indicava que també en aquest cas l'obtencié de l'entrecreuament passa pel mateix
intermedi SI-Pt1. En la reaccié amb I'adducte SI-Pt1 preformat (via B), I'obtencié de I'adducte
d'entrecreuament va ser més eficient que per a la via A, tant cinéticament com pel que fa al
percentatge de producte generat. Tot i aixi, seguint la via B, la formacié de Il'adducte
d'entrecreuament va tenir lloc en menor proporcié que per a la reacci6 amb IS-Pt1 en les

mateixes condicions experimentals.

A sipt lf B 1 18I-Pt-G1 >
¥ ~G1 |
|| \|g l/
|| SI-Pt-G1 I
I
‘ Sl Soxl| | ]/ i ||
]'l/ | I /|
NN Al | ]
S WA M / |J| A \
o/ W e
0 30 |o 30 [0 30

Figura 3.31. Perfils de HPLC de bescanvi anionic al cap de 9 dies, de les reaccions S| + G1 + transplati

(A)iSI-Pt1 + G1 (B).

En l'analisi per PAGE es pogué comparar, qualitativament, la diferent proporcié d'adducte
d'entrecreuament en les reaccions amb IS i amb SI (partint de les cadenes sense platinar, via
A). Tal i com es mostra a la Figura 3.28, als 12 dies de reacci6 es detectava una banda menys
intensa de I'adducte SI-Pt-G1 (carril 6) que de IS-Pt-G1 (carril 3), la qual cosa també s'havia
observat per HPLC. L'adducte SI-Pt1 tampoc es va mostrar estable a les condicions
d'electroforesi, detectant-se majoritariament la banda corresponent a I'oligonucledtid Sl sense

platinar.
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A la Figura 3.32 es resumeix el cami que es creu que segueix la formacié de Il'adducte
d'entrecreuament SI-Pt-G1. Tot indica que es pot proposar una explicacié del procés similar a
la de la reacci6 analoga amb la cadena IS, passant per un intermedi on el plati estaria coordinat

a les dues modificacions, tot formant un duplex amb la cadena complemetaria G1.

via A
(in situ)
5dXSX'ACGTTGAG transplati
, ARRERRN _—
SdGTTTGTGCAACTC  condicions
d'hibridacio
5'gxSx! SdXSXIACGTTGAG
r._|: trans-Pt(NH3), dX X;?ICCI-‘JTTCI-}/?\CIE _ 1;
SdGTTTGTGCAACTC SdGTTTGTGCAACTC
via B adducte platinat
‘ cadena G1 intercadena SI-Pt-G1
SdXSXIACGTTGAG ——— y.
condicions
adducte platinat d'hibridacié
intracadena SI-Pt1

Figura 3.32. Esquema dels resultats obtinguts per a les dues vies de reaccié emprades.

Els adductes SI-Pt1 i SI-Pt-G1 d'ambdues reaccions es van aillar per HPLC de bescanvi
anionic, es van dessalar amb una columna Sep-Pak i liofilitzar, per tal de procedir a la seva
caracteritzacio. L'adducte amb el mateix temps de retencié que SI-Pt1, aillat de la reaccio
d'entrecreuament seguint la via A, es va caracteritzar, posant-se de manifest que els resultats
concorden amb els de I'adducte format inicialment en la reaccié de platinacié en preséncia
exclusiva de la cadena Sl, apartat 3.2.3.2). Altre cop, I'analisi de SI-Pt-G1, independentment de
la via d'obtencio, va donar lloc a un doble pic, alhora que es va detectar un ~ 4 % d'adducte en

forma oxidada (Figura 3.31-C).

Per a l'adducte d'entrecreuament SI-Pt-G1, per EM MALDI-TOF es va detectar la massa
corresponent a les dues cadenes oligonucleotidiques i una unitat de frans-Pt(NH3),, confirmant-
se que es tracta d'un adducte bifuncional de tipus intercatenari. Per tractament oxidatiu, aquest
adducte incrementa la seva massa en 16 unitats, indicant que el grup tioéter no es troba a
I'esfera de coordinacié del plati. Amb la 3'-exonucleasa, s'obtingué el fragment de digestié que
es mostra a la Figura 3.33, de manera que el plati esta coordinant X'ila segona G de la
cadena complementaria, comengant per I'extrem 3'. Amb la 5'-exonucleasa, es va detectar el
fragment que es mostra a la mateixa figura, aixi com la perdua de XSidelaT, en allargar el
temps de digestié. Cal dir, pero, que aquest resultat no va ser facil de reproduir. Per tant, es pot
concloure que, a lI'adducte SI-Pt-G1, el metall presenta les mateixes posicions de coordinacié
que al IS-Pt-G1.
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H20,

e augment de 16 . -
unitats de massa = NO hi ha uni¢ Pt-S
' 5' 4y Syl
5 4XSX'ACGTTGAG 3'-exonucleasa dX )£
—_—
1 3'
¥dGTTTGTGCAACTC < dGTGCAACTC
SI-Pt-G1
5-exonucleasa| SdXSXACGTTGAG | -Xp 54XIACGTTGAG
~ ¥dGTTTGT (-Tp) %dGTTT

Figura 3.33. Esquema dels resultats de caracteritzacié de I'adducte SI-Pt-G1.

