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Simbolos y abreviaciones

SiIMBOLOS Y ABREVIACIONES

A, C, G, T: Adenina, citosina, guanina, timina (nucleobases).

ADN: Acido desoxiribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

cis-DDP: cis-diclorodiaminplatino(II), (cis-[Pt(NH;),Cl,]), cisplatino.

trans-DDP: trans-diclorodiaminplatino(Il), (frans-[Pt(NH;),Cl,]), transplatino.
Dien-Pt: Cloruro de clorodietilentriaminplatino(II), ([Pt(dien)CI]CI).

dA, dC, dG, dT: Adenosina, citidina, guanosina, timidina (desoxiribonucleétidos).
d(CpGpTp...), d(CGT...): Polidesoxiribonucleétido.

r(CpGpUp...), r(CGU...): Poliribonucleétido.

DEPC: Dietilpifocarbonato ((C;H;)2COs).

DMEF: Dimetilformamida (HC(O)N(CHj)y).

DMS: Dimetilsulfato (SO4(CHs)y).

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético [(HOOC-CH,-),-N-C;H,-N-(CH,-COOH),].
FPLC®: Fast Protein Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de baja presion).
HPLC: High Pressure Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta presion).
0s0;: Tetréxido de osmio.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

Tris: tri-(hidroximetil)-aminometano H,NC(CH,OH)s.

€: Coeficiente de extincion molar.

A: longitud de onda.
1, (razon molar): Cantidad de un compuesto enlazado a un polinucledtido, expresada en

moles del compuesto por mol de mononucleétido.
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Prélogo

La busqueda de substancias que alivien o remedien las disfunciones del organismo
humano ha sido una constante en la historia. Hasta la llegada de este siglo, dicha
busqueda se localizd en las substancias naturales y en sus mezclas, generandose asi
recetas a veces milenarias y de resultados sorprendentes si se tiene en cuenta el
conocimiento casi nulo de los principios relativos al origen de su actividad y de las
causas ultimas de la enfermedad tratada. El escaso conocimiento de la biologia molecular
y celular hacia muy dificil la mejora de las terapias y muy lento el desarrollo de nuevos

medicamentos.

Desde la segunda mitad de este siglo se ha producido un rapido y extraordinario
avance en el area de las ciencias de la vida relacionado con el progreso técnico y el
desarrollo tecnolégico que han hecho posible el estudio de la composicion y estructura
de moléculas, de su presencia en los distintos compartimentos celulares y de sus
interacciones mutuas. El descubrimiento de la estructura y funcion del ADN y de los
mecanismos de replicacién, translacion y traduccidén han permitido la comprension del
origen de la herencia genética, de su modo de transmision a través de las generaciones y
de los procesos en que se manifiesta mediante las caracteristicas propias de cada

individuo.

La facilidad creciente que existe para llevar a cabo procesos tales como la
secuenciacion de porciones de ADN de cualquier longitud, la introduccion de genes
humanos en bacterias, clonaje y amplificacién automatica y manejo de muchas otras
técnicas, han conducido al conocimiento detallado de las caracteristicas de muchos
genes. Este hecho fundamental permite prever las enfermedades hereditarias y otras
relacionadas con defectos genéticos mediante la localizacion y observacion de los genes

implicados en las mismas incluso antes del nacimiento.

Los conocimientos mas recientes sobre los temas mencionados han permitido el
estudio profundo de los mecanismos de accion de los medicamentos y, en su caso, de su
transformacion mediante la introduccion de modificaciones que mejoran la especificidad

por el substrato y por tanto la actividad del medicamento. La modificacion estructural de



Prologo

los medicamentos mediante disefio, ha supuesto un gran ahorro de tiempo y esfuerzos en

el proceso de sintesis y estudio de los mismos.

En el afio 1965, B. Rosenberg observo la inhibicion del proceso de multiplicacion
celular de un cultivo bacteriano (E. coli) causado por las sales de platino presentes en el
medio procedentes de la disolucion del platino de los electrodos utilizados en las
experiencias (Rosenberg et al., 1965). Este mismo grupo demostrd mas tarde la actividad
antitumoral del cisplatino (Rosenberg et al., 1969), abriendo por primera vez un amplio
campo de investigacion en el que se combinan la biologia y la medicina con la quimica
puramente inorganica y de coordinacién. En la actualidad existen bastantes grupos de
investigacion especializados en lo que se ha dado en llamar quimica bioinorganica o
bioquimica inorganica, un campo en pleno desarrollo y con perspectivas prometedoras
tanto para las ciencias de la vida (estudio del estado y el comportamiento de los iones
metalicos en condiciones fisiologicas), como para la quimica de coordinacién, con
nuevos retos en el estudio de esferas de coordinacion y reacciones cada vez mas

complejas.

En este contexto, relacionado con la quimica inorganica y la biologia molecular y
celular, se desenvuelve la investigacion relativa a la mejora terapéutica del cisplatino,
mediante la basqueda de las razones tltimas de su citotoxicidad y sintesis de derivados
igualmente activos y con efectos secundarios menores. Los trabajos presentados en esta
tesis versan sobre una de las vertientes de esta investigacion, relativa a la explicacion de
la inactividad del isdbmero transplatino como agente antitumoral, y su utilizacién muy

reciente en nuevas estrategias terapéuticas.

En el primer capitulo se presenta una revision de las propiedades mas
caracteristicas del platino(II) en el contexto descrito. El efecto frans y la reaccion de
sustitucion nucleofilica, que originan sus propiedades singulares, se tratan con énfasis

especial y mayor detalle.
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En el segundo capitulo se realiza una introduccion a las caracteristicas de los
acidos nucleicos, necesariamente superficial por la magnitud y extension del tema. Se
detallan las caracteristicas mas interesantes relacionadas con su reactividad frente a

compuestos del platino(II) y se examinan los trabajos mas actuales sobre esta materia.

El tercer capitulo trata de las interacciones entre los compuestos del platino(Il) y
el ADN en sus distintas formas. Se describen los efectos que cisplatino y transplatino
producen sobre el ADN vy la posible utilizacion terapéutica del transplatino, aspectos que

constituyen la tematica principal de este trabajo.

El cuarto y ultimo capitulo retne las experiencias realizadas en el laboratorio y
los resultados y conclusiones obtenidos de las mismas. En primer lugar se exponen las
reacciones del transplatino con el ADN de doble hélice, ya que a pesar de su reconocida
inactividad terapéutica, mo se conoce la naturaleza de los aductos mayoritarios que
forma con el ADN,; los resultados de las experiencias realizadas hasta hoy a este respecto
resultan contradictorios. Este trabajo ha conducido a un conocimiento mas exacto de las
reacciones del transplatino con el ADN y de los parametros que afectan a dichas

reacciones.

Los resultados de estas experiencias, concordantes con los obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio, han conducido a una investigacion diferente
relacionada con el uso del transplatino como sustancia capaz de aumentar la estabilidad
de las triples hélices, en el contexto de la estrategia antigén. Aunque este tema requiere
aun una investigacion mas detallada de todos sus aspectos, las experiencias realizadas
han permitido la definicion de parametros que se espera sean de utilidad para el avance
de esta linea de investigacion y el establecimiento de las condiciones ideales de la

reaccion.
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Propiedades quimicas del platino(II)

El platino es un elemento de transicion del grupo VIII de la tabla periddica, con

la configuracion electrénica siguiente:
[Xe] 4f* 5d° 65!

El platino puede existir en tres estados de oxidacién principales: Pt® (metalico),
Pt" y Pt". En cada uno de ellos, el platino forma compuestos de coordinacién de
geometria variable, cuya composicién, nimero de ligandos y reactividad dependen tanto
del nimero de electrones de valencia del tomo de platino como del tipo de ligandos que
interaccionan con éste. A continuacién se tratan los aspectos relacionados con el ion
metalico Pt", centrando la presentacion en los tipos de interaccion que este cation puede
mantener con ligandos diferentes y en el efecto ejercido por cada interaccion sobre la
fuerza del enlace formado con los compuestos de coordinacion. Tras este enfoque se
presta atencion al denominado “efecto trams” y a las reacciones de sustitucion
nucleofilica que caracterizan a este tipo de substancias. Por la naturaleza de esta
investigacion se detallan los casos del complejo diclorodiaminplatino(II) en sus formas
cis- y trans- y su capacidad diferente para reaccionar con el acido desoxiribonucleico
(ADN) y otras moléculas biologicas, propiedad intimamente ligada a la actividad

terapéutica de estos compuestos.

1.- Estructura electrénica del platino(II).

El platino(IT) forma compuestos de coordinacion diamagnéticos con ligandos de
tipo base de Lewis, neutros o de carga negativa. Aunque en un principio se penso que se
trataba de compuestos tetraédricos, la existencia de dos formas isoméricas en el
compuesto diclorodiaminoplatino(Il), [Pt(NH;).Cly], llevo finalmente a la conclusion de
que su geometria es plana cuadrada, ya que en el caso de ser un compuesto tetraédrico la
equivalencia entre todas las posiciones de coordinacion impide la existencia de distintos

isomeros (Basolo y Pearson, 1967) (Fig. I.1).
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Dada su posicion en la tabla periddica, el platino es un elemento con elevado
peso atomico y configuracion electronica tal (4 5d%) que el efecto de apantallamiento

de la carga nuclear procedente de las capas electronicas internas es muy grande;

(IZI Cl
I\ oo L HsN—Pt—Cl HsN— pt—NHs3
r~ L |
NHs Cl
Compuesto tetraédrico cisplatino transplatino

Figura I.1: Representacién esquematica del cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(Il)) y del
transplatino (frans-diaminodicloroplatino(Il)), y de la estructura de un compuesto de
coordinacion tetraédrico.

Como consecuencia, la carga nuclear efectiva ejercida sobre los electrones localizados en
los orbitales periféricos es muy pequeiia. El platino(I), con ocho electrones en su orbital
mas externo ocupado 5d, posee cinco orbitales vacios capaces de aceptar los electrones
de los enlaces de tipo o que forma con sus ligandos: 5ds.y2, 68, 6px, 6py y 6p.. En estas
condiciones podrian formarse cinco orbitales hibridos de tipo dsp’, y por tanto un
complejo pentacoordinado, pero el efecto de apantallamiento aumenta la energia de los
orbitales 6p respecto a la de los orbitales 5d, con lo que la hibridacion se hace dificil y se
favorece la formacion de cuatro orbitales hibridos dsp® (Fig. 1.2). No obstante, algunos
ligandos con propiedades especificas favorecen la formacion de compuestos

pentacoordinados (Belluco, 1974).

Los cuatro orbitales dsp® se sitan en el plano XY (por convenio, se excluye de la
hibridacién el orbital 6p,), con sus densidades electronicas dirigidas en el mismo sentido
que dichos ejes. (Fig. 1.2). También el orbital ocupado Sd,, tiene la simetria adecuada
para hibridarse con los cuatro anteriores, pero su geometria, principalmente orientada
sobre el eje Z, y su nivel energético hacen la interaccion tan débil que en general no se la

considera.
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op =~ _~ — 6p*
~
6s — — ——— =4 0.H. dsgf X
7~
e
v

4 O.H. dsp

Figura I1.2: Formacion de cuatro orbitales hibridos (O.H.) en el platino(Il), y representacion de
dichos orbitales.

El platino(Il) puede formar también enlaces de tipo &, para lo que posee seis
orbitales de simetria y energia favorables: Sdyy, 5dx, 5dyz, 6px, 6py ¥ 6p.. De estos, el 6p
y el 6py estan ya involucrados en la formacion de los enlaces de tipo o, lo que reduce a
cuatro el nimero de enlaces de tipo w posibles. Estos enlaces pueden clasificarse en tres

categorias (Gray, 1965; Belluco, 1974):

a) 7 Son interacciones que se situan sobre el plano XY (horizontal) y que
se realizan entre el orbital ocupado 5dyy del atomo de platino(Il) y los
orbitales de simetria adecuada de los ligandos (Fig. 1.3a). Para esta

interaccion, las cuatro posiciones de coordinacion son equivalentes.

b) m, -trans: Pertenecen a este grupo los enlaces m formados entre los
orbitales ocupados 5d., y 5dy, del centro metélico y aquellos de simetria
adecuada de los ligandos. Cada uno de estos orbitales 5d puede
interaccionar exclusivamente con dos ligandos en posicion respectiva trans
dentro del compuesto (Fig. 1.3b). Este tipo de interacciéon puede tener
consecuencias importantes sobre la estabilidad del compuesto, que se

discutiran mas adelante en el apartado dedicado al “efecto trans”.
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Th

(a) (b)

Figura 1.3: Representacion de los orbitales del metal y de los ligandos que participan en las
interacciones de tipo 7 en un compuesto de coordinacion plano cuadrado del platino(II).
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Figura 1.4: Diagrama de energia relativa de los orbitales atomicos y moleculares para un
compuesto de tipo Pt"Ls.
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c) my: Son las interacciones en las que participa el orbital 6p, del atomo de
platino(I). La interaccién es en principio equivalente con las cuatro

posiciones de coordinacion (Fig. 1.3¢c).

La figura 1.4 muestra un diagrama energético aproximado valido para este tipo de
compuestos. Los orbitales de enlace o y 7 son los de mas baja energia, seguidos por los
o* y n*, de anti-enlace, en el orden energético definido por el origen de dichos orbitales
y la fuerza de las diversas interacciones. La existencia o no de enlaces w, asi como la
fuerza de cada uno de los enlaces existentes, definida por las propiedades de los ligandos,

pueden variar en cierta medida el orden energético de los orbitales.

2.- Compuestos de coordinacion del platino(II)

La interaccién Pt™ligando se justifica de forma sencilla y clasica segun la teoria
de la dureza-blandura de 4cidos y bases. En efecto, los dtomos metalicos con una alta
razon carga/radio (R) presentan un orden de afinidad por los haluros inverso al que
muestran los 4tomos metélicos con una razon carga/radio baja. Por ejemplo, para el Fe™
(R =4.69) y el Zn" (R = 2.70) el orden de afinidad es F > CI' > Br’ > I, mientras que
para el Hg" (R = 1.82) y Pb" (R = 1.67), este orden se invierte. La explicacion es que los
electrones de la capa de valencia de los iones con una razon carga/radio grande estan
muy cerca del nicleo y resultan poco apantallados por los electrones internos, por lo que
muestran escasa tendencia a la interaccién covalente con un ligando. Los ligandos de
electronegatividad elevada que pueden unirse a esta clase de iones metalicos formando
enlace idnico fuerte, se denominan respectivamente ligandos y metales duros. Los
metales blandos poseen carga menor o mas electrones en las capas internas capaces de
apantallar la atraccion del nicleo por los electrones mas externos. Como consecuencia,
los orbitales de valencia estaran mas extendidos y sus electrones tenderan a la interaccion
covalente con los ligandos del mismo tipo (revision: Huheey et al., 1993; Gerloch y
Constable, 1994)
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Seglin esta teoria, el platino(Il) es un metal blando (R = 2.08), y tiende a la
formacion de compuestos estables con ligandos blandos como fosfinas, sulfuros,
alquenos y arenos. Los ligandos de mayor dureza como OH, F" y CI' formaran enlaces
mas débiles. Una clasificacidn aceptable de la afinidad de varios ligandos comunes de los
compuestos de platino(II) es la siguiente: CN" > NH; ~ OH>TI > SCN > Br > CI>>F
~ H,0 (Basolo y Pearson, 1967). En esta clasificacion se aprecia que la afinidad por los
ligandos halogenuro aumenta con la disminucion de su electronegatividad. En este
mismo sentido, el enlace de un ligando de tipo sulfidrilo seria mas estable que el del
ligando hidroxilo equivalente, y los complejos con arsinas y fosfinas resultarian mas

estables que los formados con aminas del mismo tipo.

3.- El efecto trans

Los primeros compuestos de coordinacion de platino(Il) se sintetizaron y
estudiaron a principios del siglo XX, y muy pronto se observo un efecto direccional en
las reacciones de sustitucion de ligandos de estos compuestos, que depende de la
naturaleza del ligando en posicién frans respecto al que se sustituye. Aunque la
denominacién “efecto trans” se utilizd desde el principio, su definicion ha cambiado
mucho a medida que sus aplicaciones se extendian a un nimero mayor de ligandos. En
general, un ligando frams-activador, (efecto #rans fuerte), es aquel que facilita la
sustitucion de otro ligando que se encuentra en posicion trans respecto a si mismo. El
efecto trans es por tanto un efecto cinético. La complejidad de este fendmeno se debe al
hecho de que son dos los efectos distintos que justifican la capacidad de un ligando como

trans-activadores: efectos - y n-trans.

Las reacciones de sustitucion nucleofilica en los compuestos de platino(IT) son de
tipo asociativo, con un estado de transicion pentacoordinado. La disminucion de la
energia de activacion que se necesita para facilitar este tipo de reaccion se consigue de
dos formas: aumentando la energia del producto inicial o disminuyendo la energia del

estado de transicion de la reacciéon. Aunque se conoce que el efecto n-trans actua sobre
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el estado de transicion, no existe unanimidad sobre el papel que desempefia el efecto o-

frans.

Los ligandos que poseen caricter mt-aceptor ejercen efecto n-trans. Los orbitales
del platino(Il) 5dy, Sdw, Sdy. y 6p,, que se utilizan para la formacion de enlaces =,
interaccionan a la vez con dos ligandos en posicion respectiva trans o con los cuatro
ligandos (Fig. 1.3). Si uno de estos ligandos, L, es un buen m-aceptor, su interacciéon con
dichos orbitales sera fuerte y los electrones se deslocalizaran sobre el ligando. Este hecho
facilitara la entrada del grupo sustituyente nucleofilo Y. Si éste interacciona fuertemente
con el centro metalico, el estado de transicion se estabilizara aun mas por el aumento del
nimero de interacciones 7 y la consecuente bajada energética de los orbitales

correspondientes (Fig. L.5).

Figura L5: Efecto n-trans. El ligando L es un buen m-aceptor y deslocaliza la densidad
electronica del metal, facilitando la entrada del nucledfilo Y.

El efecto o-trans se ha explicado también en términos de estabilizacion del estado
de transicién. En el estado inicial dos ligandos X y L en posicion respectiva trans
comparten un mismo orbital del 4tomo metalico (6px 0 6py) para sus enlaces de tipo o.
En el estado de transicion la entrada del grupo sustituyente Y hace que el grupo
sustituido X se salga del plano, formando asi una bipiramide trigonal y posibilitando la
interaccion de ambos con el orbital 6p,. Asi, mientras que en el estado inicial existe un
orbital compartido entre dos ligandos, en el estado de transicion habra dos orbitales entre
tres ligandos (Fig. 1.6a). Si el grupo L es un buen o-donador, aprovechara la mayor
proporcion disponible para reforzar su enlace, estabilizandolo asi respecto al estado

inicial (Belluco, 1974). Se ha estudiado también la posibilidad de que el efecto o-trans
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actie sobre el estado inicial, por labilizacion del enlace Pt-X, debido a la mayor
hibridacidn del ligando en trans L con el orbital 6p compartido (fig. I.6b). Esta ultima
posibilidad carece de importancia, segiin una serie de calculos ab initio realizados
recientemente (Lin y Hall, 1991), que confirman también el efecto de estabilizacion del

estado de transicion.

~ En definitiva, existen tres tipos distintos de ligandos capaces de producir un
efecto de #rans-activaciéon: Por una parte, los que forman enlaces w fuertes, como el
monoxido de carbono (CO) y el etileno (C;Hy), por efecto m-trans. Por otra, los que

forman enlaces ¢ fuertes, aunque no formen enlaces de tipo &, como los iones H'y

OYO

TD oY
DLGD&%CDXG oL =tO,
i ;DXQ
A A
(a)
A
o L@T@XQ
A
<—|—
(b)

Figura 1.6: Efecto o-frans. (a): La entrada del nucledfilo Y coloca a los ligandos Y, L y X en
triangulo en el estado de transicién, permitiendo la interaccion o con dos orbitales del metal,
contra uno solo en el estado inicial. (b): Los ligandos L y X, en posicion trans entre si, comparten
el mismo orbital 6p del platino(Il) para la formacién de su enlace o; El enlace Pt-X se labiliza
debido a la mejor hibridacién del ligando L.
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H;C, por efecto o-trans. Y finalmente, los que pueden formar tanto enlaces o como
enlaces 7 sin que ninguno sea muy fuerte, ya que se produciria una suma de ambos

efectos. En este caso se encuentran el ion yoduro (I') y la tiourea [SC(INH,),].

4.-La reaccion de sustitucion.

Una caracteristica de gran importancia para la comprension de la reactividad de
los compuestos de coordinacion planos cuadrados del platino(Il) radica en su bajo
namero de coordinacion, que genera a su vez un gran espacio a ambos lados del plano
ocupado por el compuesto, por el que se aproximan otras sustancias sin impedimento
estérico apreciable. Ademas, el dtomo de platino(Il) presenta un orbital 6p, vacio
perpendicular al plano, capaz de interaccionar con un nucledfilo entrante. El orbital 5d,,
puede desfavorecer este tipo de interaccion en mayor o menor medida, seglin cuales sean
sus interacciones con los ligandos. Por tanto, las reacciones de sustitucion de estos
compuestos deben producirse por un mecanismo asociativo bimolecular de tipo SN;.
Esta suposicion se ha demostrado mediante experimentaciéon (revisiones: Basolo y

Pearson, 1967; Belluco, 1974):

Retencion de la configuracion. Solo un mecanismo asociativo resulta capaz

de mantener la configuracion de una molécula tras una reaccion de
sustitucion. Si el mecanismo fuera disociativo, existiria en algiin momento
una especie tricoordinada que podria ser atacada por el nucleodfilo entrante
desde cualquier angulo, provocando la formacidon de una mezcla de

productos con todas las configuraciones posibles (Fig. 1.7).

Deteccién de compuestos penta y hexacoordinados en sistemas d® (Maresca

y Natile, 1993; Albano et al., 1994). Especies como el Fe’ y el Ni® pueden
formar especies penta y hexacoordinadas, lo que sugiere que dichas

especies puedan ser de transicién en el caso del platino(II). Los ligandos
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capaces de formar enlaces w fuertes estabilizan estos compuestos

pentacoordinados.

Efecto de la naturaleza v concentracion del nucledfilo _entrante sobre la

velocidad de la reaccién de sustitucion. En mecanismos disociativos, el
factor limitante de la velocidad de la reaccion sera la disociacion del primer

ligando, en la que no interviene el ligando entrante (Bellicini et al., 1994).

Factor _estérico. El aumento del nimero de coordinacién durante el
transcurso de la reaccion asociativa la hace mas sensible a problemas de

tipo estérico (Bellicini et al., 1994).

| | |
C C C

A {

—M—x —X»> =M 4Y. B—M—Y + B—M—A + B—M—C
c

|

C C C Y

Figura 1.7: Mecanismos posibles para la reaccion de sustitucion. Arriba: Mecanismo asociativo,
con intermedio pentacoordinado y retencion total de la configuracion. Abajo: Mecanismo
disociativo, con pérdida de la configuracion inicial, obteniéndose una mezcla de isémeros.

Una reaccién de sustitucion puede transcurrir por dos vias diferentes, que
dependen del mecanismo asociativo seguido: mediante ataque directo del grupo entrante

o por formacion de una etapa previa solvolitica (Fig. .8).

Por lo tanto, la expresion de la velocidad de reaccion tendra dos términos:

v= kl[PtAg,X] + kz[PtAg,X][Y_l (1)
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donde k; es la constante de primer orden para el camino solvolitico y k2 es la constante
de segundo orden para el camino de ataque directo. En condiciones de pseudo primer

orden (exceso de Y), la constante de velocidad experimental sera:
kot = k1 + ko[ Y] 2

Lo que significa que si se representa graficamente la kobs respecto a [Y], debe obtenerse
una linea recta con k, como pendiente y k; como ordenada en el origen. La contribucion
de cada una a la constante experimental k., depende de la diferencia en el caracter

nucleofilico entre el disolvente y el ligando entrante Y.