En general, doncs, les reaccions d'entrecreuament (tant per a IS com per a Sl) tenen lloc més
rapidament partint de l'adducte intracadena preformat (veure Taula 3.2). Com ja s'ha dit,
s'estableix I'entrecreuament amb la cadena complementaria G1, per coordinacié a l'imidazole i
a la guanina en posicié "complementaria" a la nucleobase platinada. De fet, per a Sl la guanina
esta situada enfront de X', mentre que per a IS esta enfrontada a X5. A la vista dels resultats,
s'obté més percentatge d'entrecreuament quan la migracié de I'atom metal-lic té lloc entre les
dues nucleobases enfrontades (és a dir, per a la cadena IS, on X% i G es troben en posicié
"complementaria"). Quan es van aturar les reaccions d'entrecreuament, encara es detecta
adducte intracadena per a les reaccions seguint la via A, la qual cosa permet concloure que la
menor formacié d'entrecreuament per a Sl no té a veure amb un baix percentatge de platinacid,

siné amb una major dificultat de migracié de I'atom metal-lic.

reaccio via % area pic d'entrecreuament
(12 dies)
IS + G1 A 21 %
IS-Pt1 + G1 B 41 %
Sl + G1 A 1 %
SI-Pt1 + G1 B 26 %

Taula 3.2. Resum dels resultats de les reaccions d'entrecreuament amb els oligonucledtids Sl i IS per a

les dues vies assajades.

Tornant a les comparacions amb la metodologia de Leng i cols., ells no obtenen
entrecreuament quan l'adducte (G1,G3)-intracadena esta en un extrem de la cadena antisentit.®
En el nostre cas, es demostra que la preséncia de les dues modificacions a l'extrem 5' de la
cadena antisentit no impedeix que la reaccio tingui lloc, tot i que aquesta presenta una cinética

molt més lenta. D'altra banda, la reacci6 d'entrecreuament sempre doéna lloc al mateix adducte
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entrecreuat final, prévia coordinacié als dos nucledtids modificats, sigui quina sigui la via

assajada.

Tot i que queda demostrat que les dues vies A i B donen lloc als mateixos adductes
d'entrecreuament, cal remarcar que seguint la via A les reaccions son logicament més lentes i
incompletes. Tot i aixi, en els estudis posteriors es va treballar realitzant les reaccions in situ
(via A), partint de les cadenes sense platinar i afegint el transplati un cop té lloc la hibridacio, ja

que és un metode més comode i requereix una menor manipulacié dels adductes platinats.

3.3.3 Reacci6 d'entrecreuament entre IS i G1 a gran escala

Es realitza una sintesi a gran escala de I'adducte 1S-Pt-G1 per tal de dur a terme un estudi
estructural mitjiangant RMN. Tenint en compte els inconvenients de treballar amb HPLC en
condicions de bescanvi anidnic, es van aconseguir optimitzar unes condicions en fase reversa

que permeteren separar cromatograficament el producte d'entrecreuament.

El seguiment de la reaccié es va portar a terme mitjangant I'analisi d'aliquotes per HPLC en
condicions optimitzades de fase reversa (columna Kromasil Cqg, 10 um, eluent A: TEAAc 0.05
M, eluent B: H,O/ACN 1:1; gradient lineal de 15 a 30 % de B en 30 min). A la Figura 3.34, es
mostra el perfil del cru a la fi de la reacci6 i de I'adducte d'entrecreuament IS-Pt-G1 aillat (ir:
24.5 min, 25.1 min). En aquestes condicions d'analisi, I'adducte 1S-Pt-G1 es detecta en forma
de doble pic (mentre que per bescanvi anionic no). Tal i com ja s'ha comentat, amb l'estudi
estructural per RMN es pogué determinar que I1S-Pt-G1 esta format per una mescla de dos
isbmers constitucionals, ja que I'anell d'imidazole presenta dos nitrdgens susceptibles de ser

coordinats per I'atom metal-lic (el Nt i el Nn).

R

0 30 |0 30

Figura 3.34. Perfils de HPLC en fase reversa del cru de la reaccio d'entrecreuament entre IS i G1 a la fi

de la reacci6 (A) i del producte d'entrecreuament purificat (B).
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Figura 3.35. Grafic que mostra la proporcio relativa aproximada dels diferents productes detectats al

llarg de la reaccié d'entrecreuament entre IS i G1 a gran escala.

A la Figura 3.35 es mostra la proporcio relativa dels diferents productes detectats al llarg de la
reaccio. Inicialment es detecta IS-Pt1 (tz: 12.5 min), el qual en el medi de reaccio es trobaria
hibridat amb la cadena complementaria G1 (tr: 16.5 min). La proporcié relativa del pic de
I'adducte intracadena no augmenta gaire al llarg de la reaccio, pel fet que el producte es va
anar consumint a mesura que el plati migrava del tioéter a la guanina "complementaria”. Als 35
dies es va aturar la reaccié. Es va aillar el producte entrecreuat i es dessala, obtenint 12.1
ODyg de IS-Pt-G1 (rendiment global del 31 %). Cal destacar que no es va detectar la formacié
de cap adducte intracadena que no fos IS-Pt1 en quantitats apreciables. La possible formacié
d'adductes intracadena per coordinacié a dues posicions nitrogenades sembla que no estaria
afavorida en aquestes condicions experimentals, probablement pel fet que la cadena IS esta

hibridada a G1 i no presenta la mateixa flexibilitat que quan esta sola.

Com ja s’ha comentat, les condicions emprades en aquest treball per obtenir oligonucledtids
antisentit units a la cadena complementaria a través del plati sén molt diferents de les posades
a punt al grup de Leng. Les condicions que ells empren per a la reaccié d'entrecreuament sén
forca variades, i depenen de la naturalesa de les cadenes oligonucleotl'diques.sa En general
treballen a diferents concentracions de duplex, dins de l'interval 2-20 uM, en un medi tamponat
de pH 7.5 (fosfat o Tris-HCI, 10 mM). Tot i que consideren que la preséncia de sals no afecta al
curs de la reaccié, empren una concentracio salina forca més elevada que la nostra (500 mM

de NaCl). La temperatura varia dels 15 als 37 °C.

Malgrat que Leng i cols. realitzen les reaccions d'entrecreuament partint de I'adducte
intracadena GXG platinat, és interessant comparar els nostres resultats amb els que ells

obtenen en un cas similar al nostre, és a dir, emprant dues cadenes d'acid desoxiribonucleic
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sense mismatchs (desaparellaments). Tal i com es mostra a la Figura 3.36, obtenen una
conversio superior al 95 % en dues setmanes de reaccid. La velocitat de reaccioé no és gaire
elevada, perd la conversié és molt bona. Ja s'ha comentat que variant la naturalesa de les
cadenes han arribat a obtenir conversions quantitatives en questié de minuts, emprant
oligonucleotids antisentit del tipus 2'-O-Me-ribo i un acid ribonucleic com a cadena

complementaria.

3 uM duplex, 20 °C

l—o—l 10 mM tamp¢ fosfat pH 7.5
54CTCTCGAGTCTC 500 mM NaCl, 0.2 mM EDTA SdCTCTCGAGTCTC
3dGAGAGCTCAGAG 3‘dGAGAG TCAGAG

2 setmanes, conversio > 95 %

Figura 3.36. Reaccié d'entrecreuament realitzada per Leng i cols.?

En el nostre cas, es va obtenir poc més d'un 30 % d'entrecreuament després d'un mes de
reaccio, resultat pitjor perd no menyspreable tenint en compte que tant la formacié de I'adducte
intracadena com l'entrecreuament tenen lloc in situ, i que el procés d'entrecreuament és més

rapid si es parteix de I'adducte intracadena preformat.

Seria interessant poder fer assajos emprant, per exemple, cadenes de naturalesa
ribonucleotidica i complexos de plati amb estereoquimica trans més solubles, perd aquests

experiments queden ja fora de 'abast d'aquesta Tesi.

3.3.3.1 Estudi de I'estabilitat termica de I'adducte 1S-Pt-G1

En el capitol 1 s'ha descrit I'estudi de I'efecte de la incorporacié dels nucledsids modificats X5 i
X' en l'estabilitat d'una doble hélix. Concretament, a l'apartat 1.5.2.2 s'han exposat els resultats
obtinguts en comparar la temperatura de fusio (T,) del diplex format pels oligonucleotids IS i
G1 respecte a diferents cadenes control. Es va considerar oportd, en aquest punt, comparar la
T del duplex 1IS+G1 amb la de I'adducte d'entrecreuament I1S-Pt-G1, per tal d'establir I'efecte

de la unié a través d'una unitat de trans-Pt(NHs), a l'estabilitat térmica de la doble cadena.

Es van determinar les dues temperatures de fusid, realitzant la desnaturalitzacié térmica en una
solucié tampé 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7, 100 mM NaCl, i seguint el procediment
experimental de l'apartat 4 de Materials i Métodes. Les corbes obtingudes es mostren a la
Figura 3.36, aixi com el valor de la temperatura de fusi6 (T,,) trobada per a cada duplex. A la

Taula 3.3 es resumeixen els resultats experimentals.
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codi Duplex Tm (°C) AT, (°C)

IS+G1 PdX'X°ACGTTGAG] [*dGTTTGTGCAACTC] 32.0 -

PdX'XSACGTTGAG] [PdGTTTGTGCAACTC]

IS-Pt-G1 trans-Pt(NHs),

72.0 +40.0

Taula 3.3. Valors de les Tr, per als dos duplexs en estudi. ATy, fa referéncia a la diferéncia en el valor de

Tm de I'adducte I1S-Pt-G1 respecte al duplex 1IS+G1 sense platinar.

0,50 -

IS+G1 control 0454 I1S-Pt-G1

0,49
0,44

0,48
043

0,47

042 T,= 720°C —>
AT, =+40.0°C

Abs
Abs

0461 <« T,=320°C

0,41

0,45 0404

0444 0,39

0,43 0,38

10 20 30 40 50 60 70 0 0 2 30 40 50 60 70 80 90
T(°C) T(°C)

Figura 3.37. Corbes de fusio de I'adducte IS-Pt-G1 i de la doble cadena IS+G1 sense platinar.

resultats bibliografia resultats experimentals
x!-x8
par __ — par
1 ATp=+11°C

{ AT,= +40°C
( AT=+14°C

Taula 3.4. Comparacié esquematica dels resultats experimentals obtinguts en aquest treball i els

publicats a la bibliografia per a un duplex 15mer.?