T A
...ulls -X —
vs A——'Fl't\x — A—Pt S
A ' /kl' A
A—Pt—X
l +Y A
N ___Plt_..nllY
|
A

Figura 1.8: Caminos posibles para la reaccion de sustitucion nucleofilica de los complejos del
platino(II), con etapa previa de solvolisis (arriba) o ataque directo del grupo entrante Y (abajo).

En la figura 1.9 se ilustran los perfiles de reaccion posibles. Se observa que
mientras el estado de transicion es hexacoordinado, los estados intermedios son
pentacoordinados. Los efectos de ambos estados sobre la velocidad de reaccion seran
diferentes dependiendo de la naturaleza de la etapa cinéticamente limitante (Basolo y

Pearson, 1967; Belluco, 1974).
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AsP - APt ¥
Ik d A~ X

A3Pt —X+Y

® =0 o8B M —

APt—Y + X

(@  APt—Y+X | Apt—X+Y (D)

Coordenada de reaccion —>

Figura 1.9: Perfiles de reaccion posibles para la reaccién de sustitucion. La etapa cinéticamente
limitante de la reaccion es la entrada del nucleofilo Y (a), o la rotura del enlace del grupo saliente
X (b) (segun Basolo y Pearson, 1967).

5.- Factores que afectan a la cinética de sustitucion.

El grupo sustituido.
La comprension del comportamiento de una reacciéon de sustitucion cuando se
cambia el grupo sustituido requiere el conocimiento del proceso cinéticamente limitante,

segun las dos posibilidades descritas en la figura 1.9. Por ejemplo, para la reaccion

[Pt(dien)X]’ + SC(NH,); — [Pt(dien)(SCNH))** + X (3)

el orden de energias de activacion segiin la naturaleza de X es CI' ~ Br' ~ I' << N3 ~
NO; < SCN < CN' (Basolo y Pearson, 1967), lo que indica que la estabilidad del enlace
Pt-X (CI' < Br <T) no es determinante para su sustitucién. Los ligandos sustituidos se
dividen en dos grupos: (i) Ligandos facilmente sustituibles, en los que la velocidad de
sustitucién es practicamente igual para todos, y (ii) ligandos dificilmente sustituibles,
para los que la velocidad de la reaccién depende fuertemente de su naturaleza. Las
reacciones del tipo (i) siguen una cinética como la indicada en la figura 1.9a, con la

entrada del nuevo ligando como factor cinéticamente limitante, mientras que las
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reacciones del tipo (ii) siguen el camino indicado en 1.9b, donde la etapa de ruptura del
enlace Pt-X limita la velocidad de reaccion, y por tanto la naturaleza de X sera de

importancia mayor.

En general, los ligandos con efecto frans fuerte pertenecen al grupo (ii), ya que,
como se ha descrito, la frans-activacion implica una fuerte interaccion con el centro
metalico. Sin embargo, otros ligandos con efecto trans débil, como NH; o OH, se
sustituyen muy lentamente debido a su caracter electronegativo, que condiciona su
interaccion con los orbitales de energia mas baja (no direccionales) Sd..,2 y 6s. Con ello
se producen enlaces fuertes sin que su efecto trans sea excesivo (Basolo y Pearson,

1967, Belluco, 1974).

El ligando entrante.

La afinidad de un nucledfilo por un compuesto de coordinacion de platino(I) no
depende de su basicidad, sino de su capacidad para formar enlaces sinérgicos o-donador-
n-aceptor (Belluco, 1974; Bellicini et al, 1994). En general, puede decirse que existe una
buena correlacion entre la importancia del efecto frans de un ligando y su reactividad
como grupo entrante, por lo que, para un mismo compuesto, puede preverse una escala
de reactividad con distintos ligandos. Sin embargo, la presencia de ligandos con efecto
trans fuerte o la carga del compuesto puede alterar la escala de reactividades. Para
compuestos cargados positivamente, la capacidad o-donadora del ligando entrante, y por
tanto su basicidad, cobrara mayor importancia. A este respecto se ha determinado la
llamada “constante de reactividad nucleofilica” (n’p), que permite clasificar los distintos
grupos entrantes segun su afinidad por un compuesto de referencia dado (Belluco et al.,

1965; Pearson et al., 1968; Henderson, 1993). Asi,
n’m=log (ky/k)o  (4)

Donde k, y ky son las constantes de velocidad para la reaccion segun el camino de
solvélisis o de ataque directo, respectivamente, a 30°C y en metanol. Otra forma de la
misma expresion

log(ky) = n'p + log (k) )
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Figura 1.10: Representacion grafica de las constantes de reactividad nucleofilica (np,) frente a las
constantes de velocidad de segundo orden (k,) de los compuestos del platino(Il) trans-
[Pt(PEt;),Cl;] en metanol a 30 °C (O) y [Pt(en)Cl,] en agua a 35 °C (A), con varios grupos
entrantes (segun Belluco, 1974).

permite la representacion grafica del “log (k,)” respecto a n’w, obteniéndose una recta de
pendiente 1 y ordenada en el origen “log (k,)”. Para otros compuestos distintos del de
referencia, donde np, = s-n’p, “s” se conoce como “factor de discriminacion nucleofilica”,

mientras que “log (k;)” se conoce como “reactividad intrinseca” del compuesto (Fig.
1.10).

Los compuestos con una reactividad intrinseca elevada, en los que la solvolisis es
muy rapida, tendran logicamente un bajo poder de discriminacion nucleofilica, y

viceversa.

20



Propiedades quimicas del platino(II)

En general, la prevision de la escala de reactividades de un compuesto respecto a
varios ligandos en base a este planteamiento, requiere la eleccion de otro compuesto
como referencia, cuyas caracteristicas, principalmente carga y capacidad #rans-activadora

de sus ligandos, sean muy parecidas a las del compuesto en cuestion.

Los ligandos inertes.

El papel que juegan los ligandos inertes en la reaccién de sustitucion se limita
practicamente al efecto trans del ligando en dicha posicion respecto al reemplazado. Este
efecto produce, por ejemplo, una reactividad muy distinta del cisplatino y el transplatino

con la tiourea (tu):
cis-[Pt(NH;),Cl,] + tu(exc.) — [Pt(tu)]* (6)
trans-[Pt(NH;);Cl,] + tu(exc.) — trans-[Pt(NH:)o(tu).]*  (7)

El primer paso en ambas reacciones es el mismo, es decir la sustitucién de un ligando
cloruro por una molécula de tiourea. Entre los tres ligandos participantes en esta
reaccion, el orden de frans-activadores es tu > CI" > NHs, pero como el enlace Pt-NH; es
mas fuerte que el Pt-Cl, es el cloruro el primero sustituido. La velocidad de esta primera
reaccion es unas 300 veces mayor en el transplatino, probablemente debido al mayor
efecto #frans producido por el otro cloruro en esta substancia respecto al ligando amino
en el cisplatino (Dedon y Borch, 1987; Borch et al., 1988). En el caso del cisplatino, y
tras la sustitucion de ambos ligandos cloruro, el efecto trans producido por la tiourea
labiliza los enlaces Pt-NH; lo suficiente como para que estos sean sustituidos a su vez
por otras dos moléculas de tiourea. En el caso del transplatino las dos moléculas de
tiourea quedan en situacion respectiva frans, y cis respecto a las NH;, por lo que no

afectan a los enlaces Pt-NH; y éstos permanecen como tales (Basolo y Pearson, 1967).

El hecho de que la tiourea, como posiblemente ocurre con otros compuestos con
atomos de azufre, sea capaz de desplazar un enlace Pt-N en posicion trans, es muy
importante en el contexto de la reactividad de estos productos con el ADN en el interior
de la célula. El aducto monofuncional cis-[Pt(NH3),(N"-G)CI]" podra bloquearse

unicamente por un compuesto sulfurado intracelular (como por ejemplo el glutation),
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impidiendo la formacién de aductos bifuncionales. Sin embargo, un aducto de tipo
trans-[Pt(NH;),(N’-G)CI]" podra ser bloqueado y posteriormente eliminado del ADN
(Fig. 1.11). Ademas, la velocidad de reaccién del transplatino con estos compuestos
puede hacer que éste no reaccione con el ADN, quedando asi desactivado durante su

transito intracelular (Lepre y Lippard, 1990; Eastman y Barry, 1986).

H:N—Pt-—C1 _(N'Hﬂ) H3N— Pt-—SC(NHz):2 M» (NH2)2CS—Pt+—SC(NHz)2

~(N7-G)= “(N7-Gy~ we(NT-G)=
Cl (NH2)2CS (NH2):CS
HiN— P—NH; — 25 - Plt—NHs _EE N Pe—NES

NGy e (NT-Gmr (NH:):CS

Figura 1.11: Reaccion de un aducto monofuncional cisplatino-ADN (arriba) o transplatino-ADN
(abajo) con la tiourea. Solo el aducto del transplatino puede ser eliminado, por efecto trans.

Respecto al llamado “efecto cis”, es decir, la labilizacion del enlace de un ligando
debido al efecto ejercido por otro ligando en posicion cis respecto a el, no existe ain una
regla fiable que permita preverlo, pero se conoce que se trata de un efecto mucho mas
débil que el trans, con actividad apreciable solo cuando el grupo en trans es un trans-

labilizante muy débil (Basolo y Pearson, 1967; Belluco, 1974).

El disolvente.

Puesto que la reaccion de sustitucion puede transcurrir por via solvolitica (Fig.
1.7), es previsible que la contribucion de esta via de reaccion se haga mas importante (k,
>> k,[Y]) cuando aumente la capacidad del disolvente para coordinarse al centro
metalico. En general, la via solvolitica es muy efectiva para los disolventes polares
(DMSO > CH;NO; ~ HO > R-OH), y lo es menos en el caso de disolventes poco

polares o apolares.
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Un disolvente actia también en otros ambitos de la reaccién, mediante la
solvatacion del compuesto de coordinacién (la geometria plana cuadrada facilita la
interaccion del centro metalico con el disolvente por ambos lados del eje perpendicular al
plano del compuesto), del ligando entrante y del sustituido. La mejor solvatacion de un
grupo saliente respecto a otro en el estado de transiciéon disminuye la energia del mismo
y facilita su salida (Bellicini et al., 1994; Pitteri et al., 1994). La reaccion de un ligando
entrante polar, en el seno de un disolvente apolar, se producira principalmente por via de
ataque directo, ya que la escasa solvatacion del ligando lo hace mas reactivo (aumenta la
energia del estado inicial y por tanto la k,). Por otra parte, la baja coordinacién del
disolvente con el ion metalico dificulta la via de solvatacién (disminuye k,) (Basolo y

Pearson, 1967).

La carga del compuesto.

El efecto de la carga sobre la velocidad de la reacciéon de sustitucion es, en
general, poco relevante. En el caso de los nucledfilos capaces de formar enlaces =, la
interaccion con los orbitales 5d llenos del metal es mas fuerte en el estado de transicion,
lo que acelera la reaccion. Si el complejo esta cargado positivamente, la carga nuclear
efectiva sentida por los electrones en estos orbitales es mayor, y por lo tanto su
expansion en el espacio estara mas restringida, lo que hara disminuir su solapamiento con
los orbitales  de los ligandos y, como consecuencia, aumentara la barrera de activacion

(Belluco, 1974).

El impedimento estérico.

En las reacciones de tipo asociativo, su velocidad disminuye con el aumento de
tamafio del ligando entrante. Del mismo modo, la existencia en el compuesto de ligandos
voluminosos hard mas dificil la expansion del nimero de coordinacion en el estado de
transicion. La posicion de un ligando voluminoso respecto al ligando sustituido influye
sobre la velocidad de la reaccion. En el estado de transicion pentacoordinado (bipiramide
trigonal) los ligandos en cis del sustituido quedan en las posiciones apicales, mientras que
el entrante, el sustituido y el ligando en frans quedan en las posiciones axiales (Fig. 1.12).

Asi, un ligando voluminoso en cis queda mas cerca de los grupos reactivos en el estado
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de transicion que un ligando en frans, y por lo tanto su efecto estérico sera mayor

(Basolo y Pearson 1967; Bonivento et al., 1983).

Figura 1.12: Efecto estérico producido por un ligando voluminoso L en posicion cis (arriba) o
trans (abajo) respecto al grupo saliente X. En el estado de transicion pentacoordinado, el angulo
entre L y los grupos reactivos es cercano a los 90° (arriba) o a los 120° (abajo).

El compuesto [Pt(Etidien)Cl]" (Etsdien = (CHs),NC,H,NHC,H,N(C,Hs),)
representa un ejemplo extremo de impedimento estérico. En este compuesto, los cuatro
grupos etilo se situan a ambos lados del plano del compuesto, de tal forma que la
aproximacion de un reactivo resulta practicamente imposible, y su reacciéon de
hidratacion es unas 10* veces mas lenta que para el compuesto de referencia
[Pt(dien)CI]". Esta reaccién es independiente del ligando entrante, lo que se ha

interpretado como indicacion de un mecanismo disociativo (Basolo y Pearson, 1967).

La catdlisis electrofilica.

Se llama asi al efecto de aceleracion de la velocidad de sustitucidn que ejercen
ciertos acidos (CH;COOH, CF;COOH, H3;BO;) en pequefias concentraciones. Este
efecto esta relacionado con la capacidad de dichos acidos para interaccionar con los
orbitales d llenos del centro metéalico mediante la formacion de enlaces n. De este modo

la densidad electronica alrededor del platino(I) disminuye, lo que hace mas facil la
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entrada del nucledfilo sustituyente. La constante de velocidad de pseudo primer orden
queda entonces compuesta por los tres términos siguientes [véanse las expresiones (1) y
@)l

Kobs = ki + ko[ Y] + ks[Y'][AH] ®)

El tercer término es el correspondiente a la via en la que tanto el reactivo Y~ como el

acido AH participan en el complejo activado.

Este efecto no tiene lugar en todos los casos, y existen dos excepciones bien
conocidas: por un lado, los compuestos que ya tienen ligandos mt-aceptores no necesitan
este tipo de interaccion para deslocalizar su densidad electronica, y en caso de existir, la
interaccion seria mas débil. Por otra parte, los compuestos con ligandos voluminosos
dificultan la aproximacion de dichos catalizadores, por lo que su interaccion resulta dificil

o imposible (revisién: Basolo y Pearson, 1967; Belluco, 1974).
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Capitulo 11

Quimica y estructura de los

Acidos Nucleicos
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El 4cido desoxiribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN) constituyen
los soportes de la informacion genética en todos los sistemas vivos. El ADN, que
representa entre el 5 y el 15% del peso celular seco (Sriram y Wang, 1996), fue aislado
por primera vez durante la segunda mitad del siglo XIX, pero luego fue necesario el paso
de un largo periodo de tiempo para que se desarrollaran las técnicas adecuadas que
condujeron a la definicién de su estructura quimica y sus propiedades fisico-quimicas. En
1952 se le reconocié como soporte de la informacion genética (Hershey y Chase, 1952),
papel que hasta ese momento se disputaba con las proteinas, mas complejas (20
monoémeros posibles contra 4 para los 4cidos nucleicos) y presentes también en todos los
seres vivos, que parecian mejores candidatas para contener tal cantidad de informacion.
Sin embargo, el punto de partida para el nacimiento de la bioquimica tal como la
conocemos hoy fue la publicacion en 1953, por parte de Watson y Crick, de la estructura
tridimensional del ADN en doble hélice (Watson y Crick, 1953). Otras estructuras en
doble hélice del ADN, como la forma A y la forma Z se descubrieron mas tarde, y atn
hoy las implicaciones y funciones de estas estructuras en la maquinaria celular siguen

siendo objeto de estudio.

Existen muchas revisiones generales dedicadas a la bioquimica y a la estructura
de los acidos nucleicos. Para la confeccién de este trabajo se han utilizado principalmente
las debidas a Saenger, 1984; Mathews y van Holde, 1990; Blackburn y Gait, 1990; y
Sinden, 1994.

A. NUCLEOBASES, POLINUCLEOTIDOS Y DOBLE HELICE DE ADN

1.- Los componentes de los dacidos nucleicos: los nucledtidos.

Un 4cido nucleico es un heteropolimero constituido por unidades llamadas
nucledtidos. Cada nucledtido se compone de un grupo fosfato unido a una pentosa
ciclica (D-ribosa para el ARN, 2’-desoxi-D-ribosa para el ADN) por esterificacion del

hidroxilo en posicion 3°, y de un compuesto heterociclico (base) unido también al azicar
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por un enlace, llamado “enlace glicosidico”, entre el carbono anomérico (C") del azicar
y un atomo de nitrégeno endociclico de la base (Fig. I1.1). La parte fosfato-azucar es
comin a todos los nucleétidos de un mismo polimero, y solo las bases permiten
diferenciarlos. Clasicamente, estas bases son la guanina (G), la adenina (A), la citosina
(C), y la timina (T) en el ADN o el uracilo (U) en el ARN (Fig. II.2). Distintas
modificaciones quimicas de estas bases pueden llevar a la presencia de otras en el
polimero, siempre en una cantidad mucho menor pero de importancia cierta para

distintos procesos de la vida celular (Fig. I1.3). Por su naturaleza quimica, la adenina y la

NH;

%
< )

(Enlace glicosidico)

OH OH — ARN
(H) = ADN

Figura II.1: Estructura de un nucledtido del ADN o del ARN, con la Adenina como base.

HN | N~ HN

>y oy o

Timina Citosina Uractlo
NH, 0]
N N
l Z~N /KN N
N H H,;N H
Adenina Guanina

Figura I1.2: Las cinco bases aromaticas nucleotidicas principales.
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NH,

H;C.
H, *NH
CH;
0) N g\; KN

d

Figura I1.3: Ejemplos de bases nucleotidicas modificadas. De izquierda a derecha: Pseudouridina
(y), S-Metildesoxicitidina (m’-dC), 1-Metiladenosina (m'-A) y 6-Metildesoxiadenosina (m°-dA).

guanina (derivadas de la purina y unidas al azicar por el nitrégeno N°) se denominan
bases puricas, y la citosina, timina y uracilo (derivadas de la pirimidina y unidas al azicar

por el atomo de nitrégeno N*'), bases pirimidinicas.

Los nucledtidos se caracterizan sobre todo por su comportamiento quimico
4cido-base. De este caracter dependen sus propiedades fundamentales de reconocimiento
mutuo y de emparejamiento (ver seccion A.3). A pH fisiolégico, las bases y los anillos
furanosa son neutros, y los grupos fosfato estan doblemente cargados. En estas
condiciones resultan posibles varias formas tautoméricas definidas segtn los equilibrios
ceto-enol y amino-imino (Fig. I1.4) que son de una importancia capital, ya que de ellos
depende el caracter donador-aceptor de cada base y la formacion de los enlaces de
hidrégeno con su base complementaria. Las formas tautoméricas dominantes de las bases
nucleotidicas estdn hoy bien establecidas (por espectroscopia UV, RMN e IR) y

corresponden, en proporcion superior al 99,99% a las formas amino y ceto (Fig. I1.4).

Los nucleétidos presentan un gran nimero de conformaciones posibles, que se
describen en funcion de los 4angulos de torsion de los enlaces de los grupos azicar (vo a

vs), fosfato (o, B, ¥, 9, €, ) y union glicosidica (y) (Fig. I11.5).
El enlace glicosidico presenta dos conformaciones energéticamente favorables

segun su angulo de torsion glicosidico y: anti y syn (Fig. I1.6). La configuracion anti (%,

~ 180°) es en general la mas favorecida, pues impone un impedimento estérico minimo
el
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para el azicar y la base. La conformacion syn (x = 0°) se puede encontrar en la
guanidina, en la que se estabiliza por una interaccion electrostatica entre el grupo fosfato
cargado negativamente y el grupo amino electréfilo en la posicion 2 de la guanina. Estas
conformaciones de la unién glicosidica son importantes para la estructura secundaria de

los acidos nucleicos y se discutiran posteriormente.

\0
\H\NJICH; CH; CH,
|
™o N g ™o ™~ )\

ceto dR Timina enol
N
H\O
A
JIN\ Y JI
~ g * N\> \Hw)*NlN\ g )\
|
ceto IR Guanina dR  enol
\H\ _H
N
\N p | H L \H\N JIH
\OJ\N H \OJ\N H ™~ )\
amino Citosina dki imino
\H\N,H \H\N
N\
D — LD
lN/ N kN N k
amino ‘}R Adenina AR imino

Figura 11.4: Equilibrio ceto-enol en la Timina y en la Guanina, y equilibrio amino-imino en la
Citosina y en la Adenina. Las flechas indican la direccién de los enlaces de hidrogeno que puede
formar cada especie, que determinan sus posibilidades de emparejamiento con otras bases.
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Figura I1.5: Denominacion de los angulos de torsion de cada uno de los enlaces del esqueleto del
azucar, grupo fosfato y enlace glicosidico.

NH,
NH, N \
N /i N
HO\ /OH 4 = N HO /OH — »
//P\ < /// , //P\ N N
HO Anti HO Syn

Figura I1.6: Conformaciones anti (arriba) y syn (abajo) del enlace glicosidico en el caso de la
desoxiadenosina, que evidencia la mayor posibilidad de interacciones entre la base y el aziicar y
el grupo fosfato en la conformacion syn.

En el azicar, el 4ngulo de fase (P) y la amplitud de pseudorotacién () resumen
las posibilidades de rotacion de los enlaces endociclicos (vo a vs) (Fig. IL7). De este

modo, se distinguen dos dominios conformacionales principales que dependen de la

31



Quimica y estructura de los acidos nucléicos
Nucleobases, polinucledtidos y doble hélice de ADN

posicion de los carbonos C* y C* respecto al plano formado por los otros dtomos del
ciclo (C'-0*-C*): las conformaciones C*-endo (o tipo S, con 150° < P < 194°) y C*"-
endo (o tipo N, con 1° <P < 34°) (Saenger, 1984 ; Sriram y Wang, 1996).

(o4} (o} c3'
C2'
C4'\vo<§ / ,
' C2'-endo C\Av{: C3'-endo
c3 cl s
[«]
0 __C3"-endo
324
Cl'-endo V2
72° D= cos P
108° oo (Varvi) = (Vs + Vo)
C4'-endo 2V, (sen 36° + sen 72°)

C2'-endo

Figura I1.7: Arriba: Representacion de las dos conformaciones principales (C*-endo y C*-endo)
del anillo furanosa en los nucledtidos. Abajo: Circulo de pseudorotacion del angulo diedro del
azucar, y formulas matematicas que relacionan el angulo de fase P y la amplitud de
pseudorotacion @ con los angulos de torsion de los enlaces del anillo (v a vy).

Figura IL.8: Conformacién sinclinal del enlace C*-C*.
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La posicion del fosfato respecto al aziicar esta determinada por la conformacién
de los enlaces C*-C* y C*-0". En general, la conformacién sinclinal resulta mas
favorecida energéticamente, tanto para C*-C* como para C*-0° (Fig. I.8) (Blackburn,
1990).

2.- Estructura primaria de los dcidos nucleicos: la cadena nucleotidica.

La estructura primaria de los acidos nucleicos consiste en un encadenamiento
lineal de nucleétidos (2'-desoxi-D-ribonucleétidos para el ADN, D-ribonucleétidos para
el ARN) mediante enlaces de tipo fosfodiéster entre el hidroxilo en 3’ de un nucleétido y
el hidroxilo en 5” del siguiente. Este encadenamiento lleva a la formacion de un esqueleto
hidrofilico cargado negativamente, formado por los grupos azucar y fosfato, y de una
secuencia de bases alineadas, relativamente hidrofobas, donde reside toda la informacién
de la molécula (Fig. 11.9). A pesar de su aparente simpleza, esta estructura confiere a la
molécula las propiedades esenciales necesarias para su papel primordial en los diferentes
procesos celulares y permite la formacidn de las estructuras secundarias y terciarias. Si a
este nivel las moléculas de ADN y de ARN resultan similares, la ausencia o presencia del
hidroxilo en la posicion 2’ del azicar las hace tan diferentes como para permitir su
discriminacion por parte de las enzimas celulares. Ademas, el ARN (y sobre todo el
ARNt) contiene un_ nimero mayor de modificaciones quimicas de las bases que el ADN,

lo que modula también su actividad biologica (Long, 1996).
3.- Estructura secundaria del ADN: las dobles hélices.