Tal i com es pot observar, I'entrecreuament amb una unitat de frans-Pt(NH;), déna lloc a un
gran increment en la temperatura de fusio del duplex, de +40 °C. A la literatura hi ha publicades
les T, de dos duplexs (20mer** i 15mer®) entrecreuats també amb una unitat de trans-
Pt(NH3),. En ambdds casos, la coordinacio del plati té lloc entre una guanina i la seva citosina
complementaria. En el cas del 20mer, la unié intercadena es troba en posicid central, mentre
que en el 15mer no esta igual de lluny dels dos extrems (es troba al quart parell de bases
comencgant per un dels extrems del duplex). L'augment en I'estabilitat térmica en aquests dos
exemples no és pas tan notori com en el nostre, i és de +5°C i +11 °C, respectivament. Per al

15mer també s'ha descrit, a més a més, la T, del mateix duplex incorporat a una estructura
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amb un fragment de cinc timines unint les dues cadenes per un extrem (AT, +14 °C, Taula 3.4).
Els autors han comprovat que la T, del duplex entrecreuat és molt similar a la del duplex de
tipus forqueta, de manera que conclouen que basicament l'increment d'estabilitat térmica és
degut al fet que la separacié de les dues cadenes és un procés bimolecular per al duplex
control i monomolecular per als altres. Es a dir, en el cas del diplex control, la fusié comporta
passar d'una unica espécie (el duplex) a dues cadenes per separat, mentre que tant en el
duplex entrecreuat amb la unitat de trans-Pt(NH3), com en el del duplex de tipus forqueta, la
separaci6 de les dues cadenes no provoca un augment de molécules en solucié. En el nostre
cas, la gran diferencia en T,, pot ser en gran part deguda al fet que el duplex IS+G1 de
referéncia conté un extrem més obert, conseqiiéncia del no aparellament de les dues bases
modificades X' i X° amb les nucleobases en posicid complementaria (tal i com s’ha posat de

manifest en els estudis per RMN).

3.3.3.2 Estudi estructural per RMN de I'adducte IS-Pt-G1

La ressonancia magnética nuclear (RMN) és una técnica que proporciona un elevat grau de
detall sobre l'estructura dels acids nucleics, similar a la difraccié de raigs X, perd amb la
diferencia que la RMN déna informacioé de l'estructura que es té en solucié i no en estat
cristal'li. A més a més, permet obtenir informacié dinamica, aspecte especialment important en

el cas dels acids nucleics, que solen presentar regions d'elevada flexibilitat conformacional.

A nivell d'estudi estructural per RMN d'oligonucleétids platinats i, concretament, en el cas de
duplexs amb un entrecreuament del tipus trans-Pt(NHj3),, hi ha publicats dos treballs. En el
primer,22 es tracta de la resolucié de l'estructura d'un duplex de dotze parells de bases amb una
unié entre una guanina i una citosina en posicié practicament central, que és un bon exemple
de l'adducte majoritari que es forma quan el transplati reacciona amb DNA de doble cadena
(veure Figura 3.36). L'altre cas correspon a I'entrecreuament d'un duplex 12/11-mer de DNA, on
el metall es coordina al N7 d'una guanina i, excepcionalment, al N1 d'una adenina en posicié
"complementéria".25 De fet, es tracta d'un cas estudiat per Leng i col-laboradors ja comentat, on
en posicié complementaria al triplet °dGXG se situa exclusivament un doblet *dAT perqué s'ha

vist que dona lloc més rapidament a la formacié de I'adducte intercadena.

En el nostre cas, es volgué comparar l'estructura del duplex format per la cadena IS i la
complementaria G1 amb i sense la unitat de trans-Pt(NH3), fent de pont entre les dues. Tot
seqguit es resumeixen els resultats més rellevants d'aquest estudi, realitzat pel Sr. Jaime Lépez
de la Osa sota la direccié del Dr. Carlos Gonzalez al "Instituto de Quimica Fisica Rocasolano"
(CSIC, Madrid). A I'annex 2, es mostren dos fragments d'un espectre bidimensional NOESY de
I'adducte IS-Pt-G1. A la Figura 3.38, s'especifica la numeracié de les nucleobases emprada per

a aquest treball concret.
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2 345678 910

5q 'XSACGTTGAG
SdGTTTGTGCAACTC

232221201918 1716 1514 1312 11

Figura 3.38. Numeracio de les bases del duplex entrecreuat per a l'estudi per RMN. La mateixa

numeracio s'ha utilitzat per al duplex control. X"'i X® s'anomenen 11 S2, respectivament.

La formacié de l'entrecreuament amb una unitat de trans-Pt(NHj;), es reflecteix en una variacio
forca gran dels desplagaments quimics de G19 i, en menor grau, de 11, S2, A3, C4 (forga
menor), T18 i T20. En tots aquests nucleodtids s'observa, a més a més, duplicitat de senyals.
Aquesta duplicitat de senyals no és deguda a un bescanvi quimic entre les dues formes,
perqué no s'observa coalescéncia dels senyals en escalfar. Sens dubte, es tracta dels dos
isbmers constitucionals derivats de les dues possibles unions del plati als nitrdgens de l'anell
d'imidazole de I1. El protd H4/5 de I'anell d'imidazole de I'estructura no platinada ressona a 6.95
ppm, i la coordinacié del metall a cadascun dels nitrbgens provoca un corriment a camps més
alts (6.66 i 6.75 ppm). D'altra banda, els senyals que més es desplacen, respecte a l'espectre
del duplex control 1IS+G1, son els H8 de G19, que passen de 6 7.79 ppm a 8.40 i 8.54 ppm.
Aquest desplagament a camps més baixos és un indicador molt clar de la coordinacié del plati
al N7 d'aquesta guanina.26 Per tant, es pot concloure que I'adducte I1S-Pt-G1 esta composta per
una mescla dels dos isdmers constitucionals que resulten de la coordinacié del plati(ll) a
cadascun dels nitrogens de I'anell d'imidazole i al N7 de la guanina "enfrontada" a xS (G19).
Aquests resultats confirmen, doncs, l'elucidacié estructural efectuada mitjangant digestions

enzimatiques i tractament oxidatiu (veure Figura 3.39).

H
N

% </ﬁ; A <ﬁ*

0]

Figura 3.39. Coordinacié del plati(ll) a cadascun dels nitrogens imidazolics i al N7 de la guanina G19.

A partir d'aquest estudi estructural per RMN, també s'ha pogut determinar que els parells de
bases a partir dels nucledsids 3-18 i fins al 10-11, estan formats (tant en l'estructura control

com en el producte d'entrecreuament). S'observen alguns NOEs entre I'imidazole i protons de
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la T18, perd en general no hi ha NOEs suficients com per intentar calcular i refinar I'estructura.
En qualsevol cas, sembla que la regié de I'extrem 3' monocatenari no presenta una estructura
gaire definida. Respecte als lligands ammina del plati, ressonen a 4.06 i 4.20 ppm, i es veuen

pics de correlacié amb el proté aromatic de G19 en H,0.

3.3.4 Reaccions d'entrecreuament entre G1 i diferents cadenes

modificades

En aquest punt, es va voler comparar a nivell qualitatiu la diferent capacitat de formacio
d'entrecreuaments en funcié de la cadena modificada utilitzada. Per aquest motiu, emprant altre
cop la cadena complementaria G1, es realitzaren en paral-lel les reaccions amb les cadenes
modificades que es mostren a la Taula 3.5. Es volia avaluar la capacitat de formar adductes
d'entrecreuament en abséncia d'una de les dues nucleobases modificades o quan X® es troba
en forma oxidada, essent I'experiment control (CLC) aquell en qué la cadena antisentit no
presenta cap modificacio. Els assajos de platinacio es van realitzar per addicié del transplati un
cop havia tingut lloc la hibridacié de les dues cadenes, tal i com s'explica al protocol general a

la part experimental.

‘. . L - % area pic d'entrecreuament
reaccio oligonucleotid modificat

(15 dies)
CLS YdXSACGTTGAG 29 %
CLI* YdX'ACGTTGAG 2%
CLIS YdX'XSACGTTGAG 22 %
CLSI* YdXSX'ACGTTGAG 7%
cLc* YdCACGTTGAG no es detecta
CLSox* YdX5MACGTTGAG 1%
CLISox*  SdX'X5™ACGTTGAG 2%
CLSoxI*  “dX*™“X'ACGTTGAG 5%

Taula 3.5. Resultats de les reaccions d'entrecreuament entre diferents cadenes antisentit modificades i

I'oligonucleotid complementari G1. * Es va addicionar un total de 2 eq de transplati.

Les reaccions es van seguir per HPLC de bescanvi anidnic, per poder comparar els
corresponents perfils cromatografics entre si i amb els dels experiments anteriors (Figura 3.37).
Per a la majoria d'assajos que es recullen a la taula, als 9 dies es va addicionar un segon
equivalent de transplati, degut al baix percentatge de producte d'entrecreuament detectat.
Només per a CLS i per a CLIS no fou necessari aquest excés de plati. Tal i com es mostra a la
Taula 3.5, les tres cadenes modificades que presenten el nucledsid XS van donar lloc, en major

0 menor grau, a adductes d'entrecreuament, mentre que amb la resta de cadenes antisentit
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practicament no se'n va formar. Aixd posa de manifest que en preséncia del medi tamponat (10
mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 7.0), que conté NaCl en concentracié 100 mM, el transplati no és
gaire reactiu. Com ja s'ha discutit anteriorment, aix0 és degut a la concentracié de clorurs i al
pH del medi (predominen les formes amb els lligands hidroxo i cloro, vegeu Taula 2.1 del
capitol 2). Quan la cadena oligonucleotidica presenta un grup tioéter, la reaccié pot tenir lloc
gracies a l'elevada reactivitat d'aquest per donar lloc a una unié Pt-S que, per efecte trans,
afavoreix la immediata formacié d'un adducte bifuncional. Com s'ha vist a l'apartat anterior, en
el cas de les cadenes IS i Sl, inicialment es forma un adducte intracadena sobre I'oligonucleotid
modificat per després donar lloc als adductes termodinamicament més estables, de tipus
intercadena. Per a I'assaig amb CLI, la practicament nul-la participacié de l'imidazole fa pensar
que el tipus d'adductes obtinguts serien els tipics que es formen per reaccié del transplati amb
un DNA de doble cadena.”?” Aixi, doncs, en una primera etapa hi hauria la coordinacié del
metall a una guanina (en aquest cas, n'hi ha sis en total) i, a continuacid, aquests adductes
monofuncionals evolucionarien per donar lloc a entrecreuaments (en principi, entre cada G i la
seva corresponent C complementaria). En les condicions experimentals emprades, la quantitat
d'adductes d'entrecreuament va ser minima, inferior a la detectada en d'altres experiments, i

per aixd no es van caracteritzar.