En el momento de la descripcion de la estructura en doble hélice del ADN por
Watson y Crick (forma ADN-B), se habia identificado por rayos X otra forma del ADN,
el ADN-A, encontrada en condiciones de menor humedad (75% de humedad relativa) y
de menor fuerza ionica ([NaCl]<10%) que para la forma B. Gracias en gran parte al
desarrollo de la sintesis quimica de oligonucle6tidos en cantidades suficientes, se ha
descrito después toda una familia de ADN-B (ADN-B’, C’, C”, D, E, T) y la forma

ADN-Z , cuyos parametros estructurales se han determinado a nivel de resolucion
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0
—K_{ .
o “0o—CH, 0
0
NH;
N~
VAN NS
o’ “o—cH,
o
0 0
HxC
0 o 3 | NH | NH
o 'p |oH /J§ ’I\)
0
o, O
e p! |oH
o o

Figura I1.9: Representacion de una secuencia polinucleotidica con las bases principales. Entre
corchetes, las modificaciones a realizar si queremos representar el ARN en vez del ADN: adicién
del hidroxilo en posicion 2’ y substitucién de la Timina por el Uracilo.

atomica (Fig. I1.10). De esta forma, se ha demostrado que la conformacion final de la
doble hélice formada por una secuencia dada de ADN depende, no solo del nivel de
humedad y de la concentracion salina, sino también de la composicion en nucledtidos,
temperatura, naturaleza de las sales y disolvente y de las posibles modificaciones
quimicas de las bases (Saenger, 1984). Estos estudios permiten concluir que la
estabilidad y la conformacion de una estructura de doble hélice estan intrinsecamente

unidas a las interacciones de la molécula de ADN con el disolvente y con los iones
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Figura I1.10: Comparacién de las estructuras de las dobles hélices A, B y Z (arriba, enmedio y
abajo, respectivamente) del ADN.
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presentes en el medio, asi como con toda otra molécula capaz de interaccionar con la

doble hélice de ADN (Dickerson, 1982 ; Saenger, 1984 ; Blackburn, 1990).

Las dobles hélices de ADN se caracterizan todas por dos cadenas
polinucleotidicas antiparalelas unidas entre si por enlaces de hidrogeno entre los pares de
bases complementarias A.T y G.C (Fig. IL.11) y enrolladas entre si en espiral. Las bases
se encuentran situadas hacia el interior de la hélice, y el esqueleto fosfodiéster hacia el
exterior, mas en contacto con el disolvente y los iones del medio. Esta estructura se

encuentra estabilizada por:

- Los enlaces de hidrogeno entre los pares de bases.

- Las interacciones hidrofobicas, n-n de apilamiento y dipolares entre las
bases.

- Las interacciones con los contraiones que disminuyen las repulsiones entre
los fosfatos cargados negativamente, y las capas de hidratacion que
interaccionan a la vez con el esqueleto y con los grupos carboxilo, imino y

amino accesibles de las bases (Saenger, 1984 ; Blackburn, 1990).

Esta estructura en doble hélice crea dos zonas bien diferenciadas a un lado y al
- otro de los enlaces glicosidicos: el surco mayor y el surco menor (Fig. II.11). Estos
surcos cambian con la conformaciéon de la molécula y constituyen por si mismos
dominios de interaccion especificos para los diferentes ligandos del ADN (Seeman et al,,
1976). Otras caracteristicas estructurales de las dobles hélices estan definidas por los
parametros helicoidales, utilizados para cuantificar la posicién de cada base respecto al
eje de la doble hélice y a su base complementaria (Dickerson, 1989 ; Fig. I1.12), y por los
angulos de torsion del esqueleto fosfato-azicar (ver Fig. IL.5). En la tabla se indican los
valores medios de los parametros estructurales mas representativos de las dobles hélices
A, B y Z del ADN. Bajo ciertas condiciones especificas, la posible interconversion entre
estas estructuras puede tener consecuencias biolégicas importantes para la célula

(revisiones: Sinden, 1994 ; Frank-Kamenetskii y Mirkin, 1995).
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Figura II.11: Los dos pares de bases A.T y G.C de la doble hélice del ADN. Los enlaces de
hidrégeno se representan por flechas para indicar su direccionalidad. Los trazos alrededor de
cada par de bases indican la extension de los surcos mayor y menor.

i) ADN-B

Se trata de la forma mas estable del ADN bicatenario bajo las condiciones
fisiolégicas. Los pares de bases se encuentran centrados y perpendiculares al eje de la
doble hélice, y la hélice se enrolla hacia la derecha. Con el enlace glicosidico en anti y el
aziicar en C*-endo, el esqueleto forma un surco menor estrecho y profundo y un surco

mayor ancho, profundo y como consecuencia mas accesible paraun gran numero de
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v <\/54
§ \ :; AT
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Figura I1.12: Parametros helicoidales, que definen la posicion de los pares de bases respecto
al eje helicoidal (eje z), y de las bases complementarias entre si.
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Tabla: Valores medios de los parametros estructurales mas representativos de las conformaciones
A, By Z de la doble hélice de ADN.
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ligandos que el surco menor (Fig. I1.10). La tabla muestra los parametros estructurales
medios para una estructura muy heterogénea en la que cada par de bases se considera
una entidad diferente, con una forma propia e interacciones distintas con los pares de
bases vecinas (Drew y Travers, 1984). Asi, la forma de una regiéon de un ADN-B y su
reconocimiento por parte de proteinas y otras moléculas especificas dependen en gran

parte de su secuencia de bases (Long, 1996).
ii) ADN-A

Esta estructura se observd por primera vez en cristales con baja humedad
(Franklin y Gosling, 1953). Se caracteriza por su enrollamiento hacia la derecha y por
sus enlaces glicosidicos en anti y aziicares en posicion C*-endo. La vuelta de hélice es de
28 A, con 11 pares de bases por vuelta, y la distancia normal de apilamiento de las bases
(interacciones de tipo van der Waals, unos 3,4 A) se mantiene gracias a un basculamiento
de 20 grados y al desplazamiento de los pares de bases hacia el surco menor. Esto genera
un surco mayor mas profundo y estrecho que para el ADN-B y un surco menor
superficial y ancho (Fig. 11.10). La doble hélice de tipo A, mas rigida que la B, se ve
favorecida en secuencias ricas en pares de bases G.C con G consecutivas (Verdaguer et
al,, 1991 ; Bingman et al., 1992), y en las dobles hélices de ARN y mixtas ADN-ARN,
donde el grupo hidroxilo en C¥ obliga estéricamente al azicar a adoptar una

conformacién C*-endo (Long, 1996).
iii) ADN-Z

Descrita por primera vez al principio de los afios 70 en secuencias poli[d(GC)]
(Pohl y Jovin, 1972), la doble hélice de ADN-Z se diferencia de las formas A y B por
estar enrollada hacia la izquierda. Ademas, la conformacion del esqueleto alterna entre
C%-endo/anti y C*-endo/syn. Esto conduce a un esqueleto en forma de zigzag, origen de
su nombre, y a tener un surco menor muy profundo que contiene a los grupos fosfato,
muy proximos entre las dos cadenas (8 A, contra 11,7 A en el ADN-B) (Fig. 11.10).

Como consecuencia, se necesitan concentraciones muy altas de NaCl o de iones
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multivalentes (espermina, Mg’") para estabilizar la estructura(Wang et al, 1979 ;
Ramstein y Leng, 1980; Egli et al., 1991). La presencia de etanol, el superenrollamiento
negativo y algunas substituciones en las bases (C-Me-C, C’-Br-C, N’-dienPt-G) son

también factores estabilizantes de esta forma (Malfoy et al., 1981).

B. LAS TRIPLES HELICES

1.- Introduccién histérica

Felsenfeld, Davis y Rich demostraron la existencia de las estructuras en triple
hélice para los polinucledtidos mediante la publicacion de los espectros de absorbancia
de UV de mezclas diferentes de oligonucledtidos poli(A) y poli(U), de los que se deducia
una estequiometria poli(A):poli(U) 1.2 (Felsenfeld et al., 1957). Estos autores sugirieron
la formacion de enlaces de hidrogeno de tipo Watson-Crick entre la cadena poli(A) y una
de las cadenas poli (U), y otros enlaces de hidrégeno nuevos entre la otra cadena poli(U)
y otros grupos accesibles de la cadena poli(A). Esta hipotesis se confirmé poco después
por Hoogsteen con la publicacion de la estructura cristalina de los tripletes formados
entre la 9-Me-adenina y la 1-Me-timina (Hoogsteen, 1959). Estos nuevos enlaces entre la
tercera cadena y la cadena rica en purinas de la doble hélice han tomado el nombre de
enlaces de Hoogsteen por oposicion a los enlaces de Watson-Crick caracteristicos de la
doble hélice (Fig. I1.13). En los afios siguientes, un gran nimero de estudios de cinética y
de termodinamica de las triples hélices han constituido un sélido aporte para la
comprension de este tipo de estructura, y en particular de su capacidad para formarse en

otras secuencias polinucleotidicas (poli-CGC...).

En los afios 80 se ha despertado de nuevo un gran interés por las estructuras en
triple hélice en razén de los estudios que muestran una mayor sensibilidad a la Nucleasa
S1 de ciertas zonas del ADN, de la cromatina y del ADN superenrollado (revisiones en
Mirkin y Kamenetskii, 1994 ; Soyfer, 1996). Se han propuesto diversas estructuras para

explicar esta hiperreactividad a la Nucleasa S1, localizada en secuencias homopurina-
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Figura II.13: Tripletes de bases caracteristicos de las triples hélices de ADN. Los simbolos (+) y
(-) indican el sentido de las cadenas. Izquierda: tripletes C.G*C*, T.A*T y C.G*G con la tercera
cadena paralela a la cadena polipurina. Derecha: tripletes C.G*G, T.A*A y T.A*T con la tercera
cadena paralela a la cadena polipirimidina. Los dos Gltimos tripletes (C.G*G paralelo y T.A*T
antiparalelo) se pueden dar solamente con terceras cadenas de tipo poli(GT), para las cuales la

orientacion depende de la secuencia.
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homopirimidina. Finalmente, los estudios de migracion electroforética del ADN
superenrollado confirmaron la formacion de un tipo de triple hélice intramolecular y
dependiente del pH, llamada ADN-H (Lyamichev et al., 1985, 1986 ; Mirkin et al.,
1987). En esta estructura, la mitad de la cadena rica en pirimidinas se pliega sobre ella
misma para formar enlaces de tipo Hoogsteen C.G*C" y T.A*T (donde “.” representa los

7312

enlaces de tipo Watson-Crick, y “*” los de tipo Hoogsteen) con la cadena rica en purinas
de la doble hélice (Fig I1.14). Esta estructura necesita de la protonacion de la mitad de
las citosinas, lo que la convierte en dependiente del pH. Otros grupos han demostrado
que resulta posible la formacion de triples hélices estables y con fuerte especificidad de
secuencia entre una secuencia purina-pirimidina de ADN en doble hélice y un
oligonucleétido polipurina o simplemente rico en purinas (Le Doan et al., 1987 ; Moser y

Dervan, 1987).

3'====TTCCCICTTCCCCC----CCCCCTTCTCCCT T~ =3
3'-~--AAGGGAGAAGGGGG---~ GGGGGAAGAGGGAA--—=5'
5'----TTCCCTCTTCCCCC 5'-=--TTCCCTCTTCCCCC
3'-~--AAGGGAGAAGGGGG 3'-———AAGGGAGAAGGGGE
TTEEETETTEEEEE AACGCAGAAGEEES
AAGGGAGAAGGGGG TTCCCTCTTCCCCC
3'5 ADN-H 5'3 ADN-H*

Figura II.14: Formacion de triples hélices intramoleculares en una secuencia palindromica de una
doble hélice de ADN. Existen dos posibilidades de formacion, segin que sea la secuencia
polipirimidina o la polipurina la que se une a la doble hélice como cadena Hoogsteen, dando lugar
a la forma ADN-H o ADN-H* respectivamente. (....): enlaces de tipo Watson-Crick. (****):
enlaces de tipo Hoogsteen entre bases no cargadas. (++++): enlaces Hoogsteen de tipo C.G*C”.
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Mientras que el descubrimiento del ADN-H (y de su forma isomérica ADN-H*)
(Fig. I1.14) contribuyo a la busqueda del papel biologico desempefiado por las triples
hélices, la posibilidad de disefiar oligonucledtidos capaces de reconocer especificamente
una secuencia de una doble hélice de ADN sugirié la utilizacion de los triplexes como
agentes terapéuticos (terapia antigén, ver capitulo III) y en varias aplicaciones

biotecnoldgicas y genéticas (revisiones: Soyfer y Potaman, 1996, capitulo 7).
2.- Estructura

Para la formacién de la triple hélice, las bases de una secuencia polinucleotidica
deben de interaccionar con las de una doble hélice formando otros enlaces de hidrégeno
distintos de los de Watson-Crick. En el surco mayor de una doble hélice B, cuyo tamaiio
le permite acoger una tercera cadena nucleotidica, las bases puricas poseen dos grupos
capaces de formar enlaces de hidrégeno. Las posibilidades de formacion de los tripletes
de bases son los que se indican en la figura I1.13, con una orientacion entre los
esqueletos de la cadena polipurina y de la tercera cadena que puede ser paralela (a la
izquierda, estos enlaces son llamados de tipo Hoogsteen) o antiparalela (a la derecha,
enlaces llamados de tipo Hoogsteen inverso). Los enlaces glicosidicos de la tercera
cadena estan en conformacion anti, como se ha demostrado por espectroscopia de RMN
(Radhakrishnan et al., 1991, 1993) y como era de esperar segun los calculos teéricos de
las energias internas de solvatacion y la simulacién de dindmica molecular (Cheng y

Pettitt, 1992).

El apilamiento de bases representa un factor de gran importancia en la estabilidad
de las triples hélices (Turner et al., 1988), y exige la presencia de una estructura en la que
las bases puricas de la doble hélice que participan en los enlaces Hoogsteen estén todas
en la misma cadena, y que por lo tanto la secuencia de la doble hélice sea poliPu.poliPir.
Si la orientacion de la cadena Hoogsteen es paralela, solo podran coexistir los tripletes
isomorfos T.A*T y C.G*C", que formaran una triple hélice Pir.Pu*Pir como en el caso
de las intramoleculares de tipo ADN-H; Si la orientacion es antiparalela, la coexistencia

de los tripletes cuasi-isomorficos T.A*A y C.G*G resulta energéticamente posible a
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pesar de la deformacion producida en el esqueleto fosfodiéster (triples hélices
Pir.Pu*Pu), existiendo aun la posibilidad de introducir algunas timinas a pesar de una
pequeiia pérdida de estabilidad (Beal y Dervan, 1991 ; Radhakrishnan et al., 1991). Se ha
demostrado la posibilidad de formar triples hélices con oligonucle6tidos de secuencia
poli(GT) como tercera cadena, con orientacion dependiente de la secuencia (Sun y
Héléne, 1993).

En los ultimos afios se ha realizado un estudio estructural intenso y detallado,
mediante el uso de espectroscopia (FTIR, Raman, RMN), cristalografia de rayos X,
simulacion de dinamica molecular, sondas quimicas y otras técnicas (Shafer, 1998 ;
Frank-Kamenetskii y Mirkin, 1995 ; Sun et al., 1996 ; Soyfer y Potaman, 1996). En
general, estos estudios demuestran una gran dependencia estructura-secuencia para las
triples hélices, con diferentes conformaciones para cada cadena e incluso para cada base
de la tercera cadena. El hecho mas comin es el de la presencia de una conformacién
cercana a la forma B o intermedia entre las formas A y B de la doble hélice. Cuando
existen cadenas de ARN participando en la triple hélice, se favorece la forma A

(Raghunathan et al., 1995 ; Dagneaux et al., 1995).

3.- Termodinamica

Para el establecimiento de un modelo capaz de predecir la estabilidad de una
triple hélice en un medio dado, resulta necesaria la determinacion de los parametros
termodinamicos (AH, AS, AG) que controlan su formacién, en funciéon de aquellos
factores tanto internos (secuencia, longitud, desemparejamientos, etc.) como externos
(concentracion y naturaleza de las sales y del disolvente, pH, temperatura, etc.) que
actian sobre su estabilidad. Las técnicas que se utilizan para la medida de estos
parametros se clasifican en dos grupos segun que los valores obtenidos procedan de las
medidas realizadas o del empleo de un modelo tedrico para la reaccion que permite la
transformacion de dichas medidas en valores termodinamicos (revisiones: Kenneth y

Breslauer, 1987; Plum, 1995; Shafer, 1998).
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- En el primer grupo, las medidas realizadas por calorimetria de barrido
diferencial (DSC) y la calorimetria de mezcla isotérmica conducen
directamente a los valores de los parimetros termodinamicos. La DSC
permite la medida directa de Tmux, AH y ACp, e indirecta de AS y AG para
la transicion de triple hélice a doble hélice mas cadena simple. La
calorimetria de mezcla isotérmica se utiliza poco debido al valor
excesivamente grande de las constantes de asociacion para la formacion de
las triples hélices.

- En el segundo grupo, que incluye las técnicas espectroscopicas UV, RMN
y DC, un modelo tedrico para el curso de la reaccion permite transformar
las medidas realizadas en valores termodinamicos. A partir de la ecuacion
de van’t Hoff

dInK/8(1/T) = -AH/R,

se utiliza la relacion que existe entre la variacion de una medida
espectroscopica y la variacidon de la constante de equilibrio (K) de la

reaccion en funcion de la temperatura.

Para la realizacion de medidas de parametros termodindmicos de formacion de las
triples hélices debe tenerse en cuenta un gran nimero de factores dificilmente
controlables como los siguientes:

- Una cinética de formacién mucho mas lenta que para el caso de las dobles
hélices (Rougée et al., 1992 y capitulo de cinética de las triples hélices en
esta tesis) que permita la obtencion de medidas termodinamicas validas en
un sistema en equilibrio.

- Es bien conocido que la presencia de equilibrios secundarios (formacion de
cuadruplexes, disociacion de la doble hélice, auto-asociacién de la tercera
cadena, etc.) influye en la termodindmica del sistema. Como lo que se
intenta medir son diferencias de energia entre dos estados determinados del
sistema (estado de triple hélice y estado de doble hélice mas cadena simple),
hay que asegurar que cada uno de estos estados no participen en otras

estructuras.
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- La utilizaciéon de la ecuacién de van’t Hoff estd restringida a reacciones
donde no existan estados intermedios o0 semi-emparejados. Asi, el modelo
estudiado debera de poseer un alto grado de cooperatividad en la formacién
de los tripletes y comportarse como un sistema bimolecular, con un
equilibrio determinado por la etapa de iniciacion de la reaccién, y no por la

de propagacién (Plum et al., 1990).

4.- Estabilidad

i) Fuerzas participantes

Las fuerzas que actian en la formacion y estabilizacion de las triples hélices son
de naturaleza diversa e interactiva, por lo que resulta muy dificil la evaluacion de la
contribucion de cada una a la estabilizacion global de la estructura. Aunque son las
mismas de las dobles hélices, varian mucho su importancia y los factores internos y

externos que las afectan. Se clasifican en cinco tipos (revision: Soyfer y Potaman, 1996):

- Fuerzas electrostdticas: se establecen principalmente entre los fosfatos del
esqueleto y los cationes del medio que ayudan a la neutralizacion de las
cargas negativas y permiten asi a las tres cadenas acercarse entre si.
También las hay que se producen entre algunos cationes y las nucleobases,
originando un efecto de polarizacion que refuerza los enlaces de hidrogeno
entre los tripletes de bases.

-Interacciones de apilamiento (interacciones m-m) entre las bases de cada

cadena, que necesitan una estructura regular para ser efectivas.

- Enlaces de hidrogeno (de tipo Watson-Crick, Hoogsteen y Hoogsteen

inverso), cuya fuerza varia en funciéon de la estructura, de los cationes

presentes en el medio y del tipo de tripletes formados (canonicos o no,
enlaces >N-H--O=, -OH:--N= u otros), permitiendo o no una distancia

Optima entre las bases.
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- Fuerzas de hidratacion: el cambio de grado de hidrataciéon de una molécula
de ADN puede conducir a un cambio de conformacion (B—A, B—oZ) o
también a la estabilizacion de otra estructura, como la triple hélice.

- Fuerzas hidrofébicas: el caracter hidrofobico de las nucleobases se ve
afectado por sustituciones puntuales (metilaciones, por ejemplo), que
pueden influir, segiin la secuencia y el tipo de disolvente y de sustitucion,
sobre la estabilidad de la triple hélice. Este efecto resulta particularmente
dificil de estudiar, puesto que se relaciona directamente con las fuerzas de

hidratacion y con los enlaces Hoogsteen.

ii) Factores que influyen sobre la estabilidad de las triples hélices:

Existe un gran nimero de factores internos y externos que afectan a una o varias
de las fuerzas eriumeradas. Los mas conocidos y estudiados son:

- La concentracion y naturaleza de los cationes presentes: El
comportamiento de las triples hélices respecto a los cationes es mucho mas
complejo que el de las dobles hélices. Las triples hélices de tipo Pir.Pu*Pir
(Felsenfeld et al, 1957) y el ADN-H, se estabilizan Unicamente con
cationes monovalentes, pero la presencia de cationes bivalentes como el
Mg o el Ca** permiten la obtencion del mismo grado de estabilizacion en
concentracion 10 veces menor. Sin embargo, los cationes multivalentes son
necesarios para la formacion de las triples hélices de tipo Pir.Pu*Pu, y para
el ADN-H* intramolecular (revisiones: Thomas y Thomas, 1993 ; Frank-
Kamenetskii y Mirkin, 1995 ; Plum et al., 1995 ; Soyfer y Potaman, 1996).
En efecto, la existencia de una densidad de carga negativa mayor en las
triples hélices respecto a las dobles requiere la presencia de cationes mas
cargados. Estos cationes (contra-iones) neutralizan las cargas de los grupos
fosfato del esqueleto de la hélice y les permiten el acercamiento mutuo. Sin
embargo, en las triples hélices existen también posiciones especificas de
interaccion entre las bases y ciertos cationes, cuyo efecto sobre la

estabilidad de la estructura depende de la naturaleza del cation que
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interacciona (mayor o menor afinidad por la posicion), de la mezcla de
cationes y concentracion de cada uno (competencia entre diversos cationes
por una misma posicion) y de la secuencia de la triple hélice (presencia o no
de posiciones especificas de interaccion para los cationes presentes,
cambios estructurales relacionados con la secuencia). En todo caso, hay
que tener en cuenta también la capacidad de ciertos cationes para estabilizar
otras estructuras mejor que la triple hélice para ciertas secuencias, como
por ejemplo el K* y el NH;" con los cuadruplexes-G (revisiones:
Williamson, 1993, 1994 ; Hud et al., 1998), o incluso para desestabilizar la
triple hélice, como se ha demostrado para el Na' en secuencias ricas en

tripletes C.G*C" y en presencia de policationes (Soyfer y Potaman, 1996).

Un caso interesante de estabilizacion de las triples hélices por parte de
policatio}les es el de las poliaminas. Estas sustancias estan compuestas por
grupos amino unidos entre si por cadenas policarbonadas y que, a pH y
salinidad fisiologicas, se encuentran totalmente protonados (Hague y
Moreton, 1994). Ciertas poliaminas como putrescina, espermidina y
espermina (Fig. I.15), que se encuentran en la célula de forma ubicuitaria y
tienen un importante papel en la vida celular (Tabor y Tabor, 1984), ejercen
un efecto estabilizador de la doble hélice conocido desde hace tiempo
(Tabor, 1962), mas eficaz en el caso de las poliaminas més cargadas (con
mas grupos amino). Sin embargo, su efecto sobre la triple hélice es mas
complejo y depende del nimero de cargas, de la longitud de las cadenas
carbonadas que las separan y de los substituyentes sobre el atomo de
nitr6geno (Thomas y Thomas, 1993 ; Musso et al, 1997). Se han
propuesto muchos modelos para las interacciones entre las poliaminas y la
triple hélice, y parece claro que, ademas de una accién como contra-iones
de los fosfatos, deben de existir otras interacciones, probablemente
hidrofébicas y con las bases (Jain et al., 1989; Xiao et al., 1991). Este tema
ha sido objeto reciente de varias revisiones (Frank-Kamenetskii y Mirkin,

1995 ; Plum et al,, 1995 ; Soyfer y Potaman, 1996).
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Putrescina HZN\/\/NH\/\/\NH/\/\NH
2
Espermina HZNV\/\NH
2

Espermidina HZN\/\/\NH/\/\NH
2

Figura II.15: Formulas desarrolladas de poliaminas presentes en las células. En condiciones
fisioldgicas, todos los grupos amino se encuentran protonados.

- El pH: La necesidad de protonacion en el proceso de formacion de los
tripletes C.G*C" y C.G*A" (Fig. I1.16) hace que las triples hélices que los
contienen sean pH-dependientes. El pK, de estas bases (citosina y adenina)
aisladas es muy bajo (3,8 para la adenina y 4,3 para la citosina), pero en la
estructura de la triple hélice estos valores aumentan hasta 6,0 para la
adenina (Antao et al, 1988) y 5,5 para la citosina (Xodo et al., 1991).
Ademas, la presencia de poliaminas ayuda a la formacion y estabilizacion de
este tipo de tripletes a pH neutro (Hampel et al., 1991), lo que hace muy

probable su formacion en condiciones fisiologicas.

- La longitud de las cadenas polinucleotidicas: La longitud de la doble
hélice es un factor determinante para la formacion de la triple hélice. La
hibridacion de un oligonucledtido con una doble hélice dada, supone la
existencia de la secuencia apropiada y de longitud suficiente para obtener
una estabilidad y una selectividad 6ptimas. La falta de isomorfismo entre
los diferentes tripletes de bases (ver seccion ILB.2) puede originar una
acumulacion de deformaciones en la estructura que la desfavorezcan
energéticamente para esa secuencia (Broitman et al,, 1987). Este efecto
puede hacerse minimo por la presencia de cationes polivalentes (ver Soyfer

y Potaman, 1996, pp. 197-199).
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Figura I1.16: Tripletes de bases pH-dependientes C.G*A" (orientacién antiparalela) y C.G.C*
(orientacion paralela).

- Los efectos propios de la secuencia de los polinucledtidos: Ademas de la
falta de isomorfismo de los tripletes, ya discutida, hay que tener en cuenta
otros efectos debidos a la secuencia. En general, los defectos de
emparejamiento o de apilamiento, tales como ausencia puntual de
nucleobases, bases que no encajan, tripletes no canénicos y otros, aunque
tolerados hasta cierto limite, desestabilizan la estructura en distinto grado.
Otro efecto desestabilizante es la repulsion que tiene lugar entre las C

adyacentes, que disminuye las interacciones de apilamiento.

- La hidrofobicidad: La sustitucion de citosinas por 5-Me-citosinas en una
triple hélice aumenta su estabilidad gracias a las interacciones hidrofobicas
creadas (Xodo et al, 1991; Singleton y Dervan, 1992). También la
sustitucion de las timinas (o 5-Me-uracilos) por 5-propil-uracilos en una
triple hélice Pir.Pu*Pyr que contiene S-metil-citosinas produce un efecto
estabilizador (Froehler et al, 1992). Otras combinaciones ensayadas
encuentran el problema en el impedimento estérico creado por los grupos
hidréfobos incorporados en la estructura (revisiones: Sun y Héléne, 1993;

Soyfer y Potaman, 1996).
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5.- Cinética.

La reaccién de formacion de una triple hélice a partir de una doble y de una
tercera cadena simple es un proceso bimolecular (en la gama de longitudes de los
oligonucleétidos normalmente utilizados), en el que la velocidad de formacion (constante
de asociacion, k,;) depende de las concentraciones de las dos especies. La reaccion se
produce en dos etapas: la iniciacion y la propagacion (Craig et al., 1971) (Fig. I1.17). La
primera consiste en la formacion de pocos tripletes, entre 2 y 4, y es la etapa
cinéticamente limitante. En la etapa de propagacion se produce el cierre del resto de
triplete, y su mayor velocidad se debe a las interacciones de apilamiento de las bases. De

acuerdo con este modelo de reaccion, se ha demostrado que la presencia de un triplete

Fig. I1.17: Formacién de una triple hélice a partir de una cadena simple y una doble hélice
complementaria, con la etapa de iniciacion, cinéticamente limitante, y la propagacion posterior.
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no canodnico 0 que no encaja en una triple hélice no afecta a la constante k., pero

aumenta 10° veces la constante de disociacion k; (Rougée et al., 1992).

En general, la cinética de formacién de las triples hélices es 10%-10* veces mas
lenta que la de formacion de las dobles hélices, lo que se debe a varios factores
(Porschke y Eigen, 1971; Xodo et al., 1997):

- Mayor rigidez de la doble hélice respecto a la cadena simple, que origina

una asociacion mas facil de dos cadenas simples entre si respecto a la de

una cadena simple con una doble hélice.

- Los cambios estructurales que deben producirse en la doble hélice para
acomodar a la tercera cadena.

- La repulsion electostatica entre los esqueletos fosfodiéster es también mas
importante en la triple hélice que en la doble, en razén de su mayor

densidad de carga.

El valor de k. de las cadenas pirimidinicas es también diez veces mas grande que
el de las cadenas puricas (Xodo et al., 1997), lo que se explica en parte por la mayor
tendencia que tienen algunas de estas ultimas a la formacidén de estructuras secundarias
dependientes de la secuencia, de modo que la iniciacion de la formacion de la triple hélice

supone la ruptura previa de las estructuras restantes.

Se ha estudiado también el efecto de los iones mono y multivalentes. En general
se encuentra un aumento de la constante k., paralelo al aumento de la concentracion de
los iones (Felsenfeld y Rich, 1957), tanto para los cationes monovalentes (a mayores
concentraciones) como para los bivalentes. Sin embargo, en presencia de Mg® el
aumento de la concentracién de Na" provoca una disminucion de la constante k,, (Xodo
et al., 1997). Este hecho concuerda con el modelo de estabilizacion de las triples hélices
por neutralizacion de las cargas de los fosfatos y estabilizacion del complejo de
iniciacion, y también con los efectos estabilizadores encontrados para estos mismos
cationes (ver seccion I1.B.4). El efecto de las poliaminas es mas complicado, debido a la

existencia de una cierta selectividad de secuencia (Xodo et al., 1997).
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Puesto que la estabilidad de ciertas triples hélices es suficiente para hacerlas
biologicamente activas, la barrera cinética se mantiene como factor limitante, sobre todo
si se tiene en cuenta que la triple hélice debe competir con las enzimas en lo que respecta
a su interaccién con la doble hélice de ADN (revisiones: Thuong y Héléne, 1993 ; Soyfer

y Potaman, 1996).

C. OTRAS ESTRUCTURAS

Las cadenas nucleotidicas se asocian y mantienen su estructura mediante fuerzas
conocidas (enlaces de hidrogeno, interacciones m-m de apilamiento, interacciones
hidrofébicas y dipolares entre las bases, interacciones electrostaticas entre los fosfatos y
los iones y disolvente). Pero las caracteristicas singulares debidas a la secuencia de bases,
tipo de azicar (furanosa o 2‘-desoxifuranosa), medio (pH, iones, disolvente,
temperatura) y a otros parametros (como el superenrollamiento) favorecen o reprimen la
accion de aquellas fuerzas de forma que resulte mas estable una determinada estructura
en unas condiciones estrictas. Por ejemplo, se ha demostrado claramente que existen
distintas conformaciones en las dobles hélices favorecidas por la secuencia: pares G.C
con G consecutivas para la forma A, pares G.C y C.G alternantes para la forma Z. Otras
condiciones particulares producen estructuras distintas, mas o menos similares a la doble

hélice pero de importancia biologica desconocida.

1.- E1 ARN

La célula sintetiza la mayoria de las moléculas de ARN como cadenas simples,
aunque se conoce también el ARN de doble hélice. Este altimo adopta la forma A, con
una rigidez importante causada por las interacciones del grupo hidroxilo en posicion 2’
del azicar. El ARN de cadena simple no es lineal, sino de estructura tridimensional
llamada “estructura terciaria”, con diferentes motivos estructurales (dobles, triples y
cuadruples hélices, pseudonudos, porciones desemparejadas) que interaccionan entre si.

Esta estructura terciaria desempefia un papel esencial en las diversas funciones biologicas
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de las moléculas de ARN, tales como la actividad catalica de las ribozimas, la regulacién
de procesos bioquimicos 0 su propia proteccion contra la degradacion por las nucleasas

(revisiones: Pyle y Green, 1995; Kolchanov et al., 1996).

2.- Las dobles hélices hibridas ADN-ARN

Este tipo de doble hélice se forma en la célula durante los procesos de
replicacion, transcripcidn y transcripcion inversa. La importancia del estudio de su
estabilidad y estructura estd relacionada con su papel primordial en la “estrategia
antisentido” (revision: Héléne y Toulmé, 1990). Su estructura, estudiada por difraccion
de rayos X, esta muy préxima a la forma A (revision: Sriram y Wang, 1996). Se ha
descrito que los azicares de la cadena de ADN, en disolucion, prefieren una
conformacién intermedia entre las formas A (C*-endo) y B (C*-endo) (Lane et al,
1993; Salazar, 1993). Este tipo de doble hélice posee estabilidad intermedia entre la de
las dobles hélices puras de ARN y las de ADN, y depende mucho de la secuencia y del
numero de pares G.C (Lesnik y Freier, 1995).

3.- El ADN-H

Como se ha indicado anteriormente, el ADN-H (triple hélice intramolecular) es
una estructura dependiente del pH y del superenrollamiento negativo del ADN que
produce hipersensibilidad a la endonucleasa S1 (revision: Mirkin y Frank-Kamenetskii,
1994). Al igual que el ADN cruciforme, el ADN-H se forma gracias a la energia del
superenrollamiento negativo, y provoca la formacién de una secuencia en cadena simple.
La presencia de secuencias polipurina.polipirimidina resulta necesaria para la formacion
del ADN-H (Pir.Pu*Pu) y del ADN-H* (Pyr.Pu*Pyr) (Fig. 11.14). Sin embargo, la
posibilidad de incorporar tripletes de tipo T.A*T y C.G*A+ y otros menos estables en el
ADN-H* lo diversifica mas que el ADN-H. Estas estructuras se estabilizan por cationes

multivalentes y poliaminas, como ocurre con las triples hélices intermoleculares.
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Aunque no se conoce la actividad biolégica de estas estructuras, parece ser que
ejercen una influencia significativa sobre la actividad de la ADN polimerasa (revisiones:
Mirkin y Frank-Kamenetskii, 1994 ; Frank-Kamenetskii y Mirkin, 1995).

4.- Las tetrahélices-G

La capacidad de agregacion en disolucion de las guaninas se conoce desde hace
tiempo (revision: Guschlbauer et al., 1990). Esta capacidad se basa en la disposicion
espacial de los grupos funcionales de la guanina para la formacion de enlaces de
hidrégeno. Por una parte, el N’ y el O° poseen pares de electrones libres, y por el otro, el
N’y el N* poseen atomos de hidrogeno aceptores de dichos electrones. De este modo
puede imaginarse una estructura con cuatro guaninas en el mismo plano y un total de
ocho enlaces de hidrogeno entre ellas (Fig. I1.18). La existencia de cuatro cadenas en la

estructura hace posible una gran variedad de conformaciones dependiendo de que las
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Figura II.18: Enlaces de hidrogeno en una tetrahélice-G. Los enlaces glicosidicos pueden estar en
conformacion syn o trans segun el sentido de cada cadena. Se ha indicado la presencia de los
pares de electrones libres de los atomos O° , que pueden coordinar a ciertos cationes del tamafio
adecuado para introducirse en el hueco interno , estabilizando asi la tetrahélice.
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guaninas que forman los cuadrupletes procedan de cuatro cadenas diferentes, dos
cadenas plegadas o una sola plegada tres veces, segun cual sea la orientacién de unos
respecto a otros y que las uniones glicosidicas estén en anfi o en syn (revisiones:
Williamson, 1993, 1994 ; Sinden, 1994 ; Shafer, 1998).

La secuencia y las condiciones del medio pueden favorecer una estructura u otra.
Solamente ciertos cationes (Na', K*, NHy"), que actian como contra-iones para los
fosfatos, estabilizan las tetrahélices gracias a su capacidad para introducirse entre los
planos de bases y coordinarse a ocho guaninas de dos planos contiguos (Williamson et
al., 1989 ; Hud et al., 1998).

El interés de las tetrahélices-G procede de su posible formacion en los telémeros,
secuencias polinucleotidicas repetitivas en cadena simple que se encuentran en el
extremo de los cromosomas y contienen, en todos los casos estudiados, secuencias (G),
unidas por timinas y/o adeninas. Puesto que los telomeros participan en la replicacion y
en la organizacion espacial de los cromosomas, la formacion de tetrahélices-G podria
contribuir al aumento de su resistencia a las nucleasas (revisiones: Williamson, 1994 ;
Shafer, 1998). Se han propuesto otras posibilidades de formacion de tetrahélices-G in
vivo, como por ejemplo las que tienen lugar en una secuencia del gen de las
inmunoglobulinas (Sen y Gilbert, 1988), o en el ARN genémico del virus HIV-1
(Sundquist y Heaphy, 1993).
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Capitulo I1I

Interacciones de Cisplatino y

Transplatino con el ADN
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Las formas cis y trans del diamindicloroplatino(Il) (Fig. IIL.1) se conocen desde
el siglo XIX, y tuvieron gran importancia en el desarrollo y estudio de la reactividad de
compuestos complejos, pero su fuerte toxicidad no los predisponia para una utilidad
terapéutica. Esta situacion solo cambio en 1965, con el descubrimiento por parte del
grupo de Rosenberg de la actividad antitumoral del cisplatino (o cis-DDP) (Rosenberg et
al., 1965, 1969). Después de unos afios, el cisplatino comenzé a utilizarse en el
tratamiento de varios tipos de cancer (ovarico, cabeza y cuello y testicular) con
resultados eficaces y alentadores, en combinacion con otros medicamentos. Sin embargo,
su isdmero el frans-DDP, mucho menos citotoxico y mutageno, resulta ineficaz como
agente anticancerigeno (Macquet y Butour, 1983; Johnson et al., 1986; Farrell et al,
1989).

e ¢
Cl— 1|’t"“NH3 H3N— qt—NH;;
Cl
cisplatino transplatino

Figura II1.1: Las dos formas isémeras del compuesto [Pt(NH;),Cl,].

Se acepta generalmente que la principal diana intracelular del cis-DDP, del trans-
DDP y de otros derivados del platino(Il y IV) es el ADN. La reactividad de un
compuesto de platino con el ADN se ve influenciada por muchos factores relacionados
con las caracteristicas fisico-quimicas del centro metélico (carga, estado de hidrolisis,
ligandos labiles e inertes), del ADN (secuencia, estructura, basicidad) y del medio de

reaccion (pH, fuerza idnica, iones y otros compuestos reactivos presentes).

Tras el descubrimiento de la actividad anticancerigena del cis-DDP, se
sintetizaron otros derivados del platino(Il y IV) y de otros metales de transicion,
originindose una nueva generacion de compuestos de actividad variable, de los que el

mas importante es el carboplatino (Fig. II1.2). Estas experiencias permitieron la
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definicion de algunas reglas empiricas que parecian determinar la actividad
anticancerigena de estos derivados. Entre ellas, las mas importantes se refieren al tipo de
estructura molecular (moléculas plano-cuadradas y octaédricas) y a la presencia de dos

ligandos labiles en posicion cis (Rosenberg, 1980).

0 oH
HaN\ y iPrNH;\ /a iPrNHyy,, | 0Q NHz\ /a
HN iPrNHz/ Ng PN a . Na
o OH
carboplatino cis-[Pt(II)CL,(iPrNH;),] CHIP(IV) DACH RR(II)
DACH SS(II)
N HN NH,
s \Pt/NH’ ( o
H,N/ \a H,N/ \a
triaminoplatino dien-Pt

Figura II.2: Complejos del platino(Il y IV) de segunda generacion, cuyas actividades
antitumorales han sido ensayadas. En la linca de arriba, compuestos que han resultado activos, y
en la de abajo, compuestos terapéuticamente inactivos.

Durante los Gltimos afios, se han descrito varios compuestos activos que no
obedecen estas reglas, como los de tipo cis-[PtA2(Am)Cl], con grupos amina o
alquilamina (A) y una amina aromaitica (Am) (Hollis et al., 1989), de tipo trans-
{[PtCI(NH;),]2(n-NH2(CH,):NH,) } Cl,, binucleares y de geometria trans (Farrell et al,,
1990), o atin otros de tipo trans-[PtCl,L,] con iminoéteres de geometria E (Coluccia et
al., 1993) (Fig. II1.3). Los estudios sobre la reactividad de estos compuestos con el ADN
son escasos. El trabajo de Payet y Leng en 1994, que demuestra una labilizacién eventual
del grupo Am en los compuestos de tipo cis-[PtAz(Am)CI] por efecto trans, cuando el
complejo se coordina a una guanina en el ADN, indica que resulta necesario el estudio

mas detallado de las reacciones intracelulares de estos productos.
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HN TH’ - _'I 2+
be—i’{—N;_ \ C“"‘T—HZN \/\/\m_l::,_q

qa NH

o NF NH;
cis-[Pt(NHs)2(N-C)CI] trans-{[PtCI(NH;),],(1-NH,(CH,)NH,)} CL,

L™
Pt~
Meo” NH \, o

trans-[PtCl,(E-imino-eter),] (frans-EE)

Figura II1.3: Complejos del platino(II) con actividad antitumoral y estructura distinta de la clasica
de los compuestos activos: Con un solo grupo labil (Hollis et al., 1989), trans-binuclear y con un
solo grupo saliente en cada atomo de platino (Farrell et al., 1990), y de geometria frans y con
iminoéteres en lugar de aminas (Coluccia et al., 1993).

A. REACTIVIDAD INTRACELULAR DEL CIS-DDP Y DEL TRANS-DDP.

EFECTOS BIOLOGICOS.

El cis y el trans-DDP inhiben la replicacion del ADN con la misma eficacia para
una misma tasa de platino fijado al ADN, pero, in vivo, resultan necesarias dosis
superiores de trans-DDP para llegar a una misma tasa de platinacion del ADN (Ciccarelli
et al., 1985; Pinto et Lippard., 1985; Heiger-Bernays et al., 1990). Esta diferencia en el
nivel de fijacion al ADN in vivo se debe probablemente a la mayor afinidad del trans-
DDP por los nucledfilos sulfurados, como el glutation, presentes en la célula (Bancroft et
al, 1990), pero también a la menor velocidad de transformacién de los aductos
monofuncionales del frans-DDP sobre el ADN en aductos bifuncionales, respecto al cis-

DDP. En este ultimo caso, se produce la reaccion de los aductos monofuncionales con
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otros nucledfilos del medio en lugar de con otra base del ADN, y por tanto su
desactivacion o incluso su desplazamiento del ADN (Eastman y Barry, 1987, Brabec y
Leng, 1993).

Los efectos del cis- y del #rans-DDP sobre la transcripcion son, sin embargo,
muy diferentes. Mientras que el cis-DDP inhibe casi totalmente la transcripcion in vivo,
el trans-DDP solo produce una inhibicion pequefia. Para explicar esta diferencia se han
sugerido dos razones fundamentales: una facilidad mayor de reparacién de los aductos
del trans-DDP por parte de la célula, o la ineficacia de los aductos mayoritarios de trans-
DDP y ADN para bloquear la maquinaria de transcripcion (Ciccarelli et al., 198S;
Roberts y Friedlos, 1987; Corda et al., 1991, 1993; Mello et al., 1995).

El camino seguido por el cis- y el trans-DDP en el organismo hasta que llegan al
ADN es bastante complejo y todavia desconocido. Desde su inyeccion en el flujo
sanguineo hasta su entrada en la célula (cancerosa o no), no tienen lugar cambios
importantes. En ambos isomeros existen dos enlaces Pt-N y dos Pt-Cl. Como los
primeros son mas fuertes, los ligandos cloruro se sustituyen antes (Basolo y Pearson,
1967; ver capitulo I de esta tesis). En los compuestos de coordinacion del platino(II)
plano-cuadrados, la sustitucion nucleofilica se produce por un mecanismo bimolecular,
de tipo SN,, que implica la interaccion previa del grupo entrante (intermedio de reaccion
pentacoordinado) y ruptura posterior del enlace entre el platino y el grupo saliente. (Fig.
I11.4). Este hecho supone un efecto estérico importante de todos los ligandos implicados

(inertes, entrante y saliente) y la retencion total de la configuracion inicial (cis o trans)

NH; NH, NH,
a—r—a s a—pegP" 9, a—p—pyr

NH; NH; NH;

Figura II1.4: Reaccion de substitucion nucleofilica SN, en el trans-DDP, con intermedio
pentacoordinado.
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(revisiones: Basolo y Pearson, 1967; Belluco, 1974; Maresca y Natile, 1993; Albano et
al., 1994). La concentracion elevada de iones cloruro en la sangre (C¢; = 103 mM), evita
la hidroélisis del cis- o el trans-DDP, lo que impide la transformacion del producto y evita
su toxicidad mediante reacciones indeseables con los nucleéfilos de la sangre. De este
modo, dichos compuestos reaccionan como tales cuando acceden al interior celular
(Lippert, 1989; Lepre y Lippard, 1990).

La entrada en la célula parece producirse por difusion pasiva a través de la
membrana celular (Ogawa et al., 1975), aunque recientemente se han identificado unas
proteinas de membrana que pueden influir sobre la entrada y la salida del cis-DDP en la
célula (Bernal et al., 1990; Kawai et al., 1990). Una vez en la célula, la concentracion de
iones cloruro es mucho menor que en la sangre (Cci = 4 mM), y la reaccion de hidroélisis
del cis- y trans-DDP comienza en ese momento (Fig. IILS), originando distintos
productos, como los derivados aqua- cloro- e hidroxo-. Estd demostrado que la forma
aqua, cargada positivamente, es muy reactiva, ya que la molécula H,O es un buen grupo
saliente. La especie diaqua del cisplatino ([Pt(NH;)(H,0),]*") es toxica e ineficaz en
tratamientos anticancerosos, probablemente por su reactividad excesiva con otras
biomoléculas, lo que impide su interaccion con el ADN (Cleare y Hoeschele, 1980). La
primera hidr6lisis es muy lenta y constituye la etapa de control cinético de la reaccion del
cis- y del trans-DDP con el ADN, con un ty, (vida media) de 2 a 3 horas (revisiones:
Lepre y Lippard, 1990; Lippert, 1996). La constante de equilibrio, K, de esta reaccion
es unas diez veces mayor en el caso del cis-DDP (6,31-10° y 6,22-10™, respectivamente)
(Miller et al., 1991). Sin embargo, como la reacciéon de los productos activados (aqua-)
con los nucledfilos de la célula es relativamente rapida, el equilibrio no se alcanza, y
resulta necesaria la consideracion de la constante de velocidad para conocer los
productos reactivos presentes en el medio (Lepre y Lippard, 1990). La forma reactiva
mayoritaria es la especie monoaqua- [Pt(NH;),CI(H,0)]" (Johnson et al., 1980; Bancroft
et al., 1990), y la constante de velocidad de formacion de esta especie, k;, es la misma
para el cis-DDP (10.2 + 0.7:10° s; t, = 1.9 £ 0.1 h.) que para el trans-DDP (9.6 +
0.7-10% s t;, =2.0 £ 0.1 h) (revisién: Lepre y Lippard, 1990).
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Figura IIL.5: Reacciones de hidrélisis del transplatino en medio acuoso y pobre en cloruro. La
hidroélisis del cisplatino se produce por mecanismos similares. Las especies mas reactivas son las
que contienen un grupo (H,0).