El cas de la reaccié amb l'oligonucledtid que només presenta la modificacié X° (CLS) és molt
sorprenent. Tot i que per HPLC es va detectar un elevat percentatge d'adductes
d'entrecreuament (Figura 3.37-A), en l'analisi del cru per electroforesi practicament no es
visualitza cap banda d'adducte intercadena (Figura 3.38, carril 2). En el procés d'aillament per
HPLC i dessalatge, els productes no van resultar ser gaire estables, la qual cosa concorda amb
la baixa intensitat de la banda corresponent a adducte intercadena. Per tractament amb H,0,,
els adductes no es van oxidar, posant de manifest que el tioéter es troba coordinant al metall, i
possiblement per aquest motiu no sén estables al procés d'aillament i dessalatge. La nostra
hipotesi és que, en aquest cas, en preséncia del duplex, el transplati reacciona molt
favorablement amb el tioéter situat a I'extrem 5' de la cadena antisentit i podria ser que
rapidament es formés un adducte intercadena per coordinacié a la guanina en la posicié
"complementaria”, que és la que esta més a prop, i també pel fet que aixd suposaria una
minima distorsié de la doble hélix. La rapida deteccié d'un adducte d'entrecreuament per HPLC
i la seva baixa estabilitat durant I'aillament avalen aquesta hipotesi, de manera que el producte
d'entrecreuament maijoritari format no seria res més que un adducte intercadena cinéticament
molt afavorit, amb una coordinacié del tipus S-Pt-N. Es podria esperar que tingués lloc la
migracié del plati del sofre a una posicidé nitrogenada, perd probablement caldria una major
distorsio del duplex, de manera que no s'observa. Recordant els treballs d'Orgel i
col-laboradors,® només detecten reaccions "suicida" (intracadena) quan la cadena antisentit
presenta una guanina molt propera al grup fosforotioat, la qual cosa concorda amb el fet que,

en el duplex, el transplati preferentment déna lloc a adductes intercadena.
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Respecte als assajos CLIS i CLSI, és notori el diferent percentatge de formacié
d'entrecreuament detectat tant per HPLC com per electroforesi. Es confirmen els resultats
obtinguts als apartats 3.3.1 i 3.3.2, de manera que l'entrecreuament té lloc més favorablement
per a la cadena IS (probablement I'etapa de migracié es déna més facilment en aquest cas).
Cal dir, perd, que la conversié a adductes entrecreuats en aquest cas va ser més baixa que en

els assajos anteriors mencionats.

A _ B J c D P
. IS-Pt-G1 |
! ~ i
- G1 |! G1 ln.
S-Pt-G1 I I
/ Il | | SI-Pt-G1
~G1 “ | |'| PG ~G1|A || | -~
l. \ I ‘ L ,li « f'“l ||_ ‘ . .'l M
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Figura 3.40. Perfils de HPLC de bescanvi anionic als 15 dies de reaccié: CLS (A), CLI (B), CLIS (C),
CLSI (D), CLC (E), CLSox (F), CLISox (G) i CLSoxI (H).

56 7. 8

M TR a3t 4
e <— adductes intercadena
e

- : W W oligonucledtids

Figura 3.41. Gel de poliacrilamida als 13 dies de reaccio: CLC (1), CLS (2), CLI (3), CLIS (4), CLSI (5),

CLSox (6), CLISox (7) i CLSoxl (8).

Pel que fa a les reaccions amb X% en forma oxidada o bé amb el duplex control sense cap
modificacid, en general, per HPLC es van obtenir percentatges d'entrecreuament practicament

negligibles, tot i afegir 2 eq de transplati, excepte per a les reaccions CLISox i CLSoxI, on es
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detecta un pic en molt baixa proporcid. Mitjangant PAGE, es va confirmar I'abséncia de banda
d'entrecreuament per a les reaccions CLC i CLSox, mentre que per a CLISox i CLSoxI si que
es visualitza una ténue preséncia de banda corresponent a algun tipus d'adducte intercadena
(Figura 3.38). En cap d'aquests casos es va intentar aillar el pic cromatografic corresponent al
possible producte d'entrecreuament, degut a la baixa proporcié en qué es van obtenir. Tenint
en compte que el sofre es troba en forma de sulfoxid, és de suposar que els adductes
d'entrecreuament detectats corresponen basicament a adductes intercadena G-C. Aquests
resultats tornen a confirmar la gran importancia del grup tioéter del nucledsid X5, tant per dirigir
la platinacié com per accelerar les cinétiques. La rellevancia de X' també s'ha vist demostrada

amb els resultats de CLS.