Una vez activados en la célula, el cis- y el trans-DDP son electrofilos potentes
capaces de reaccionar con todos los nucledfilos del medio intracelular, especialmente con
los grupos sulfidrilo de las proteinas y de los mono- y polipéptidos (His, Met, Cys,
glutation (GSH), metalotioneina), y con las bases aromaticas de los acidos nucleicos
(revisiones: Lepre y Lippard, 1990; Reedjik, 1992; Chu, 1994). Puesto que la reactividad
con las proteinas puede originar una toxicidad paralela indeseable de estas drogas, se
dedican en la actualidad muchos esfuerzos a la busqueda de sustituyentes capaces de
favorecer la reaccion con el ADN o desfavorecerla con las proteinas. La modificacion del
impedimento estérico de los ligandos, de su capacidad para formar enlaces de hidrogeno
y de la importancia de su efecto trans, puede originar variaciones en la reactividad,
selectividad y penetracion celular de estos compuestos (Segal-Bendirdjian et al., 1991,

Souchard et al., 1991; Reedjik, 1992).
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B. REACCIONES CON EL ADN.

Aductos monofuncionales de cis-DDP y trans-DDP.

Como se ha mencionado antes, el ADN es el blanco celular principal del cis- y del
trans-DDP. Esta gran afinidad no se explica simplemente por el caracter nucleofilico de
las nucleobases que constituyen el ADN, sino por un conjunto de interacciones
adicionales que contribuyen a la formacion del los enlaces Pt-ADN. En condiciones
fisiologicas, el ADN es una macromolécula con una superficie polianidnica (grupos
fosfato), y una zona interior hidrofobica que incluye las bases aromaticas. Su estructura
particular es flexible y dependiente de varios parametros. Asi, la molécula de ADN crea a
su alrededor un microambiente bastante estructurado que modula las interacciones con
otras moléculas (proteinas, cationes, intercaladores). Como consecuencia, el estudio de
la reactividad de una molécula cualquiera con el ADN, requiere el conocimiento de las
condiciones globales de reaccion (pH, concentraciones de sales y de reactivos),
estructura del ADN en dichas condiciones y efectos que ésta pueda ejercer sobre la

reaccion objeto de estudio.

Las formas reactivas del cis- y del frans-DDP son especies cargadas
positivamente  ([Pt(NH;),CI(H,0)]"), facilmente interactivas con las cadenas
polinucleotidicas polianionicas, que soportan una carga negativa por grupo fosfato del
esqueleto. Este hecho aumenta la concentracion local de cis- y de trans-DDP en torno al
ADN y la probabilidad de unién con los atomos apropiados de la cadena
polinucleotidica. La atraccion electrostatica resultante es rapida e inespecifica, con fuerza
proporcional a la densidad de carga del centro metalico y del ADN. Asi, la atraccion
entre cationes y ADN de doble o triple hélice, (densidad de carga elevada) es mas
efectiva que en el caso de ADN de cadena sencilla. Este hecho desempefia un papel
determinante en la preferencia de los compuestos del platino por el ADN y no por el
ARN, proteinas u otros nucledfilos celulares (Saenger, 1984; Reedjik, 1992; Elmroth et
Lippard, 1993, 1995).
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Cuando el complejo metalico se aproxima a la molécula de ADN, se manifiestan
interacciones con determinados atomos nucledfilos de las cadenas nucleotidicas. En
condiciones fisiologicas, las interacciones mas importantes tienen lugar con los atomos
de oxigeno de los fosfatos y atomos endociclicos accesibles de las bases aromaticas
(Marzilli, 1977; Martin y Marian, 1979). La preferencia de un complejo metalico por los
grupos fosfato o por las bases aromaticas es funcion de la naturaleza del centro metalico,
de los ligandos y de la carga del compuesto. En concreto, cis- y trans-DDP, prefieren
unirse a los atomos de nitrogeno de las nucleobases (revisiones generales: Basolo y

Pearson, 1967; Belluco, 1974; ver también el capitulo I de esta tesis).

Los blancos mas importantes para los compuestos de platino son los atomos de
nitrégeno endociclicos de las nucleobases (N’-G, N'-G, N’-A, N'-A, N°-C, N°-T) (Fig.
II1.6). Para que la union tenga lugar es necesaria una electronegatividad elevada, un pK,
apropiado (el Pt entra en competicién con el H' por el adtomo de nitrogeno) y una
accesibilidad suficiente como para permitir el acercamiento del compuesto metalico

(Lippert, 1996; Lepre y Lippard, 1990) Los 4tomos N° de las purinas, por ejemplo, no

a1 L a1 ;
HN N N XN Nir
N N N N N 07 N
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Desoxiguanosina Desoxiadenosina Desoxicitidina

Figura IIL6: Atomos de las bases nucleofilicas mas reactivos frente a los compuestos de
coordinacion del platino(II).

pueden reaccionar a causa del impedimento estérico producido por el residuo glucosidico
(Kazakov, 1996), y el N* de las timidinas por su elevado pK.,. El orden de reactividad en
la doble hélice B es, por consiguiente: N’-G > N’-A > N'-A > N*-C (Mansy et al., 1973,
1978). Los atomos N'-A y N°-C tampoco son inmediatamente accesibles debido a su

implicacién en los enlaces de hidrogeno de la doble hélice, mientras que los N’ de las
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purinas son los mas expuestos en el surco mayor. En condiciones fisiologicas, el atomo
mas favorecido cinéticamente para que reaccione con el cis- y el trans-DDP es el N'-G
(Fitchinger-Schepman et al, 1982, 1985; Eastman, 1983; Butour y Johnson, 1986;
Eastman y Barry, 1987; Bancroft et al., 1990). Por otra parte, la velocidad de formacion
de los aductos monofuncionales corresponde a la de hidrolisis del primer ligando cloruro

(ti2 entre 2 y 4 horas).

Una razén complementaria para la sorprendente preferencia de cis- y frans-DDP
por la guanina radica en la interaccion del grupo amina en posicion cis del enlace Pt-G
con el atomo O°-G (Fig. IIL.7), que estabiliza termodindmicamente el enlace Pt-N"(G) y
favorece la cinética del acercamiento y posicionamiento del centro metalico respecto a la
guanina. Sin embargo, la repulsion con el grupo -NH; del carbono 6 de la adenina no
favorece la interaccion Pt-Adenina. En el caso del frans-DDP, otros enlaces de
hidrégeno entre sus ligandos restantes (NH;, OH o H;0) y los oxigenos de los grupos
fosfato pueden contribuir también a la estabilidad del enlace transplatino-N'(G)

(revisiones: Lepre y Lippard,1990; Reedjik, 1992; Lippert, 1996)

a dl P _l
N7 N—

HE P
N XN
LAY

N
\

dR

trans-[Pt(NHs)(N7-A)CIJ* trans-[Pt(NH;3)2(N7-G)ClJ*

Figura I11.7: Aductos monofuncionales del transplatino con el N7 de las bases puricas. Se muestra
la formacion de un enlace de hidrégeno entre uno de los grupos amino del metal y el O° de la
guanina (derecha), y la coincidencia espacial del mismo grupo amino del metal con el grupo
amino en posicion 6 de la Adenina (izquierda), que provoca un efecto de repulsion.

67



Interacciones de cisplatino y transplatino con el ADN
Reacciones con el ADN

Tras la formacién del aducto monofuncional Pt-N’(G), tanto el cis- como el
trans-DDP pueden continuar la reaccion mediante un mecanismo similar al del primer
enlace: etapa de hidrolisis inicial seguida por la reaccion con otro atomo nucleofilico que
puede ser de la misma cadena de ADN (aducto intracatenario), de la cadena
complementaria (aducto intercatenario o ICL) o de una proteina u otra substancia del
medio de reaccion. La escasa estabilidad de los aductos monofuncionales del cis- y del
trans-DDP, aconseja la utilizacion de otros derivados para el estudio de los aductos
citados. A este respecto, los compuestos mas apropiados son los derivados con un solo
grupo labil, incapaces de formar aductos bifuncionales, como por ejemplo los cloruros de
dietilentriaminomonocloroplatino(II) ([Pt(dien)CI]CI, dien-Pt) y de
triaminomonocloroplatino(I) ([Pt(NH;);CI]Cl) (ver Fig. III.2) (Sundquist y Lippard,
1986; van Garderen et al., 1989).

Aductos bifunéionales del cis-DDP.

El cis-DDP se considera en la actualidad un agente terapéutico eficaz, hecho que
ha motivado la realizacién de numerosos estudios in vitro e in vivo que tienen por objeto
la identificacion de los aductos que forma con el ADN vy el estudio de los efectos de
estos aductos sobre los procesos en los que estd implicado el ADN. Con objeto de
identificar y cuantificar estos aductos se han empleado numerosas técnicas, entre las que
se encuentran la inhibicion de la actividad enzimatica de la ADN o la ARN polimerasa, la
RMN, la inmunodeteccion o la hidrdlisis enzimatica (revision: Lepre y Lippard, 1990).
Los resultados sobre la transformacion de los aductos monofuncionales cis-
[PtCI(NH;)»(N7-G)]” en bifuncionales indican que la reaccién es rapida (t); entre 2 y 4
horas a 37°C) (Malinge y Leng, 1988; Bancroft et al., 1990; Lambert et al., 1995), con
formacion mayoritaria de aductos intracatenarios entre dos purinas consecutivas (60-
70% en sitios d(GpG) y 20-30% en sitios d(ApG)) (revisiones: Lepre y Lippard, 1990;
Sip y Leng 1993). Estos aductos bifuncionales no se forman a la misma velocidad,
debido a la dificultad de acceso del centro metélico a la base aromatica. (Payet et al,
1993). Los aductos minoritarios formados son intracatenarios entre dos guaninas en

sitios d(GpXpG) (X es una base cualquiera) y entre una guanina y una adenina en sitios
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d(GpA), e intercatenarios entre dos guaninas en sitios d(GpC).d(GpC) (Fig. IIL.8)
(Hopkins et al., 1991; Lemaire et al., 1991). Los aductos monofuncionales o puentes

ADN-Pt-proteina son poco numerosos y representan menos del 1% del total.

G-G-intracatenario

BN G
BN T~G

'A-G-intracatenario

Figura I11.8: Ejemplos de aductos formados entre ¢l cis-DDP y el ADN-B.

Los aductos formados por el cis-DDP con la doble hélice det ADN se han
estudiado por separado empleando oligonucledtidos de secuencia adecuada. De este
modo se han determinado las velocidades de formacion de cada aducto bifuncional. La
etapa cinéticamente limitante para la formacion de los aductos bifuncionales en los sitios
d(GpG) y d(ApG) (90% de los aductos formados por el cis-DDP sobre el ADN en doble
hélice B) es la hidrdlisis del ligando cloruro (ti, = 2 h.) (Malinge et al., 1988; Bancroft et
al., 1990). Para los aductos intracatenarios minoritarios en los sitios d(GpXpG), el
tiempo medio de reaccion encontrado es superior a 20 horas, y para los aductos
intercatenarios (sitios d(GpC)), entre 2,8 y 12 horas, segin la secuencia (Payet et al.,

1993). En este ultimo trabajo, en el que se empled un oligonucledtido de secuencia
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central d(ApGpCpT) platinado en la guanina, solo se detectd el aducto intercatenario
formado con la guanina complementaria de la citosina adyacente a la guanina platinada.
No se formé el aducto intracatenario con la adenina adyacente, como era previsible. Este
resultado concuerda con otro trabajo realizado sobre un oligonucledtido de secuencia
central d(ApGpC), y demuestra la importancia de la secuencia y de la conformacion local
de la doble hélice del ADN en relacién con la reactividad de los aductos del platino
(Malinge et al, 1987; Payet et al., 1993).

Conviene destacar que la secuencia y la estructura del ADN desempeiian un papel
esencial en sus interacciones con otras moléculas y concretamente con los derivados del
platino(II). Mientras que la proporcion estadisticamente esperada para la quelacion de un
sitio d(GpG) es del 36,8%, la cantidad real formada es el 65%. Este resultado sugiere
que ademés de la platinacién preferencial de las guaninas, tiene lugar la de secuencias
con guaninas consecutivas, debido probablemente a las interacciones mutuas entre las
bases apiladas y a las variaciones estructurales y electrostaticas promovidas por la
secuencia (Pullman y Pullman, 1981; Sip y Leng, 1993; Elmroth y Lippard, 1994, 1995;
Saito et al., 1995; Sugiyama y Saito, 1996). Otra experiencia relacionada con la
reactividad de los complejos activados cis-[Pt(NH;),(H,0),)*" v cis-[Pt(NHs);(H,0)]**
sobre la secuencia en doble cadena d(TpTpGpGpCpCpApA), indica que la reactividad
de la guanina més proxima al extremo 5’ es de 5 a 10 veces mayor que la de la guanina
en 3°. En este sentido, la formacion del aducto bifuncional desde el monofuncional sobre
la guanina en 3’ es diez veces mas rapido que a la inversa (Reeder et al., 1996). Otros
resultados indican también diferencias de reactividad significativas entre distintos sitios

d(GpG) en un mismo fragmento de ADN (Hemminki y Thilly, 1988).

Es destacable asimismo la platinaciéon preferente de sitios d(ApG) sobre los
d(GpA). El aducto monofuncional se forma siempre sobre el atomo N’ de la guanina, y
el cierre preferencial sobre el atomo N’ de la adenina en 5’ puede deberse a una mayor
proximidad del platino respecto al mismo atomo de la adenina en 3’ (Eastman, 1985).

Otra explicacion de este fendmeno radica en la diferencia de estabilizacion del intermedio
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pentacoordinado de la reaccion de formacion del aducto bifuncional entre los sitios

d(ApG) y d(GpA) (Laoui et al., 1988).

La importancia de la conformacion de la doble hélice se demuestra por el hecho
de que el cis-DDP solo forma aductos monofuncionales con el ADN-Z, que no
evolucionan hacia aductos bifuncionales (Malinge y Leng, 1984). La formacion de los
aductos de cis-DDP ocurre también en el ADN superenrollado negativamente (forma
presente en todas las células eucariotas y procariotas); se han encontrado de nuevo
grandes diferencias respecto al ADN lineal (relajado), principalmente en la frecuencia
mayor de los aductos intercatenarios, tanto en sitios d(GpC) como en d(CpG) (Vrana et
al., 1996).

Aductos bifuncionales del trans-DDP.

El cis- y trans-DDP (ver Fig. II1.1) se diferencian fuertemente en su actividad
biologica general. Con objeto de conocer mejor las causas de la actividad terapéutica del
cis-DDP , diversos grupos de investigacion han estudiado la naturaleza de los aductos
formados por el trans-DDP con el ADN. Estos estudios han permitido un conocimiento
mejor del comportamiento del frans-DDP frente al ADN y otros nucledfilos
intracelulares. En la actualidad se investiga sobre la utilizacién del trans-DDP en las

estrategias terapéuticas antigén y antisentido, que se presentaran mas tarde.

Los aductos monofuncionales formados por el trans-DDP y el ADN contienen la
unién Pt-N’(G), y la hidrolisis del primer ligando cloruro es la etapa limitante de la
reaccion (ti, entre 2 y 4 horas a 37°C) (Johnson et al., 1980; Ushay et al., 1981,
Bancroft et al., 1990). La conversién en aductos bifuncionales con el ADN de cadena
simple se produce con tiempos de reaccidén en el rango de tiempo necesario para la
hidrélisis del ligando cloruro restante. Este hecho indica que la hidrolisis es una vez mas
la etapa de control cinético de la reaccion (Eastman y Barry, 1987; Bancroft et al,
1990). Los aductos bifuncionales se forman entre dos guaninas (alrededor del 60% de los

aductos), entre una guanina y una adenina (35%) o entre una guanina y una citosina
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(5%) (Eastman y Barry, 1987) (Fig. IIL9). Los resultados correspondientes se
obtuvieron por digestién enzimatica del ADN platinado y deteccion cromatografica de
los productos de la digestion. Estas técnicas no permiten identificar los aductos formados
(distancia entre las bases platinadas en la secuencia), sino solamente cuales son las bases
enlazadas. En todo caso, el trans-DDP no puede formar aductos bifuncionales entre dos

bases adyacentes debido a impedimentos estéricos (revision: Lepre y Lippard, 1990).

KN
G-G-intracatenario

\
SZE 1L
3' 5'

Figura II1.9: Aductos formados entre el trans-DDP y el ADN-B.

En lo que respecta al ADN de doble hélice, se han llevado a cabo estudios in
vitro, con resultados contradictorios. En efecto, en el ADN de esperma de salmén
platinado con una razén platino/nucledtido (r,) de 0,01, se identificaron las bases
enlazadas por absorcién atomica y RMN tras digestion enzimitica y separacion de los
productos por HPLC. El tiempo medio de reaccion necesario para la formacion de
aductos bifuncionales desde los monofuncionales es ti, ~ 24 h., mucho mayor que para

la cadena simple (ver arriba). Las bases platinadas identificadas fueron una guanina y una
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citosina en el 50% de los casos, dos guaninas en el 40% de los casos y una guanina y una

adenina en el 10% restante (Eastman y Barry, 1987; Eastman et al., 1988).

Por otra parte (Bancroft et al., 1990), se platinaron diversos fragmentos de ADN
de longitud comprendida entre 20 y 60 pares de bases (r, = 0,07). La cinética de cierre
de los aductos monofuncionales se controlé por RMN de '*Pt. El resultado (t;2 = 3,1 h)
indica una velocidad mucho mayor a la obtenida en el trabajo anterior y similar al valor
obtenido para la platinacion de la cadena simple. Las bases platinadas son, en gran

mayoria, guaninas.

En una ultima investigacion (Boudvillain et al., 1995) se platiné (r, = 0,005) un
fragmento de restriccion de ADN (164 pares de bases) y se analizd por absorcion
atomica y técnicas bioquimicas. El resultado muestra una formaciéon de aductos
bifuncionales mﬁy lenta (20% tras 24h de incubacién a 37°C), y formacién unicamente de

aductos intercatenarios.

Las diferencias principales entre los tres trabajos sefialados radican en el nimero
de aductos por nucledtido (r,) y la longitud del ADN utilizado. Los aductos
monofuncionales y bifuncionales del #rans-DDP influyen en la conformacion de la doble
hélice de ADN en zonas proximas a los mismos, y pueden afectar a la reactividad de esta
zona del ADN con otros aductos monofuncionales contiguos. Posteriormente se
realizaron otras experiencias tratando de confirmar la causa de la disparidad en los
resultados obtenidos. En las mismas se estudio el efecto de la longitud de la doble hélice
y de la razén de platinacion sobre la cinética de cierrre de los aductos monofuncionales

del trans-DDP. Este trabajo sera discutido en el capitulo de aporte personal.

Se ha estudiado también la formacién de aductos intercatenarios con ADN en
triple hélice a 37°C, que transcurre con una velocidad correspondiente a tiempos de vida
media (aducto monofuncional — aducto bifuncional) comprendidos entre 2 y 6 horas
(Colombier et al., 1996). El puenteo se produce con la base complementaria de la

inicialmente platinada, sobre la cadena rica en purinas de la doble hélice (Fig. I11.10).
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Figura II1.10: Reaccion de formacion de un aducto intercatenario del trans-DDP entre una
cadena Hoogsteen con un aducto monofuncional trans-[Pt(NH;),(N’-G)Cl]* y la guanina
complementaria de la cadena polipurina de la doble hélice. El simbolo “-(Pt)-" representa al
grupo (NH;)-Pt-(NH;) . Las pequefias lineas verticales representan las interacciones de tipo
Watson-Crick. Los asteriscos representan las interacciones de tipo Hoogsteen, que se siguen
produciendo tras la formacion del aducto intercatenario.

Transformacion de los aductos intracatenarios del trans-DDP,

Aunque se acepta de modo general que los aductos bifuncionales de cis- y trans-
DDP son estables en condiciones fisiologicas, se han descrito dos casos de inestabilidad
de aductos intracatenarios de frans-DDP (Comess et al., 1990; Dalbiés et al., 1994). En
ambos, se produce una reaccién de isomerizaciéon con formacion de un nuevo aducto
bifuncional, intracatenario en el primero de los estudios e intercatenario en el segundo.
Puesto que esta reaccion podria se util en la estrategia terapéutica antisentido, se

discuten a continuacion sus aspectos mas importantes.

La primera reaccién de isomerizacion de un aducto de trans-DDP con ADN se
describi6 empleando un oligonucledtido de cadena simple y de secuencia
d(TpCpTpApCpGpCpGpTpTpCpT), con un aducto 1,3-trans-[Pt(NHs),(N'-G),)*". El
aducto se isomeriza, de forma independiente del pH (entre pH 5 y 9) y de la naturaleza y

concentracion de las sales en el medio de reaccion (NaCl o NaClO,, entre 10 y 400 mM),
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y se transforma en el aducto 1, 4-trans-[Pt(NH;),(N’-G)(N’-C)]** entre la guanina
inicialmente platinada situada en el lado 3’ y la citosina que se encuentra cuatro bases
mas alld en el lado 5°. El tiempo de vida media de esta reaccién se encuentra entre 4
horas a 60°C y 120 horas a 30°C, con una constante de equilibrio de 10 en favor del
aducto 1,4 (Comess et al., 1990; Dalbiés et al., 1995). Se ha estudiado asimismo el
efecto de la longitud del oligonucleétido y de la naturaleza de las bases proximas a las
quelatadas. La reaccion se produce en todas las secuencias en cadena simple de tipo
d(CpGpXpG) (con X = A, C o T), pero no en las secuencias dNGpXpGpC) N =A, G
oT; X=A, CoT)nien la doble hélice, indicando un fuerte efecto direccional.

El segundo caso de inestabilidad se estudié en secuencias d(GpXpG), para los
aductos de tipo trams-[Pt(NHs),(N’-G).]*’, que se transforman en aductos
intercatenarios, como indicado en la figura II1.11 (Dalbiés et al., 1994). Como en el caso
precedente, esta reaccion es independiente de la naturaleza (NaCl o NaClO4) y
concentracion de las sales, siempre que la doble hélice permanezca como tal. Sin
embargo, la naturaleza y la velocidad de la reaccién cambian segun la naturaleza de la
base Y (complementaria de la X). Cuando Y es una base parica (G o A), los tiempos
medios de reaccion del aducto intracatenario estan comprendidos entre 4 y 24 horas, y la
reaccion se produce entre la guanina del lado 5’ y su citosina complementaria, y en
menor proporcién (sobre un 20%) entre la misma guanina del lado 5’ y la base Y.
Cuando Y es una base pirimidinica (C o T), el tiempo de vida medio del aducto
intracatenario es mas corto (entre 1 y 6 horas), y el Gnico aducto intercatenario formado
se produce entre la guanina en 5’ y su citosina complementaria. Para esta reaccion se ha
propuesto un mecanismo de ataque directo del centro metalico por parte de la citosina
complementaria. Se ha comprobado asimismo la importancia de la conformacién de la
doble hélice en la vecindad del aducto: en efecto, la reaccion no se produce cuando no

existe emparejamiento por el lado 5’ o por el lado 3’ del aducto (Dalbiés et al., 1994).
En resumen, el aducto intracatenario seria estable en condiciones fisiologicas

mientras permanece en forma de cadena simple (Comess et al., 1990; Dalbiés et al.,

1994, 1995), mientras que la formacién de la doble hélice daria lugar a la reaccion de
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isomerizacién en la que se forma el aducto intercatenario. Como se ha indicado
anteriormente, esta reaccion podria utilizarse en la estrategia antisentido, que consiste en
inhibir la expresion de un gen de forma especifica mediante dos mecanismos posibles
(Héléne et Toulmé 1990): emparejamiento de un oligonucleétido (o un oligonucleétido
modificado) con la porcion de ARN a eliminar para que este se degrade por la
ribonucleasa H (Rnasa H), o emparejamiento del oligonucleétido a la porcion de ARN de
forma irreversible, es decir mediante la formacion de un enlace covalente entre ambos.

Este enlace impediria que la molécula de ARN cumpliera sus funciones en la vida celular.

<

5'\/-6;%'\’ - S'IIHIHIlIII|llllHlll‘i,IXI(I;IIHIHIIIIHIHIIIII
5

/ CYC—

5 QXC
PRI i Pt i aigin
tyc s

Figura III.11: Reaccién de isomerizacion de un aducto intracatenario 1,3-trans-[Pt(NH3)2(N7-
G),J** a aducto intercatenario entre la guanina platinada del lado 5° y su citosina complementaria.
El simbolo Pt representa al grupo (NH;)-Pt-(NH;). Las lineas verticales representan los enlaces
de tipo Watson-Crick entre las dos cadenas de la doble hélice.

Con el mismo fin practico podria utilizarse la reaccion covalente del ARN diana
con un oligonucleétido modificado. Dicha reaccion requiere que la droga alcance su
diana y reaccione con ella de forma especifica y rapida. Con el fin de verificar esta
posibilidad, se llevan a cabo actualmente ensayos con oligonucledtidos de distintas
secuencias y con modificaciones en el esqueleto (Boudvillain et al., 1997; Colombier et
al.,, 1997). La sustitucion de la secuencia complementaria r(CpYpC) por una secuencia

r(CpA) o r(UpA) hace que la reaccién de isomerizacion sea mucho mas rapida (t;, < 5
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min.), y el puenteo se produce sobre la adenina (Fig. III.12). La velocidad aumenta
mucho méas mediante substitucion de la cadena de ADN platinada por una cadena 2°-O-
metil-ribonucleotidica (rom.) platinada (Fig. II1.13). De este modo se introduce la ventaja
suplementaria de que los 2’-O-metil-ribonucleétidos son mas resistentes a las
endonucleasas que los nucledtidos naturales. Los experimentos con 2’-O-metil-
ribonucledtidos platinados de secuencia complementaria a dos regiones del ARN,, del
gen de Ha-ras (salvo la secuencia central, que es rom(UpA) para una de las secuencias y
rome(CpA) para la otra), in vitro e in vivo en células HBL100-ras1, demuestran una
inhibicidn especifica de la sintesis de la proteina Ha-ras, de la transcripcién del ARN,, y
del crecimiento celular (Boudvillain et al., 1997). Los estudios llevados a cabo sobre el
mecanismo de la reaccion demuestran, efectivamente, que esta se produce por ataque
directo del nucledtido quelatado de la cadena de ARN diana y que ni el esqueleto ni la
base existente entre las dos guaninas platinadas desempefian un papel importante en la

reaccion (Colorﬁbier et al. 1997).
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Figura II1.12: Velocidad de la reaccion de isomerizacion del aducto intracatenario 1,3-frans-
[PtQNH;),(N"-G),]** en distintas dobles hélices. Los oligonucledtidos son representados por su
secuencia central y el tipo de esqueleto (“d” para desoxiribonucledtidos, y “rome” para 2’-O-
metilribonucledtidos) El simbolo Pt representa al grupo (NH;)-Pt-(NH;). Las lineas verticales
representan los enlaces de tipo Watson-Crick.
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Figura III.13: Distintas modificaciones del esqueleto fosfodiéster, el aziicar y el enlace glicosidico
disefiados para aumentar la estabilidad de las dobles hélices y/o para incrementar la estabilidad
intracelular de los oligonucleétidos. En el caso del PNA, el esqueleto se reemplaza completamente
por otra estructura.
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C. DEFORMACIONES PRODUCIDAS EN LA DOBLE HELICE.

Aductos monofuncionales.

Los complejos de platino modifican la conformacién de la doble hélice de ADN
cuando se unen a la misma, a causa del efecto estérico y las nuevas interacciones

intramoleculares que producen y a las cargas positivas que aportan al polianién.

Por su inestabilidad, los aductos monofuncionales de cis- y trans-DDP son
dificiles de estudiar por lo que a menudo se utilizan como modelos otros compuestos
monodentados, como el dien-Pt o el triaminoplatino (Fig. III.2), incapaces de formar
aductos bifuncionales. No obstante, la ausencia de un seguno ligando 14bil y, por tanto,
de las interacciones con el ADN que éste pudiera generar, aconsejan una interpretacion
prudente de los resultados obtenidos con sus analogos monodentados. Los analisis por
métodos espectrofotométricos y quimicos muestran un mismo efecto de los aductos
monofuncionales del dien-Pt, del cisplatino y del transplatino, es decir una alteracion
similar de la conformacion de la doble hélice a lo largo de varios pares de bases alrededor
del aducto (Brabec et al., 1992). La fijacion del dien-Pt favorece la transicion B—Z en
las secuencias poli(dG-dC).poli(dG-dC), mientras que ésta no se produce en el caso de
aductos bifuncionales de cis- y trans-DDP (Malfoy et al., 1981; Ushay et al., 1982). Sin
embargo, el dien-Pt inhibe la transicion B—>A (Balcarova y Brabec, 1986).

Los aductos monofuncionales del dien-Pt y del cis-DDP desestabilizan
térmicamente la doble hélice, produciendo variaciones en su temperatura de fusion (Tp,)
que dependen de la secuencia (van Garderen et al., 1989; Brabec et al., 1992). Otras
experiencias, de polarografia, RMN y dicroismo circular, han mostrado la alteracion de
la conformacion en doble hélice por la presencia de un aducto del dien-Pt (Vrana et al,,
1986; Brabec et al., 1990; van Garderen et al., 1990), el desenrollamiento (6-8°) de la
misma y la permanencia del emparejamiento de la base platinada (Sundquist y Lippard

1986; Keck y Lippard, 1992).
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Aductos bifuncionales del cis-DDP

La estructura del aducto mayoritario del cis-DDP sobre el ADN en doble hélice,
el intracatenario entre dos guaninas consecutivas, se ha estudiado por técnicas tales
como la RMN, difraccion de rayos X, sondas quimicas y retraso en la migracion

electroforética.

Los trabajos llevados a cabo sobre modelos con bi- tri- y tetranucleétidos
muestran que el azicar de la guanina platinada en 5’ adopta una conformacién C*-endo,
con las dos guaninas platinadas en posicion “cabeza-cabeza” (Fig. II1.14) (den Hartog et
al, 1982; Sherman et al., 1985, 1988; Admiraal et al, 1987). Las dos guaninas
mantienen la conformacion anti respecto a sus azicares, pero no se encuentran apiladas,
y el angulo diedro entre ellas es de 76-87°. El fosfato del lado 5’ juega un importante
papel mediante su interaccioén por enlaces de hidrogeno con un grupo amino del platino
(revisiones: Sherman et Lippard, 1987; Reedjik, 1992). En la doble hélice, este aducto no
impide la formacién de enlaces de hidrégeno Watson-Crick por parte de las guaninas
platinadas, pero la estructura se ve perturbada y la doble hélice desestabilizada (Girault et
al., 1982; den Hartog et al, 1984, 1985). El desenrollamiento de la doble hélice
provocado por el aducto es de 13° y el plegamiento del eje longitudinal hacia el surco
mayor varfa segin los estudios, entre 30-40° (Rice et al., 1988; Marrot y Leng, 1989;
Bellon y Lippard 1990) y 78° (Gelasco y Lippard, 1998). Las distintas técnicas utilizadas
(difraccién de rayos X, retraso en migracion electroforética, RMN) constituyen
probablemente el origen de las divergencias en los resultados. El desenrollamiento de una
parte de la doble hélice y la apertura del surco menor hacen que el ADN adopte una
estructura local proxima al ADN-A. Se ha propuesto que el pliege producido se utiliza
como motivo posible de reconocimiento por parte de ciertas proteinas (Takahara et al

1995, 1996; Gelasco y Lippard, 1998).
Los estudios sobre la estructura del aducto intracatenario en los sitios d(ApG)

producen resultados globales muy similares a los obtenidos para los aductos en los sitios

d(GpG) discutidos mas arriba, con diferencias mas importantes a nivel nucleotidico
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detectadas por retraso en la migracion electroforética y mediante el uso de pruebas
quimicas. (Marrot y Leng, 1989; Schwartz et al., 1989; Bellon y Lippard, 1990; Bellon
et al., 1991; Fouchet et al., 1992).

HaN. NHz
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Figura II1.14: Aducto cis-{[PtONH,),[d(pGpG)]}** con las dos guanosinas platinadas en posicion
“cabeza-cabeza” (Sherman et al., 1985). Para mayor claridad, no se han dibujado los fosfatos ni
los azicares del dinucledtido.

Los experimentos de retraso en migracion electroforética (Anin y Leng, 1990;
Bellon y Lippard, 1990; Bellon et al., 1991), y los modelos deducidos de los datos de
RMN (den Hartog et al., 1985; Mazeau et al., 1989; Ptak et al., 1989; van Garderen y
van Houte, 1994) para el caso del aducto intracatenario minoritario en los sitios
d(GpXpQG), indican el desapilamiento del nucle6tido central, que queda en el surco
menor, un pliege del eje longitudinal de 30 + 5° hacia el surco mayor, y un
desenrollamiento de 23° de la doble hélice. La temperatura media de fusion desciende en
26° respecto al oligonucleétido sin platinar, es decir mucho mas que para los aductos en
los sitios d(GpG) (den Hartog et al., 1985; Ptak et al., 1989). La guanina quelatada del
lado 5’ no se mantiene emparejada (den Hartog et al., 1985; Marrot y Leng 1989; Anin y
Leng 1990) y, en el caso de la secuencia central d(GpTpG), el azlicar de la guanina del

lado 5’ cambia su conformacién hacia C*-endo (van Garderen et van Houte, 1994).

El otro aducto minoritario del cis-DDP con el ADN es el intercatenario en los
sitios d(GpC).d(GpC) (Hopkins et al., 1991; Lemaire et al., 1991). En este caso, dos

estudios por RMN y modelizacién molecular muestran que las dos guaninas quelatadas
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giran 180° para dejar al aducto de platino situado en el surco menor, mientras que las
citosinas complementarias se desvian hacia el exterior de la doble hélice (Huang et al.,
1995; Paquet et al., 1996). Los modelos indican un pliege del eje longitudinal de entre 20
y 40° y un desenrollamiento muy pronunciado respecto a los otros aductos del cis-DDP,
lo que se interpreta como una induccion por parte de este aducto de una hélice izquierda
local al nivel de las bases platinadas. Los valores de pliege y desenrollamiento
determinados por retraso en la migracion electroforética (Malinge et al., 1994) estan de
acuerdo con los resultados de la modelizacidon molecular (45° de pliege y 79° de

desenrollamiento).
Aductos bifuncionales del trans-DDP.

En la actualidad no se conoce cuales son los aductos formados por el trans-DDP
con el ADN in vivo. Los aductos bifuncionales formados in vitro son intracatenarios
entre dos guaninas, o una guanina y una adenina, separadas al menos por un nucleétido
(el impedimento estérico evita la quelatacion de dos bases adyacentes) y también aductos
intercatenarios entre una guanina y su citosina complementaria. Se han estudiado por
RMN las estructuras de la doble hélice de ADN modificado por un aducto intracatenario
en el sitio d(GpXpG) o intercatenario en el sitio d(GpC).d(GpC). Estos estudios se han
complementado con otros de reactividad frente a las sondas quimicas y migracion

electroforética.

Los oligonucledtidos en doble hélice que contienen un sitio d(GpXpG)
modificado por un aducto bifuncional del #rans-DDP contienen una base central
desapilada y desemparejada (Anin y Leng, 1990; Lepre et al., 1990). Puesto que la
sustitucion de la misma por un puente de propileno, o la sustitucién de su base
complementaria por otra base cualquiera, no afectan a la temperatura de fusion de la
doble hélice, se ha deducido que esta base no participa en la estructura de la doble hélice
(Boudvillain et al., 1995). El aziicar de la guanosina en 5’ adopta una conformacion c*-
endo, mientras que las de la otra guanina y la base central se encuentran en equilibrio

conformacional C*-endo/C*-endo (Boogard et al., 1993).
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Los resultados de retraso en la mobilidad electroforética procedentes de dos
estudios independientes sobre las modificaciones estructurales de la doble hélice
producidas por dichos aductos son divergentes. En uno de ellos, los autores muestran el
desenrollamiento de la doble hélice (entre 6 y 13°) y una fuerte flexibilidad al nivel del
aducto, mediante un efecto denominado “junta flexible” (Bellon y Lippard, 1990; Bellon
et al., 1991). Esta junta flexible se deduce del hecho de que el retraso en la migracion
electroforética de multimeros de varios oligonucleétidos sea independiente de la longitud
de los oligonucleétidos. En un segundo trabajo se observa un pliege orientado del eje
longitudinal de 26°, y un desenrollamiento de la doble hélice de 45° (Anin y Leng, 1990;
Boudpvillain et al., 1995). Este retraso, dependiente en este caso de la longitud de los

oligonucleétidos, es maximo para una longitud de 22 o 23 pares de bases.

El cambio de la temperatura de fusiéon de la doble hélice debido a la platinacién
produce resultados contradictorios. Mientras que unos autores encuentran un pequeifio
aumento de T, (Lepre et al, 1990) en un oligonucledtido de secuencia central
d(GpApG), otros muestran una disminucion de entre 15 y 20°C, para varias secuencias
diferentes (Anin y Leng 1990; Boudpvillain et al., 1995). En el ultimo de los trabajos
citados se propone la posible isomerizacion del aducto intracatenario en intercatenario
durante el transcurso del experimento como causa de la discordancia. La disminucion
importante de la T, estd mas de acuerdo con los resultados obtenidos con los aductos

intracatenarios del cis-DDP (den Hartog et al., 1985; Ptak et al., 1989).

Se han realizado experiencias concretas sobre la deformacion producida por el
trans-DDP en la doble hélice de oligonucledtidos de secuencia conocida (19 a 22 pares
de bases). Dicha deformacion se origina por la formacién de aductos intercatenarios en
sitios d(GpC).d(GpC), y se pone de manifiesto mediante hiperreactividad de las bases en
presencia de sondas quimicas diversas y por modelizaciéon molecular. En concreto, y
como consecuencia de estas experiencias, se deduce que la deformacion se debe a que la
guanina platinada adopta conformacién syn. Por otra parte, el retraso en la migraciéon
electroforética produce una curvatura de 26° y un desenrrollamiento de 12° (Brabec et
al., 1993).
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Resulta interesante comprobar que la conformacion de la doble hélice se altera
unicamente en la posicion de los cuatro pares de bases en torno al aducto, sin que se
produzca desnaturalizacién. El cambio de configuracion de la guanina permite la
formacién de un enlace de hidrogeno entre el atomo O° de la guanina platinada y el
grupo amina en posicién 4 de la citosina complementaria (Fig. II1.15), lo que concuerda
con los resultados obtenidos desde las estructuras cristalinas de los modelos estudiados
(Hitchcock et al., 1983; Dieter-Wurm et al., 1992).

| i
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\Pt/NI’I:i O\\ l C 0\ C
e §~1 ™ \H/N\dR ya NN R
G ¢ LG s
N- F N~
dR | gg 7
H Py dR
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Figura III.15: Cambio de conformacién del enlace glicosidico de la guanina platinada, que
permite la formacién del aducto intercatenario trans-[Pt(NH;),(N'-G)(N*-C)]*" y la conservacion
de un enlace de hidrogeno O%(G)-H-N*(C).

D. ESTRATEGIAS ANTISENTIDO Y ANTIGEN; USO DEL TRANSPLATINO EN

TERAPIA GENICA.

El desarrollo en estos wltimos afios de las técnicas que permiten la sintesis
quimica en cantidades mensurables de oligonucledtidos de longitud suficiente, que
pueden incluir modificaciones quimicas tanto en las bases como en el esqueleto, ha
despertado gran interés por la utilizacién posible de estos oligonucledtidos en el estudio

de las funciones genéticas celulares. Asimismo se ha estudiado el uso de estos
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oligonucledtidos como drogas terapéuticas especificas para la regulacion de la actividad

de ciertos genes responsables de enfermedades genéticas humanas.

En efecto, el reconocimiento mutuo y especifico entre las bases nucleotidicas,
con formacién de enlaces de tipo Watson-Crick o de tipo Hoogsteen sefiala a estos
oligonucledtidos como una nueva generacidn de agentes terapéuticos posibles. Hasta
hoy, los productos utilizados que interaccionaban con los 4cidos nucléicos como diana
(cis-DDP, trans-DDP, psoraleno), solo reconocian secuencias de dos o tres bases,
induciendo lesiones sobre el genoma total de las células. Sin embargo, los
oligonucleédtidos pueden reconocer secuencias de acidos nucléicos mucho mas largas y
Ginicas para un solo gen en todo el genoma celular. En este caso, El oligonucledtido
interacciona solamente con esa secuencia del gen, o con su ARNm correspondiente, y
con las funciones que los mismos realizan, mientras que el resto de las funciones

celulares no sufren efecto alguno.

Existen dos vias mediante las que un oligonucledtido puede actuar sobre la

expresion de un gen, denominadas Estrategia Antigén y Estrategia Antisentido.

Un oligonucle6tido antisentido se disefia con el fin de que se hibride
especificamente con una secuencia dada de un ARN mensajero o de su precursor (antes
de la etapa de corte y unién). De este modo ocurre su destruccion por la Rnasa H, que
reconoce los hibridos ADN.ARN vy digiere la cadena de ARN de estos, o el bloqueo
estérico de las funciones de este tltimo respecto a la traducciéon o a la transcripcion

inversa (para virus de ARN).

Un oligonucleétido antigén dirigido hacia una secuencia de ADN en doble hélice
se hibrida con una de las cadenas del ADN mediante la formacion de enlaces de tipo
Hoogsteen o Hoogsteen inverso. Dicha cadena es, por lo general, rica en bases de tipo
purina, que se encuentran a menudo en las regiones promotoras de los genes de

eucariotas. Esta hibridacién debe dar lugar a la inhibicion de la transcripcion del gen por
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bloqueo fisico de la actividad de la ARN polimerasa (revisiones: Miller, 1996; Vasquez y
Wilson, 1998).

A continuacién se describen brevemente otras aproximaciones al problema de la

utilizacion de los oligonucleétidos en terapia génica:

Los oligonucleétidos en “pinza”, con dos secuencias polipirimidinicas
unidas por una cadena carbonada o por una secuencia de 3 a 5 bases,
utilizan como diana una secuencia de ADN polipurinica en cadena
simple, de forma que una de las secuencias de la pinza forma enlaces de
tipo Watson-Crick, mientras que la otra forma enlaces de tipo
Hoogsteen. Mediante esta aproximacion, cada base de una cadena
polipurina resulta reconocida por cuatro (en el caso de las adeninas) o
cinco (en el caso de las guaninas) enlaces de hidrégeno. De este modo,
esta técnica resulta muy especifica respecto a la secuencia reconocida.
También se han utilizado oligonucledtidos circulares con el mismo
objetivo (revisiones: Thuong y Héléne, 1993; Giovannangéli et al.,
1996).

Se han utilizado oligonucledtidos enlazados a un agente capaz de puentear
o intercalante, para aumentar la estabilidad de la interaccién con su
diana, en doble o en triple hélice (revisiones: Thuong y Héléne, 1993;
Sun y Hélene, 1993). En este mismo contexto se ha pensado en la
utilizacion de derivados del platino(II) (Vlassov et al., 1983; Gruff y
Orgel, 1991) y mas concretamente del #rans-DDP (Colombier et al.,
1996, 1997; Boudvillain et al., 1997) para la formaciéon de enlaces
covalentes con el ADN o ARN diana (ver aporte personal).

A pesar de los progresos realizados estos ultimos afios, quedan ain muchos

problemas por resolver relacionados con el comportamiento terapéutico de los

oligonucleétidos in vivo. En resumen:

86



Interacciones de cisplatino y transplatino con el ADN
Estrategias Antisentido y Antigén; Uso del transplatino en terapia génica

1) Penetracion y transporte celulares: La entrada de los oligonucleo6tidos
en la célula por difusién pasiva a través de la membrana parece poco
probable por su naturaleza polianiénica, que los hace poco liposolubles.
Esta via no se ha demostrado con derivados neutros o cargados
positivamente, cuya penetracion celular se mantiene en valores bajos.
Los resultados obtenidos hasta ahora muestran una penetracidn
preferente por endocitosis con un rendimiento muy variable segun el tipo
de células utilizadas (revisiones: Miller, 1996; Lebleu et al., 1997). Se ha
empleado otra estrategia que radica en la unién de un grupo que facilite
la penetracidén celular a una de las extremidades del oligonucledtido
(revision: Lebleu et al.,, 1997). Las modificaciones consiguientes del
esqueleto o de las bases del oligonucledtido varian su capacidad para
atravesar la membrana celular, por lo que debe variarse la técnica

utilizada para que esta etapa resulte mas facil.

2) Estabilidad intracelular: Numerosas enzimas de tipo nucleasa
degradan rapidamente los oligonucle6tidos naturales en el interior
celular. Para que este proceso no ocurra, resulta conveniente la variacion
de la naturaleza del esqueleto y/o de los azicares de la biomolécula (Fig.
I11.13) que ha conducido a numerosos éxitos. También ha producido
resultados positivos la uniéon de moléculas tales como poliaminas,
colesterol, acridina, etc al extremo 3’ o 5° del oligonucledtido. (Boiziau

y Toulmé, 1991; Xodo et al., 1994; Miller, 1996).

3) Especificidad: La especificidad de los oligonucledtidos como agentes
terapéuticos respecto al ADN diana es tal vez una de las propiedades
mas destacables de los mismos. Es interesante la comprobacion de que
los efectos originados por la adicion del oligonucledtido al medio celular
se deben a su hibridacién con la molécula-blanco y nunca a otras
posibles interacciones o a efectos producidos por la degradacion del

oligonucledtido en el medio celular. Se han utilizado técnicas diferentes
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para verificar esta especificidad de accion. Asi, la irradiacion con rayos
UV de células en las que se ha introducido un oligonucleétido unido a
una molécula de psoraleno, genera un puenteo covalente con el ADN
diana, que se cuantifica después (Guieysse et al., 1995). El puenteo
producido por la reaccion de isomerizacibn de los aductos
intracatenarios del #rans-DDP en intercatenarios se puede utilizar en este

contexto (revisiones: Lebleu et al., 1997; Vasquez y Wilson 1998).

4) Restricciones de secuencia: La formacion de una triple hélice entre un
oligonucledtido Hoogsteen y su diana de ADN en doble hélice (en el
cuadro de la estrategia antigén) requiere secuencias especificas capaces
de formar dicha estructura en condiciones fisiologicas. Una parte
importante del trabajo ya realizado sobre las triples hélices tiene como
objetfvo el aumento del nimero de secuencias que pueden ser
reconocidas. Con este fin se han sintetizado bases aromaticas capaces de
formar nuevos enlaces Hoogsteen en los sitios de interrupcion de la

secuencia polipurina.polipirimidina (revision: Soyfer y Potaman, 1995).

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

wumu  [egiOn homopurina e enlaces Watson-Crick

—— regi6on homopirimidina «e+x  enlaces Hoogsteen

—— conexidn 3'-3' 0 5-5' (a) 0 3'-5' (b)

Figura I11.16: Ejemplos de formacion de triples hélices sobre regiones de la doble hélice con
secuencias alternas homopurina-homopirimidina. (a): utilizacién de oligonucledtidos conectados
entre si con orientacion invertida. (b): Utilizacién de o y B oligonucledtidos interconectados con
la misma orientacion.
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En el caso de dos secuencias polipurina adyacentes, cada una en una
cadena de la doble hélice, se ha propuesto la posibilidad de utilizar una
tercera cadena capaz de intercambiarse de una a otra cadena de la doble
hélice (Horne y Dervan, 1991). En el lugar de intercambio tiene lugar un
enlace 5°-5" 0 3’-3’, lo que permite el cambio de polaridad necesario
(Fig. II.17-a). También se ha propuesto la utilizacion de a-
oligonucledtidos con el mismo objetivo (Fig. III.17-b) (revisiones:

Thuong y Héléne, 1993; Soyfer y Potaman, 1995).
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1.- OLIGONUCLEOTIDOS: RECEPCION, PURIFICACION Y ACONDICIONAMIENTO

Los oligonucledtidos sintéticos se adquirieron en el Instituto Pasteur (Paris,
Francia) o en Eurogentec (Bélgica) en estado liofilizado. Tras su disolucion en agua se
centrifugan diez minutos a 15000 r.p.m. con objeto de eliminar las impurezas insolubles.
El sobrenadante se recupera y se lleva a cabo una cromatografia liquida (FPLC),
utilizando una columna Pharmacia MonoQ de intercambio anionico fuerte. El detector de
absorbancia se ajusta a 260 nm (pico de absorbancia tipico de los oligonucleétidos) para

comprobar la pureza del oligonucleétido.