3.3.5 Reaccions d'entrecreuament entre IS i diferents cadenes

complementaries

Per completar la informacié obtinguda, es va estudiar I'efecte de la posicié d'una guanina en la
zona monocatenaria de la cadena complementaria en la formacié dels entrecreuaments. Tots
els assajos previs s'havien realitzat emprant la cadena G1, perqué inicialment s’havia suposat
que la guanina de I'extrem 3' seria ideal per tal que s'establis I'entrecreuament. Tal i com ja s'ha
vist, no és pas aquesta guanina, sin6 la més propera a la zona de les nucleobases modificades,
la que es coordina al plati. De tota manera, es va estudiar I'evolucié de la reaccié entre la
cadena modificada IS (que és la que ha donat millors resultats) i cinc sequéncies

complementaries diferents, tal i com es mostra a la Taula 3.6.

reaccioé cadgnalcgmplementéria a % érf:tgga(:":g: uete d'er:{or:cr:(ra:u':lir(:lent
dXX"ACGTTGAG (19 dies)* (19 dies)
CLCN ¥dGTGCAACTC no es detecta 13 %
CLG1 ¥dGTTTGTGCAACTC 6 % 26 %
CLG2 ¥dTGTTGTGCAACTC 37 % 14 %
CLG3 ¥dTTGTGTGCAACTC 16 % 20 %
CLG4 ¥dTTTGGTGCAACTC 9% 24 %

Taula 3.6. Resultats de les reaccions d'entrecreuament entre I'oligonucleotid IS i diferents cadenes
complementaries (CN, G1, G2, G3 i G4). * Aquests valors no son absoluts, ja que part de l'adducte

intracadena podria sortir en forma de duplex en el pic ample.

Tal i com s'observa a la Figura 3.42, els perfils de HPLC van ser molt similars per als diferents
assajos, detectant-se un pic cromatografic a tr llargs que va correspondre a adductes de tipus
intercadena. Per a CCN, com que la cadena complementaria és més curta, els pics
cromatografics van sortir desplagats a tg menors. Per a CG2, sorpren el fet que la cadena G2

es detecta correctament, alhora que és el que va donar lloc a menor producte entrecreuat. Es
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podria pensar que, tot i que G2 presenta el mateix tipus de complementarietat que les altres

cadenes en estudi, la formacié de la doble cadena no esta tan afavorida, de manera que la

reacci6 d'entrecreuament també es veuria afectada. Tal i com s'exposa a la Taula 3.6, el menor

percentatge d'entrecreuament no esta relacionat amb un baix percentatge de platinacio, ja que

per HPLC és el que va mostrar més adducte de tipus intracadena.

A ‘/IS-Pt-CN B C| |s.pt1
IS-Pt-G1 Ve
; ™ IS-Pt-G2
II||| [! G2
I ‘ IS l
.'. | f ‘| Ir'I
.'I lull‘ [ |I| l A
l'. ."I I | L I” |
/| i 0] ]
" Ul | S W 111} M W Al
0 30 |o 30 30
D E
IS-Pt1 IS-Pt-G3 'f'/Pt'm
e e
||
| J|||i | i A ‘
_I}L.F., Al N PILR N
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Figura 3.42. Perfils de HPLC de bescanvi anionic als 14 dies de reaccié d'entrecreuament entre IS i
diferents cadenes complementaries: CLCN (A), CLG1 (B), CLG2 (C), CLG3 (D), CLG4 (E).

L'analisi mitiangant PAGE també va permetre comparar la diferent intensitat de les bandes
d'entrecreuament (Figura 3.43). Per a CLCN (carril 2), I'adducte intercadena I1S-Pt-CN va
presentar una major mobilitat electroforética que la resta d'entrecreuaments perque la cadena

complementaria és quatre nucleobases més curta.

i-2.3\4 5 67 8.9

- - e

- -

Figura 3.43. Gel de poliacrilamida als 14 dies de reaccio: oligonucleotid CN (1), reaccié CLCN (2), CLG2
(3), CLG3 (4), CLGA4 (5), oligonucleotid G4 (6), oligonucledtid IS (7). Els carrils 8 i 9 corresponen a I'analisi

de I'oligonucledtid 12-mer i del cru CL12mer, dels que es parla a I'apartat 3.3.6.
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L'aillament dels diferents adductes intercadena es va realitzar per HPLC de bescanvi anionic,
dessalant les mostres amb columnes Sep-Pak. Es van reanalitzar els adductes per PAGE,
detectant exclusivament la banda d'entrecreuament en tots els casos (Figura 3.44). Per HPLC,
els adductes presentaven un petit percentatge de la corresponent forma oxidada, la qual cosa
ja indicava, altre cop, que el sofre no intervé en la coordinacié del metall, podent ser oxidat per
I'oxigen atmosféric. Tot i aixi, la preséncia d'aquest subproducte no va afectar a la

caracteritzacié de les posicions de coordinacio mitjangant els enzims.

Figura 3.44. Gel de poliacrilamida corresponent a I'analisi de I'oligonucleotid G2 (1), adducte I1S-Pt1 (2),
adducte 1S-Pt-G2 (3), oligonucleotid G3 (4), adducte IS-Pt-G3 (5), oligonucleotid IS (6), adducte 1S-Pt-G4
(7), oligonucleotid G4 (8), cru de reaccié CLG1 als 14 dies (9).

SdX'XSACGTTGAG
)\a IS-Pt-G1 )
T

¥dGTTTGTGCAACTC H,0,
augment de 16
SdX'XSACGTTGAG
IS-Pt-G2

unitats de massa —— NO hihaunié Pt-S

3' d
dTGTTGTGCAACTC 3_exonucleasa 5gx!
> 3
I1S-Pt-G3 >
¥dTTGTGTGCAACTC '
SdX'XSACGTTGAG
SdXXSACGTTGAG 4(G)TTTGT pera G1-G4
x I1S-Pt-G4 5'-exonucleasa ©)
3 _—
dTTTGGTGCAACTC no es digereix la T 54XIXSACGTTGAG
< veina a la posicio > pera CN
d'entrecreuament 3y

SdXIXSACGTTGAG T
IS-Pt-CN J

SdGTGCAACTC

Figura 3.45. Resum dels resultats obtinguts en la caracteritzacié estructural dels adductes

d'entrecreuament entre IS i diferents cadenes complementaries.