La concentracion de una disoluciéon de oligonucledtido se calcula a partir de su
absorbancia a 260 nm y de su coeficiente de extincion molar (€). Cada base nucleotidica
tiene un espectro de absorcion distinto, y por tanto su propio coeficiente de extincion
molar a 260 nm. Las interacciones entre bases, en cadena simple o en doble hélice,
disminuyen su absorbancia. Por tanto, el calculo de € de un oligonucleétido requiere la

siguiente expresion:

oln. d(AwC:GyT): €oin = 0,9 (WEA + X°Ec + y'Eg + Z'ET)

Y su concentracion:
A= aoln-l-C
Donde &, = coeficiente de extincién molar del nucledtidon(n=A, G, Co 1), A

= absorbancia a 260 nm; | = paso de luz en cm; C = concentracién molar de la muestra.

En caso necesario se realiza la purificacion del producto por FPLC, empleando
NaOH 10 mM y con un gradiente tipico de NaCl 0,2 a 0,8 M durante 30 minutos,
aunque las condiciones del gradiente pueden variarse segin el tiempo de retencion del
oligonucledtido (que cambia con su longitud y con su secuencia) y segun la resolucion
deseada. A la salida se recupera el producto y se comprueba la cantidad aproximada

recuperada mediante medida de la absorbancia a 260 nm. Puesto que el oligonucledtido
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se encuentra en medio basico y salino, es necesaria la neutralizacion y eliminacién de las
sales. Para el ajuste correspondiente se utiliza acido acético 10 mM y tampén Tris-HCl
10 mM a pH=7,5. |

La desalinizacion requiere columnas cromatograficas de fase inversa C18 (Sep-
Pac, de Waters), con acetonitrilo como fase organica. Mediante ésta técnica, el
oligonucleétido queda retenido en la columna, las sales se eluyen primero en fase acuosa,
y después se eluye el oligonucledtido con la fase apolar (acetonitrilo) (ver figura IV.1),
que se evapora en rotavapor hasta sequedad del oligonucledtido en forma sddica.
Conviene destacar la importancia de la neutralizacién previa a la desalacion, ya que el
medio basico soporte puede degradar la columna. Luego, se disuelve el oligonucle6tido
en el tampén deseado. Si se utiliza inmediatamente se conserva en agua destilada a -
20°C, pero para mayores periodos de tiempo se aconseja el empleo de un tampén TE
(Tris-EDTA) de pH 8 a -20°C (congelador) o liofilizado a -4°C (frigorifico). Si se
conocen las condiciones de uso y éstas no son extremas (pH muy acido o muy basico),

puede diluirse directamente en el tampén deseado.

Acetomtrllo Agua Muestra

R

/

Acetomtrllo Agua Agua + iones Agua +iones ADN
. J J
Y Y

Acondicionamiento lavado elucién

Figura IV.1: Esquema del proceso de desalado de oligonucledtidos mediante utilizacion de
columnas “Sep-Pac C18”.
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2.- PREPARACION DE LOS ADUCTOS MONOFUNCIONALES
trans-Pt-ADN Y dien-Pt-ADN

El trans-DDP y el dien-Pt son poco solubles en agua pero facilmente solubles en
dimetilformamida (DMF, CH;-C(O)N(CH;),). Para su utilizacién en la platinacién de
oligonucleétidos se disuelven en DMF a una concentraciéon 102 M y se conservan en la
obscuridad a -20°C. Las diluciones posteriores se llevan a cabo con agua, de modo que la

cantidad de DMF en la mezcla de reaccion sea siempre pequeiia.

Py, (trans-DDP) = 300,1 g/mol ; = Para disolucion 102 M en DMF : 3,00 mg/ml

P.. (dien-Pt) = 333,6 g/mol ; => Para disolucién 102 M en DMF : 3,34 mg/ml

Activacion:

El trans-DDP y el dien-Pt reaccionan con el ADN en general y con los
oligonucleétidos en particular formando aductos monofuncionales mediante una reaccion
de substitucion que se produce en dos etapas. En la primera, un ligando cloruro se
substituye por una molécula de agua, y en la segunda se produce la reaccion con la base
nucleotidica, con pérdida de la molécula de agua enlazada (Ver capitulo IIL.A y fig. ITL.S
de esta tesis). La hidrolisis es la etapa cinéticamente limitante del proceso, con tin = 3

horas para ambos compuestos.

Con el fin de que la reaccién se acelere se utilizan derivados hidrolizados,
consiguiendose tiempos de reaccion inferiores a la hora. En el caso del trans-DDP, se
hace reaccionar el compuesto con nitrato de plata (AgNO;) en DMF, en proporciéon
Pt:Ag de 1:1 o 1:2, seglin se pretenda la activacion de una o dos posiciones de
substitucion, respectivamente. La activacion de una sola posicion facilita la reaccion de
formacion del aducto monofuncional y evita al mismo tiempo la formacién de los
bifuncionales. La mezcla de reaccion se forma con un ligero exceso (~10%) de trans-
DDP, que asegura la formacion minima de especies doblemente activadas. La reaccion

progresa durante unas 12 horas a 37 °C y en la obscuridad:
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trans-[Pt(NH;),Cl,] + AgNO; — trans-[Pt(NH;),CI(DMF)]NO; + AgCH

La mezcla resultante se centrifuga durante 15 minutos a 15000 r.p.m. para
eliminar completamente el cloruro de plata, AgCl, y el sobrenadante se conserva a -20 °C
en la obscuridad. En el caso del dien-Pt, la activacion requiere 2 equivalentes de AgNO;,
y las condiciones de reaccion y de recuperacion del producto activado son idénticas a las
del trans-DDP.

Trans-[Pt(NH):(N'-G)CIJ"

El atomo N’ de la guanina es el de union preferente del ADN con el #rans-DDP,
lo que no significa que no exista reaccion con otras bases, principalmente con el N’ de la
adenina. Para que la reaccion ocurra con la guanina se aprovecha la circunstancia de que
su N tiene el valor mas bajo de pK, de todos los 4tomos susceptibles de reaccionar con
el trans-DDP (pK, = 2,7), asi, disminuyendo el pH hasta un valor apropiado se anula
practicamente la reaccion con las posiciones restantes sin afectar la de la guanina. Para
ello se afiade sobre la mezcla un tampén acetato a pH 3,6 (Condiciones de salinidad:

NaClO, 10 mM, tamp6én AcONa™ 10 mM de pH 3,6).

La concentracion de oligonucledtido se ajusta entre 25 y 45 uM (4 o 5 DO). El
nimero de equivalentes de #ans-DDP que se adiciona depende del nimero de guaninas
que se pretende platinar y del que existe en el oligonucleétido. Para el caso comuin de un
oligonucle6tido con una sola guanina, se afiaden 4 o S equivalentes de frans-DDP y se
deja reaccionar la mezcla entre 10 y 30 minutos a 37°C. La reaccion se controla cada
cierto tiempo sometiendo partes alicuotas a la cromatografia de FPLC. Si el
oligonucledtido posee varias guaninas pero solo se quiere realizar una modificacion, se
afiaden entre 1,1 y 1,5 equivalentes de trans-DDP y se deja reaccionar la mezcla durante
30 a 60 minutos. Una cantidad de platino pequefia hace la reaccion mas lenta, pero

reduce la cantidad de producto doblemente platinado.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se bloquea ésta afiadiendo NaCl

hasta 0,1 o0 0,2 M con el recipiente sumergido en hielo. Los productos de interés se
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separan por FPLC (ver apartado de cromatografia). Finalizada la cromatografia, se
realiza una dialisis utilizando 500 ml de NaCl 0,1 M, tamp6n fosfato sédico S mM (pH =
7,5), a 4°C, en la obscuridad y cambiando tres veces el electrolito. Los productos se
conservan a -20 °C en la obscuridad. La conservacion en NaCl 0,1 M ayuda a la

estabilizacion de los aductos monofuncionales.

Trans-[Pt(NH;):(N*-C)CI]*

El inconveniente de la platinacién de citosinas por el #rans-DDP radica en la baja
reactividad de estas nucleobases frente a la de las guaninas y adeninas. Aunque en la
actualidad no se ha logrado superar este inconveniente, la platinacion especifica de una
sola base nucleotidica mediante sintesis automatizada hace pensable su resolucion a corto

plazo (Schliepe et al., 1996; Manchanda et al, 1996).

En las experiencias realizadas en esta tesis se describe la platinacion de citosinas
en oligonucledtidos formados unicamente por bases puaricas (T y C), por lo que el
problema mencionado no se ha planteado. Para la obtencion de productos con un solo
aducto monofuncional se necesita una concentracion de oligonucleotido de 42 pM (5
DO), 4 equivalentes de trans-[Pt(NH;),(H,0)CI]" y NaClO, 10 mM, durante 30 minutos
a 37 °C. El bloqueo de la reaccion y la recuperacion y conservacion de productos se

realiza como se ha descrito.

[Pt(dien)(N'-G)]" y [Pt(dien)(N*-C)]"

El dien-Pt reacciona con el ADN de forma similar al trans-DDP cuando se
forman aductos monofuncionales, pero estos no evolucionan hacia aductos bifuncionales
por la ausencia de un segundo ligando labil. Este hecho facilita el trabajo de platinaciéon
puesto que no resulta necesario impedir la progresion de los aductos monofuncionales
hacia bifuncionales. Asi, las condiciones de platinacion son similares a las descritas para
el trans-DDP; los pequefios cambios en los tiempos de reaccion y numero de

equivalentes se deben concretar en cada caso.
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La diferencia principal se produce en la desalacion posterior a la purificacion por
FPLC. Como los oligonucleétidos platinados con dien-Pt son estables, pueden desalarse
como los no modificados, es decir por cromatografia en fase inversa sobre resina C18

(ver apartado de purificacion de oligonucledtidos).
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3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

La purificacion de oligonucledtidos puede realizarse principalmente por dos
métodos: por electroforesis en gel de acrilamida o por cromatografia. El método
cromatografico es mas rapido y sencillo para pequefios oligonucleotidos, por lo que se ha
elegido para las experiencias en este trabajo. Este método permite la deteccion de
cantidades minimas de oligonucleétido, (cantidades picomolares), y la separacion rapida

(menos de una hora) de productos que se diferencian hasta en un solo nucledtido.

El cromatografo utilizado (Waters), es de tipo HPLC compatible para su
utilizacién a bajas presiones (FPLC) con las disoluciones salinas utilizadas en la
purificacion de oligonucledtidos. Todas las conducciones, conexiones y piezas en
contacto con los eluyentes y con la muestra son de material plastico o de cuarzo, como
en el caso de los pistones de las bombas y cubeta de deteccion. El aparato, que consta de

cuatro partes ademas de la columna (de Pharmacia), se detalla a continuacion.

Bombas (Waters 600):

El bombeo en dos tiempos garantiza la estabilidad de la presion, factor muy
importante para evitar la presencia de artefactos y asegurar la reproducibilidad de los
espectros. Ademas, un dispositivo incorporado (silke) controla la presion y suaviza las
variaciones que inevitablemente se producen. El sistema de bombeo se encuentra al
principio del sistema, con lo que solo pasan los eluyentes, y nunca las muestras. Este
hecho evita la posible contaminacion y la degradacion de los pistones en caso de
presencia de impurezas en la muestra. Es aconsejable filtrar y sonicar los eluyentes para
evitar dicha degradacion y la formacion de burbujas de aire, que pueden provocar
cambios drasticos de presion y la pérdida del espectro. Las presiones normales de trabajo
en condiciones de FPLC estan comprendidas entre 500 y 1000 psi, segtn el aparato y la

columna utilizados

Ademés del sistema de bombeo, se incluyen el sistema de inyeccion y el control

de “by-pass” de la columna. El puerto de inyeccion posee dos posiciones (figura IV.2).
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En la posicion “load” se inyecta la muestra en el sistema, quedando bloqueada en un
bucle de volumen conocido. En esta posicion el flujo corre sin pasar por el bucle. Es muy
importante el conocimiento del volumen exacto del bucle para que la muestra sea de
volumen igual o menor, ya que el volumen en exceso se pierde. En la posicion “Inject”,
el bucle que contiene la muestra se encuentra dentro del circuito, por lo que la muestra
se desplaza en el sentido de la presion. El circuito seguido es inyector - columna -
detector - salida. El control de “by-pass” de la columna sirve para lavar rapidamente el

sistema usando flujos mayores de los que la columna es capaz de aceptar.

load inject
Muestra Salida Muestra Salida

Entrada
bucle

Bombeo Columna Bombeo Columna

Figura IV.2: Puerto de inyeccion del sistema de FPLC. La muestra se carga en posicion “Load”
(izquierda), pero el proceso cromatografico solo comienza al pasar a la posicion “Inject”
(derecha), en la que la muestra comienza a desplazarse hacia la columna.

Control:

La funcién original de este componente es el control del gradiente, flujo, presién
y longitud de onda del detector. La presencia de un ordenador incorporado al sistema,
con un programa capaz de realizar estas funciones, lo relega en condiciones normales de
uso al papel de interface entre el ordenador y las otras partes del sistema, aunque su

mayor velocidad de respuesta y la posibilidad de utilizarlo en modo manual, sin gradiente
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programado, lo hace mas util durante las operaciones de lavado y en caso de problemas

(caidas o subidas excesivas de presién, fugas).

El ordenador que complementa el sistema de control permite la grabacién de
espectros para su visualizacion posterior si fuera necesario. También permite la.
visualizacion simultinea de varios espectros y de la presion del aparato durante el
gradiente, con lo cual se detectan posibles artefactos del espectro originados por
diferencias de presion. Las funciones de edicién permiten no solo la integracion y

cuantificacion de las sefiales, sino también la optimizacidn de los resultados.

Detector (Waters 486):

La muestra pasa por el detector en Gltimo lugar, justo antes de la salida y después
de su paso por la columna. Asi, los productos que absorben a la longitud de onda elegida
se detectan y apérecen en el espectro. El detector puede trabajar en el rango UV-visible,
lo que permite, si es necesario, la deteccion en una misma muestra de productos que
absorben a longitudes de onda distintas y su utilizacion para proteinas o acidos nucleicos
sin necesidad de cambiar de lampara. La longitud de onda de trabajo puede cambiarse

también durante el transcurso de un gradiente.

La columna:

La resina cromatografica utilizada para los oligonucle6tidos es un intercambiador
anionico fuerte, con un soporte de microparticulas de silice de diametro medio igual a 10
pum. El grupo activo enlazado a la base de silice es el cation trimetilamonio (-CHa-
N'(CH;):), y la capacidad i6nica de la resina es de 0,27-0,37 mmol/ml. Los flujos
utilizables con esta resina varian normalmente entre 1 ml/min para una columna de 5 mm
de diametro y 4 ml/min para una columna de 10 mm de diametro. Los tamafios (cm) de
columna utilizados son, (longitud x diametro), de 5 x 0,5 (vol = 1 ml) para inyecciones
analiticas y pequefias preparativas, y de 10 x 1 (vol = 8 ml) para cantidades de
oligonucledtidos mayores de 5 DO (~ 40 pmol). En este trabajo se han utilizado columnas

pre-empaquetadas “Pharmacia MonoQ HR 5/5” y una columna Pharmacia 10/10 rellena
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con resina “Protein-Pack Q 15HR 1000A 15 um” de Waters-Millipore, de caracteristicas

similares a la de Pharmacia.

Los eluyentes y la muestra:
Los oligonucleétidos son polianiénicos, y su nimero de cargas depende del

numero de grupos fosfato que poseen (es decir, de su longitud), del pH y en cierta
medida también de su secuencia. Como tales polianiones, interaccionan con los grupos
de la resina cromatografica cargados positivamente, de modo que el de mayor carga (el
mas largo) interaccionara mejor y serd mas dificil de desplazar. Cuando el medio
contiene otros aniones, por ejemplo cloruros (CI'), se produce una competicion por los
grupos activos en la resina; a medida que avanza el gradiente y aumenta la concentracion
en cloruro los oligonucledtidos se desplazan y son eluidos. Por tanto, la elucién tiene

lugar desde tamafio menor a mayor.

En el caso de oligonucledtidos modificados con aductos del platino(Il), se
producen aportaciones de cargas positivas a la molécula, una en el caso de aductos
monofuncionales del trans-DDP (o del cis-DDP) y dos en el de bifuncionales y aductos
del dien-Pt. Como consecuencia, los oligonucledtidos platinados eluyen con tiempos de
retencion menores que los correspondientes sin modificar, hecho que permite la
separacion de los distintos productos (no modificado, con un aducto, con dos, etc.) tras
las reacciones de platinacion. Cuando la longitud de los oligonucledtidos aumenta, la
fraccion de carga neutralizada por un aducto respecto a la carga total de la molécula
disminuye, lo que dificulta la separacién por esta técnica. En este trabajo no se produjo

problema alguno, pero es apropiado tener en cuenta este inconveniente.

Sin embargo, algunos oligonucle6tidos son capaces de autoasociarse para formar
estructuras mas o menos estables que alteran sus interacciones con la resina y por tanto
su tiempo de retencién. El cambio de pH varia las caracteristicas donadoras-aceptoras de
las bases, y resulta un sistema eficaz que evita la formacion de las estructuras

mencionadas. En medio basico NaOH 10 mM no hay autoasociacion, y se utiliza a
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menudo por esta causa, a menos que la naturaleza del oligonucleétido o las
modificaciones realizadas en el mismo lo desaconsejen. En nuestro trabajo se han

utilizado siempre eluyentes basicos, si no se indica lo contrario.
Las condiciones utilizadas son las siguientes:

Eluyentes bdsicos: A.- NaOH 10 mM, NaCl 50 mM.
B.- NaOH 10 mM, NaCl 1 M.

Eluyentes neutros: A.- Tris-HC! 10 mM pH 7,5 , NaCl 50 mM.
B.- Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 1 M.

Como se ha indicado, el gradiente de NaCl que se utiliza depende de las
caracteristicas del oligonucledtido y de la resolucién necesaria para la separacion del
producto de interés. Teniendo en cuenta los valores de longitud de los oligonucleotidos

utilizados (entre 6 y 30 nucleétidos), el gradiente sera el siguiente:

tiempo (min.) O 5 35 40 44 45 53
% tampén A 80 80 20 0 0 100 100
% tampon B 20 20 80 100 100 0 0

Durante los primeros cinco minutos en régimen isocratico se equilibra el sistema
en las condiciones iniciales del gradiente. El gradiente principal tiene lugar entre 5 y 35
minutos. El gradiente se aumenta hasta un tiempo de 40 minutos en el que se alcanza el
100% de tampén B y se asegura la salida de todos los productos. Estas condiciones se
mantienen unos minutos, y luego se vuelve a 100% del tampén A para que se elimine el

exceso de cloruro y pueda comenzar de nuevo el gradiente.
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4.- MARCAJE RADIACTIVO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para el marcaje radiactivo del extremo 5’ de los oligonucledtidos se ha utilizado
el material siguiente:
- T4 Polinucleétido Kinasa: New England Biolabs (USA). 10 u/ul en KCl 50
mM, Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, ATP 0,1 uM
y glicerol al 50%.
- Tampon para la reaccion (tpnx10): New England Biolabs (USA). Tris-HCI
0,7M (pH 7,4), MgCl, 0,1 M, DTT 50 mM. A utilizar en dilucion 1/10.
32y-ATP: Amersham (UK). 10 mC¥/ml , > 5000 Ci/mmol.

La T4 Polinucleétido Kinasa cataliza la union del fosfato en posicion y del ATP
(adenosina trifosfato) al extremo 5° del ADN. Mediante la utilizacion de un ATP que
contiene un atomo de *?P radiactivo en su posicion y se consigue que el oligonucleétido

fosforilado quede marcado (ver figura IV.3).

H OH OH %IL) T4 Polin. __ QH OH <NIL)

HO> o—t-o# ki o-P-O-P—
0 0_\'3_74- 5 (ommN‘—-—-l;Fa* B b + 5'-{"P)-ADN
Y B o OH Mg+ H
327_ ATP

Figura IV.3: Esquema de la reaccion de marcaje del ADN con **y-ATP y la enzima T4
Polinucleétido Kinasa.

Las condiciones de reaccion que se han utilizado son las siguientes:

Una cantidad entre 1 y 5:10° DO (cantidades picomolares) del oligonucleétido a
marcar, en 7 ul de H,O, se mezcla con 1 ul de “tpnx10”, 1ul de **y-ATP y 1ul de enzima
Kinasa. Se deja reaccionar durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, la mezcla se
pasa por una columna de cromatografia de exclusion (resina G25) donde queda retenido

el exceso de **y-ATP. Tras la comprobacion de la radiactividad de la muestra con una
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sonda Geiger, se conserva a -20 °C en la obscuridad y en un recipiente de proteccion
radiactiva.
Este protocolo es valido para oligonucleétidos sin modificar y para aquellos otros

que contengan aductos del dien-Pt o aductos bifuncionales del #rans-DDP.

Aductos monofuncionales del trans-DDP.

En el caso de oligonucledtidos modificados con uno o varios aductos
monofuncionales del frans-DDP, el protocolo de marcaje radiactivo ha de variarse para
considerar la posible reaccion de cierre de dichos aductos monofuncionales a
bifuncionales. La estrategia consiste en el aumento de la concentracion de iones cloruro
en la mezcla de reaccion con disminucion del tiempo de reaccion. Finalizada la misma se
separa el ATP en exceso por precipitacion en etanol. El protocolo empleado es el

siguiente:

- Se toma una cantidad comprendida entre 1 y 5:10° DO del oligonucleétido
platinado en 6 ul de H;O, y se afiade 1 pl de “tpnx10” (MgCl; 0,1 M, NaCl
0,6 M) , 2 ul de **y-ATP y 1 pl de enzima T4 polinucleétido kinasa (10
w/pl). Se deja reaccionar 15 minutos en el bafio maria a 37 °C.

- Se afiaden 0,2 ul EDTA 0,5 M + 0,5 ul AcONH," 8 M + 9,5 ul H,O + 30
ul fenol; Se agita y centrifuga durante 4 minutos para recuperar la fase
acuosa.

- Se afiaden 30 pl de fenol y se repite la operacion.

- Se afiaden 50 pl de éter; se agita y centrifuga 4 minutos; se elimina el éter y
se repite la operacion. El éter restante se deja evaporar manteniendo abierto
el recipiente durante 5 minutos.

- Se afladen 10 ul AcONH," 8 M + 10 ul H,O + 140 ul EtOH frio (-20°C)
para precipitar.

- Se lava con 200ul de EtOH al 80%, se centrifuga durante 2 minutos y se
recupera el precipitado.

- Se deja secar totalmente (a vacio) y se recoge en NaCl 0,1 M.
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5.- FOSFORILACION-LIGACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para la unién de dos oligonucle6tidos mediante enlaces fosfodiéster se recurrioé a

la actividad enzimatica de la T4 DNA Ligasa. El material utilizado fue el siguiente:

- Enzima T4 DNA Ligasa: New England Biolabs (USA). 400.000 w/ml en
KCl 50 mM, Tris-HC! 10 mM (pH 7,4), EDTA 0,1 mM, DTT 1,0 mM,
BSA 200 ug/ml y glicerol al 50%.

- Tampon de reaccion (tpnx10): New England Biolabs (USA). Tris-HCI 0,5
M (pH 7,8), MgCl, 0,1 M, DTT 0,1 M, ATP 10 mM, BSA 0,5 mg/ml. A
utilizar en dilucién 1/10.

- ATP (5’-adenosina trifosfato): Boehringer Manheim (Alemania). 10 mM,

en agua.