La clau per a la caracteritzacié estructural d'aquests adductes va ser el fet de poder comparar
els resultats entre cadenes complementaries tan similars. El dubte més important a resoldre era
si a I'adducte IS-Pt-G4 les nucleobases coordinades al plati sén les mateixes que a I1S-Pt-G1,

pel fet que hi ha dues guanines molt properes a l'espai. Tot i aixi, en tots els casos es va arribar
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al mateix tipus de fragments de digestio, tal i com es mostra a la Figura 3.45. Curiosament, en
la digestiéo amb la 5'-exonucleasa, en cap cas es va detectar la pérdua de la timina veina a la
guanina platinada. Els resultats dels tractaments amb la 3'-exonucleasa van indicar que la
coordinacid, en tots els casos, és a X' i a la G situada en posicié complementaria al nucleosid
XS. Aixi, doncs, la reaccié d'entrecreuament té lloc de manera selectiva sempre amb la mateixa
guanina, la que és "complementaria" a X°. S'ha de recordar, perod, que dels estudis de RMN
(veure apartat 3.3.3.2) es va determinar que no hi ha aparellament entre X® i aquesta G. De fet,
cal no oblidar tampoc que Leng i col-laboradors han observat reaccions d'entrecreuament més
rapides quan el triplet GXG es troba enfrontat a un mismatch (desaparellament) del tipus AU

(només amb dues nucleobases).

3.3.6 Estudis control amb IS i cadenes de seqiiéncia no

complementaria

Un aspecte important de cara a una possible aplicacié terapéutica dels oligonucledtids platinats
és esbrinar si la reaccié d'entrecreuament tan sols té lloc si hi ha aparellament amb la cadena
complementaria. Per aixd, es van realitzar tres assajos emprant cadenes de seqiiéncia no
complementaria a IS i de llargaria diferent (oligdmers de 10, 12 i 15 nucleotids, veure Taula
3.7).

% area d'adducte % area
reaccio cadena no complementaria intracadena d'entrecreuament,
(19 dies) (19 dies)
CL10mer ¥*dGCCATATAGGC 37 % no es detecta
CL12mer ¥*dCGATGCTTACCA 31% no es detecta
CL15mer YdTTTCAGAAAATCTAG 34 % no es detecta

Taula 3.7. Resultats dels assajos d'entrecreuament emprant l'oligonucleotid IS i tres cadenes de

seqliéncia no complementaria de llargaria diferent (10mer, 12mer i 15mer).

El seguiment de les reaccions mitjangant HPLC de bescanvi anionic va posar de manifest la
formacié del corresponent adducte intracadena per reaccié del transplati amb la cadena IS,
perd en cap moment va donar lloc a adductes d'entrecreuament entre ambdues seqiiéncies, fos
quina fos la llargaria de I'oligonucleotid (veure Figura 3.46). No es va caracteritzar cap adducte
mitjangant enzimatiques, perqué només es pretenia determinar si es formava entrecreuament
amb la cadena complementaria. L'oligonucleotid 10mer, de seqliiéncia autocomplementaria, es
detecta en forma de pic ample per HPLC de bescanvi anionic. L'analisi per PAGE de la reacci6
CL12mer (Figura 3.43, carrils 8 i 9) va permetre arribar a les mateixes conclusions que per

HPLC, ja que no es va visualitzar cap banda corresponent a producte d'entrecreuament.
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IS-Pt(NH
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Figura 3.46. Perfils de HPLC de bescanvi anionic als 14 dies de reaccid del transplati amb IS i diferents
cadenes de sequencia aleatoria: CL10mer (A), CL12mer (B) i CL15mer (C). * Correspon a una impuresa
de delecio d'un nucleotid de l'oligonucleodtid 12mer.

Seria raonable que, en aquests casos, I'adducte I1S-Pt1 evolucionés, en el transcurs del temps,
donant lloc a altres adductes on el plati es coordinés a dues posicions nitrogenades, tal i com
s'ha descrit per a la reaccio de I'oligonucleotid IS a l'apartat 3.2.3.1 (tot i que en aquell cas no hi
havia ions clorur en el medi). Si hagués estat el cas, en aquestes condicions d'analisi per
bescanvi anidnic no hauria estat possible separar els diferents adductes intracadena, pel fet

que surten a un tg molt baix i seria dificil resoldre'ls.

El fet que no hi hagi entrecreuament si no hi ha complementarietat permet validar aquesta
metodologia, mostrant que és necessaria la formacié de la doble hélix per tal que es doni la
migracié de l'atom de plati de la posicié sulfurada a una de nitrogenada de l'altra cadena.
Aquesta reacci6 és suficientment lenta com perqué no tingui lloc de forma inespecifica enfront
d'una diana que no sigui la complementaria. Cal tenir en compte, com ja s'ha dit, que la

migracié del metall és regioselectiva a la guanina en posicié enfrontada a x5,
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