La T4 DNA Ligasa cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre dos
extremidades nucleotidicas 3’-hidroxilo y 5’-fosfato adyacentes en una doble hélice.
Puesto que los oligonucledtidos utilizados en nuestras experiencias estan defosforilados
en ambos extremos, el paso previo al enlace es la fosforilacion del oligonucleétido que se

pretende enlazar por su extremo 5°.

El protocolo utilizado es el siguiente:

1°- Fosforilacion:

a) 0,1 DO (cantidades micromolares) del oligonucle6tido que se quiere enlazar
por su lado 5’, y que posee un hidroxilo como terminal, se diluyen hasta 7ul con agua, y
se afiade 1 pul de tampodn de reaccion (tpnx10), 1 pl de enzima T4 polinucleétido kinasa
(de 10 u/pl) y 1 ul de ATP (5’-adenosina trifosfato, 10 mM). Se introduce la mezcla 30

minutos a 37 °C en el bafio maria.
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b) Se vuelve a afiadir 1 pl de enzima y 1 ul de ATP, y se mantiene durante 30

minutos a 37 °C.

¢) Se lleva la mezcla hasta 10 mM en EDTA y 0,3 M en AcO'Na’, y un volumen
final de 100 ul , mediante la adicion de 68 ul H,O + 10 ul EDTA 100 mM + 10 pl AcO’
Na"3 M.

d) Se lava con fenol (100 pul), mezclando bien y centrifugando 5 minutos a 15.000
r.p.m. hasta separacion, y luego se lava dos veces con éter (200 ul), centrifugando 2

minutos cada vez. Se dejan reposar los tubos abiertos 5 minutos para evaporar el éter.

e) Se realizan dos precipitaciones con etanol al 75% (20 minutos a -78 °C, 15
minutos a 15.000 r.p.m.), y un lavado con etanol al 75% en agua. El precipitado

resultante se lleva a sequedad.

2°- Ligacion:

a) Se mezclan 0,1 DO (cantidades micromolares) de uno de los

oligonucledtidos a enlazar, la cantidad equimolar del otro y un ligero exceso del
oligonucledtido complementario de ambos y se diluye la mezcla hasta 42 pl con agua. Se
calienta a 65 °C durante 5 minutos y se deja enfriar lentamente hasta 0 °C, asegurando asi
la formacion de la doble hélice. Se afiaden 5 pul de tampoén ligasa “tpnx10” y se deja
reposar la mezcla 5 minutos a 16 °C. Se afiaden 3 pl de enzima T4 ADN Ligasa y se

incuba 120 minutos a 16 °C.
b) El volumen resultante se aumenta hasta 100 pl y se lleva la mezcla a 10
mM en EDTA y 0,3 M en AcONa’, afiadiendo 27 ul H,O + 10 ul AcONa" + 10 pl

EDTA 100 mM.

¢) Se realiza un lavado con fenol y dos con éter, como se indico en el

apartado anterior.
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d) Se precipita con etanol del modo sefialado. Se lleva hasta sequedad.

El modo general de preparacion de cantidades mayores de oligonucleétido

enlazado implica un proceso de fosforilacion y unidn simultaneo sobre varias muestras.

La purificacién de la especie enlazada se realiza por separacion mediante
migracion electroforética en gel de acrilamida 24% desnaturalizante (una muestra por
pocillo). Finalizada la electroforesis, se separa el gel de las placas de vidrio, se envuelve
en plastico alimentario transparente y se coloca sobre una placa cromatografica que
contiene un indicador de fluorescencia. Bajo la luz de una lampara UV, las bandas de los
oligonucleotidos aparecen como manchas obscuras, y puede sefialarse su posicion sobre
el plastico con un marcador normal. Con el conocimiento previo de la longitud de las
especies y realizando la migracion de los oligonucledtidos iniciales en paralelo y por

separado, puede identificarse la especie enlazada, que se recupera asi:

Tras el recorte de la banda del gel donde esta el producto de la unién
enzimatica, se separa esta del plastico y se lava con agua para eliminar la urea. Se
introduce la banda en 250 ul de TBEx0,5 (tampon Tris-acido boérico-EDTA, ver
abreviaciones) recién preparado. Se deja eluir durante un minimo de 5 horas. Tras la
elucion, se recupera el sobrenadante, y se afiade AcONa" hasta 0,3 M. Se afiaden 650 pl
de etanol frio y se precipita (20 minutos a -78 °C, 15 minutos a 15.000 r.p.m., 4 °C). Se
lava con 200 pl de etanol al 70% frio, y se deja secar. Se diluye nuevamente en una

cantidad suficiente de agua y se mide su absorbancia a 260 nm.
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6.- SONDAS QUIMICAS

Las sondas quimicas son moléculas que reaccionan con los acidos nucleicos,
modificando ciertas bases nucleotidicas con una intensidad dependiente de la estructura
local del 4cido nucléico. En general, estas sondas son hiperreactivas con las bases que se
encuentran en forma de cadena simple o en regiones deformadas de la doble hélice
respecto a su reactividad con el ADN-B. Este hecho permite medir el grado de
perturbacién que origina una modificacion quimica (formacion de aductos de
compuestos del platino(Il)) sobre la estructura en doble hélice. En este trabajo se han

utilizado como sondas el tetroxido de osmio OsO, y el dietilpirocarbonato (DEPC).

Las reacciones de las sondas quimicas no son cuantitativas y su dependencia de la
secuencia no es bien conocida; por esta razon resulta necesario llevar a cabo reacciones
paralelas con el ADN modificado y sin modificar (como control), en cadena simple y en
doble hélice.

Las experiencias de este trabajo se han llevado a cabo siguiendo el protocolo de
Marrot y Leng, 1989, modificando convenientemente las condiciones de reaccién con
objeto de hacer nuestros resultados coherentes con los de experiencias previas (ver

primer proyecto).

0504

El tetroxido de osmio es una substancia electrofila que reacciona con la
nucleobase timina del ADN en cadena simple o en regiones deformadas de la doble
hélice. La reaccion se produce sobre el doble enlace entre los atomos C’ y C% de la timina
(ver figura IV.4), desapareciendo la aromaticidad del anillo y debilitandose el enlace
glicosidico. De este modo, este wltimo se convierte en sitio preferente para la reaccion

con piperidina.
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Bipiridina

et
- 851 <gi* ;Ji

Figura IV .4: Reaccion del tetroxido de Osmio con la timidina, previa coordinacién a la bipiridina.
La presencia de bipiridina mejora la selectividad de la reaccion.

Las etapas a seguir son las siguientes:

a) La doble hélice radiomarcada en una de las cadenas (o la cadena simple)
se lleva hasta sequedad y se adicionan 2 ug de ADN competidor (un ADN
cualquiera desnaturalizado, que se afiade para modular la reaccién con el
oligonucledtido que se utiliza en el trabajo).

b) Se afiaden 25 pl de “tamp6n OsO4” (ver composicién mas abajo) y 1 pl de
bipiridina (25 mM en H,0) y se incuba durante 5 minutos a temperatura
ambiente, 15 minutos a 0 °C y otros 5 minutos a la temperatura de
reaccion.

c) Se afiaden 0,8 ul de OsO,; 25 mM, se agita y se deja en reposo durante 8
minutos a la temperatura de reaccion.

d) Se afiaden 4 ul de AcONa" 3 My 1,5 ul de 'RNA. Se agita y se adicionan
60 pl de éter. Se agita de nuevo y se centrifuga durante 5 minutos a 15.000
r.p.m. Se quita el sobrenadante y se repite el lavado con éter. Se dejan los

tubos abiertos durante 5 minutos hasta evaporacion del éter restante.
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e) Se afiaden 90 pl de etanol frio, se agita y se mantiene durante 15 minutos
a -78 °C. Se centrifuga después durante 15 minutos a 15.000 r.p.m. y 4 °C
y se elimina el sobrenadante.

f) Se afiaden 30 pl de AcONa' 0,3 M y 90 ul de etanol frio y se repite la
precipitacion como se ha explicado en la etapa anterior.

g) Se lava dos veces el precipitado con 150 ul de etanol al 70% frio y se hace
secar.

h) Finalmente se trata el producto con 100 pl de disoluciéon acuosa de
piperidina 1/10 durante 30 minutos a 90 °C. Se congela y liofiliza para la
eliminacion de la piperidina. El liofilizado se lava dos veces con agua (50-

100 pl).

Tampén OsO,4: NaClO, 100 mM, EDTA 0,2 mM, tampoén fosfato sédico (pH
753 mM.

El tetréxido de Osmio en disolucion acuosa se degrada muy rapidamente, por lo
que, al prepararia, hay que dividir dicha disolucion en partes alicuotas del volumen

apropiado para utilizar cada una una sola vez, y conservarlas a -78 °C.

DEPC

El dietilpirocarbonato reacciona con el 4tomo de nitrgeno endociclico N’ de las
bases pirimidinicas del ADN en cadena simple o regiones deformadas de la doble hélice
B (ver figura IV.5). Esta reaccion produce una pérdida de aromaticidad que se ve
traducida en un debilitamiento del enlace glicosidico, labil de este modo a la reaccion con

piperidina.

El protocolo seguido para esta reaccion es el mismo citado para la reaccion del

tetroxido de Osmio, con tan solo dos variantes:
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- En lugar de OsO; se afiaden 0,6 ul de DEPC puro.
- No se afiade bipiridina.
OEt
0
N N
OEt NH NH
o< + < o —> <AL
OEt IT N7 °NH, N N° 'NH;
dR d
OEt
NH, o NH;
OEt /N Z N <N A N
o + l —> + |
OEt X J IT' )
d dR

Figura IV.5: Reaccion del dietilpirocarbonato con la guanidina (arriba) y con la adenosina
(abajo).
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7.- SECUENCIACION (METODO DE MAXAM-GILBERT)

Este método de secuenciacion del ADN se describié por primera vez en 1977
(Maxam y Gilbert, 1977), y consiste en la modificacion quimica de las bases
nucleotidicas por agentes que, en las condiciones del experimento, solo reaccionan con
una base o con un tipo de bases (piricas o pirimidinicas). Se han utilizado para este fin
diversas reacciones(Maxam y Gilbert, 1980), que poseen un modo de actuacion comun,

englosable en tres etapas:

i) Modificacion de la o las bases (especificidad de la reaccion).
ii) Eliminacion de las bases modificadas.

iii) Excision del ADN en el sitio de la eliminacion.

Es importante sefialar que las condiciones de la reaccién de modificacién deben
ser tales que se produzca una modificacion como maximo por cadena nucleotidica. De
este modo podra detectarse la secuenciacion de la cadena mediante visualizacion de la
migracién electroforética del trozo de ADN restante en el lado marcado. Sin embargo, si
se produce mas de un corte en una cadena, solo se podra secuenciar la base modificada

mas préxima al lado marcado.

En las reacciones utilizadas en este trabajo, las tres etapas se llevan a cabo en dos
fases, ya que el acido formico protona y cataliza la depurinacion del polinucledtido,
mientras que en los otros casos la piperidina desplaza las bases modificadas y cataliza la
B-eliminacion de los fosfatos del azicar desprovista de nucleobase. Las reacciones se
llevan a cabo en paralelo sobre alicuotas del mismo oligonucleétido marcado, mediante

los protocolos siguientes:

Modificacion de las bases puricas.

- Condiciones iniciales: 19 pl de H,O + 1 pl oligonucleétido marcado + 1 pl

de oligonucleétido complementario (exceso).
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- Reaccion: Se afiaden 50 ul de acido formico (HC(O)OH) y se incuba 5
minutos a 20°C.

- Parada: Se afiaden 180 ul de tamp6n “HF-STOP” y se introduce en hielo.

Modificacién de las guaninas (figura IV.6).

- Condiciones iniciales: 200 ul de “tampén cacodilato” + 1 ul de
oligonucledtido marcado + 1 ul de oligonucleétido complementario
(exceso).

- Reaccion: Se afiade 1 pl de DMS (dimetilsulfato, SO4(CHs),), y se incuba 6
minutos a 20 °C.

- Parada: se afiaden 50 pl de tamp6n “DMS-STOP” (ver composicion mas

abajo) y se introduce en hielo.

Modificacion de las bases pirimidinicas (figura IV.7).

- Condiciones iniciales: 19 ul de H,O + 1 pul de oligonucledtido marcado + 1
ul de oligonucledtido complementario (exceso).

- Reaccion: Se afiaden 30 pl de hidrazina (H,N-NH,) fria, y se incuba 9
minutos a 20 °C.

- Parada: Se afiaden 200 ul de tampon “HF-STOP” y se introduce en hielo.

Modificacion de las citosinas.

- Condiciones iniciales: 15 pl de NaCl 5 M + 1 ul de oligonucledtido
marcado + 1 ul de oligonucle4tido complementario (exceso).
- Reaccion: Se afiaden 30 pl de hidrazina fria y se incuba 12 minutos a 20 °C.

- Parada: Se afiaden 200 ul de tampon “HF-STOP” y se introduce en hielo.
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Precipitacion y lavado (para todas las modificaciones).

a) Se afiaden 750 pl de etanol frio (-20 °C) y se deja en reposo durante 15
minutos a -78 °C hasta precipitacion. |

b) Se centrifuga durante 15 minutos a 15.000 r.p.m. y 4 °C; Después se
elimina el sobrenadante libre de radiactividad.

¢) Se afiaden 250 pl de AcONa' 0,3 M frio y 750 ul de EtOH frio (-20 °C);
Se deja en reposo durante 15 minutos a -78 °C hasta precipitacion.

d) Se repite el apartado b).

e) Se lava el precipitado con 180 pul de etanol al 70% en agua fria sin
deshacerlo; Se centrifuga durante 2 minutos a 15000 r.p.m.; Se elimina el
sobrenadante tras comprobar la ausencia de radiactividad en el mismo.

J Se repite el lavado.

g) Se deja secar bajo presion reducida.
Excision del ADN modificado.

a) Se afiaden 100 pl de disolucion acuosa de piperidina (1/10) y se incuba
durante 30 minutos a 90 °C en baifio maria.

b) Se enfria en hielo y se congela unos minutos a -78°C. La piperidina se
elimina por liofilizacion. Se lava el liofilizado dos veces con 50-100 pl de
agua.

¢) Se lleva a cabo una nueva diluciéon con volumen final apropiado para la

carga de la cantidad necesaria de cada muestra en el gel de secuencia.
Gel de secuencia

Para la separacion de las fracciones de ADN generadas de distinta longitud, se
cargan las muestras modificadas mediante cada una de las cuatro reacciones descritas
sobre gel de acrilamida al 24% desnaturalizante (8 M en urea) y se deja migrar a 3000 V

y 40 W (placas de 45 cm de longitud) durante el tiempo necesario para una buena
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separacion de las fracciones mas grandes sin eliminacion de las mas pequeiias. Aunque se
puede optimizar mediante variacion del porcentaje de acrilamida en el gel, en estas

experiencias el 24% es la concentraciéon mas conveniente.

Para la deteccién de las fracciones separadas se utilizan técnicas como la
autoradiografia y “PhosphorImager” que detectan y permiten visualizar las especies

radiactivas presentes en el gel. Su empleo se detalla en la descripcion de la electroforesis.

Disoluciones.

Tampoén “cacodilato”:
250 pl de tampon cacodilato sédico-HCI (pH 8,0) 1 M.

10 pl de EDTA 0,5 M.
4,74 ml de H,0.

Tampoén “DMS-STOP”:
2,5ml de AcONa’ 3 M.
350 ul de BSH (mercaptoetanol) 14,3 M (puro).
50 ul de DEXTRAN T40 de 10 g/l.
2,1 ml de H;O.

Tampén “HF-STOP”:
500 pul de AcONa' 3 M.
1 ul de EDTA 0,5 M.
12,5 ul de DEXTRAN T40 de 10 g/1.
4,486 ml de H,O.
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Figura IV.6: Secuenciacion de las timinas por reaccién sucesiva con Hidrazina y piperidina. La
Hidrazina modifica y elimina las bases, y la piperidina cataliza la reaccién de B-eliminacion de
los fosfatos.
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Figura IV.7: Secuenciacion de las guaninas por reaccién con dimetilsulfato y piperidina. E1 DMS
rompe la aromaticidad de las guaninas por metilacion de su N, y la piperidina las elimina del
ADN y cataliza la B-eliminacion de los fosfatos.
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8.- ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo presentan longitudes
comprendidas entre 6 y 30 bases. En experiencias tales como secuenciaciones,
purificaciones a pequefia escala, seguimiento de cinéticas de reaccion y movilidad
electroforética se ha utilizado la electroforesis como técnica de visualizacién de los
resultados. En todos los casos se ha recurrido a la electroforesis en gel de acrilamida,
técnica de gran poder de resolucion, que permite la separacion de especies que se
diferencian Gnicamente en un nucleétido y la recuperacion de productos extremadamente
puros y reutilizables para cualquier otro propésito. En combinacién con el marcado
radiactivo, la electroforesis en gel de acrilamida es un método muy potente para la

deteccion y purificacion, en su caso, de especies presentes en cantidades minimas.

La acrila;nida es una molécula capaz de polimerizarse, en presencia de radicales,
produciendo largas cadenas. En presencia de N,N’-metilenbisacrilamida (o
bisacrilamida), estas cadenas se cruzan formando un gel cuya porosidad y densidad
dependen de la concentracion en acrilamida y de la proporciéon de bisacrilamida

presentes.

La electroforesis se basa en la migracion de las moléculas cargadas en el seno de
un campo eléctrico hacia el polo de signo contrario. Si se colocan dos electrolitos
idénticos cada uno en contacto con un extremo del gel de acrilamida y se hace pasar una
corriente eléctrica entre ellos, las moléculas polinucleotidicas depositadas en el gel en el
extremo en contacto con el polo negativo tenderan a alejarse de este migrando
necesariamente a través del gel. Las moléculas mas cargadas (los polinucle6tidos mas
largos) sentiran una mayor atraccion, por lo que migraran mas rapido. Sin embargo, los
polinucleétidos con una forma determinada, curvados, en doble hélice o modificados,
podran migrar de modo diferente a pesar de tener la misma carga o longitud,
dependiendo de la porosidad del gel. Para la interpretacién correcta de los resultados se

evaluan ambos factores.
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A continuacion se detallan los productos y disoluciones utilizadas en este trabajo:

Productos quimicos:

Acrilamida y N,N’-metilenbisacrilamida en polvo.

Persulfato de amonio (PSA) y N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)
(polimerizacion del gel).

Tris, acido borico y EDTA en polvo (para el electrolito).

Azul de bromofenol y xilen-cianol, (marcadores de migracion).

Dimetilformamida (DMF) y sucrosa (tampones de carga).

Silicona “Sigmacote” (para aplicar sobre las placas de vidrio, lo que facilita la
deposicion del gel).

Urea (agente desnaturalizante que se incluye en los geles cuando se necesita).

Preparacion de disoluciones:

TBEx20: Se utiliza para la preparacion del electrolito. Contiene Tris (1,78
M), acido bérico (1,78 M) y EDTA (40 mM), y se usa normalmente diluida
entre 20 y 40 veces (TBEx1 y TBExO0,5 , respectivamente) respecto a la
disolucion madre.

Preparacion: 216 g. de Tris + 110 g. de acido borico + 14,9 g. de EDTA,; se
afiade agua hasta que se alcanza un volumen final de 1 1. Por ultimo se

filtra.

Polimero: La proporcion acrilamida:bisacrilamida utilizada es de 30:1. Para
geles desnaturalizantes se afiade urea en la cantidad indicada.

Preparacion: 120 g. de Acrilamida + 4 g. de bisacrilamida + 240 g. de urea (8
M, para geles desnaturalizantes) + 25 ml de TBEx20 (para concentracion
final TBEx1); se afiade agua hasta que se alcanza un volumen final de 0,5 1.

Finalmente se filtra.
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Tampoén de carga:

Para condiciones desnaturalizantes: DMF, con los marcadores de migracion.

Para condiciones no desnaturalizantes: sucrosa al 50% en agua, con Tris 40
mM y EDTA 4 mM. Se utiliza diluida entre 4 y 5 veces respecto a la
original.

Experiencias en condiciones desnaturalizantes

Las condiciones desnaturalizantes se alcanzan afiadiendo al gel urea 8 M, lo que
impide la formacion de pares de bases. Como se ha indicado antes, la concentracion de
acrilamida del 24% resulta ideai para la longitud de los oligonucleétidos utilizados y
tiene la ventaja adicional sobre geles mas diluidos de que no necesita secarse antes de la
lectura del resultado. Mediante esta técnica se llevan a cabo secuenciaciones,
seguimiento de‘cinéticas de reaccion, y purificacion de oligonucleétidos tras ligacion o
formacion de aductos bifuncionales intercatenarios de trans-DDP. Para la migracion se
empled una potencia constante (40 W para geles de 24x40 cm y 20 W para geles de
24x20 cm).

Experiencias en condiciones no desnaturalizantes

Este tipo de geles se utiliza en experiencias en las que se mantiene el
emparejamiento de bases, tales como comprobaciones de la estabilidad de la doble hélice
respecto a la temperatura en distintas condiciones o de la cantidad de una disolucion de
un oligonucledtido que se afiade a la disolucion de su complementario para la formacion
de doble hélice sin que resulte exceso de ninguno de los dos. Otras experiencias
consisten en el analisis de la formacion y estabilidad de triples hélices a distintas
temperaturas. En aquellas experiencias en las que resulta importante la temperatura de
migracion para evitar la desestabilizacion de las dobles y triples hélices, el voltaje

utilizado se mantiene lo suficientemente bajo para que el gel no se caliente. (~ 10 V/cm).
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Lectura de resultados

Los resultados se obtienen mediante la técnica de Phosphorimager (Molecular
Dynamics) con el programa ImageQuant version 3.3, que permite la cuantificacion de las
bandas en caso necesario. Esta técnica es muy rapida y sensible y permite la obtencion de
resultados en el mismo dia. En las ocasiones en que se creydé oportuno se hizo
posteriormente una autoradiografia del gel sobre una pelicula sensible a la radiacion

gamma emitida por el *P.
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9.- CURVAS DE FUSION DE OLIGONUCLEOTIDOS

La determinacion de la “temperatura de fusion” (Ty,) de una estructura secundaria
de un 4cido nucleico resulta una buena medida de su estabilidad termodinamica y de la
intensidad de las diversas fuerzas que participan en la formacién de dicha estructura

(vease el capitulo I1.B).

Las caracteristicas espectroscopicas de los acidos nucleicos facilitan dicha
determinacion, puesto que la formacidén de estructuras secundarias distintas produce
variaciones (en general, incrementos) de la absorbancia en el ultravioleta (260 nm). La
curva resultante de la representacion grafica de la absorbancia respecto a la temperatura
se denomina “curva de fusion”, y se acepta que la T,, de una estructura secundaria de un
acido nucleico es la temperatura a la que la mitad de las moléculas se encuentran en
dicha estructura y la otra mitad desestructuradas. En la figura IV.8-a se aprecia un
modelo de curva de fusidn resultante de la medida de Tn. La forma de la curva se debe al
caracter cooperativo de las uniones de hidrogeno entre cadenas polinucleotidicas,

originado a su vez por las interacciones de apilamiento entre bases de cada cadena.

El problema mas comun en este tipo de medidas consiste en que los extremos de
la curva no son en realidad horizontales, sobre todo en casos de poca cooperatividad. Lo
mismo acontece si los valores de T, son muy pequefios, caso en el que la curva se inclina
a temperaturas muy bajas y el plano inferior apenas existe. En estos casos, el calculo de
la temperatura de fusion se realiza mediante derivacion matematica de la curva de fusion
(fig. IV.8-b), apareciendo un maximo correspondiente al punto de inflexion existente en
la curva de fusion. Esta medida de la T,, es la que hemos utilizado en todos los casos en

los trabajos aqui presentados.

Las experiencias de determinacién de Tr, constituyen medidas termodindmicas del
sistema, por lo que este ha de encontrarse en equilibrio en cada punto en que se tomen
las medidas. Para asegurar esta circunstancia se determina la curva de fusién tanto en

sentido ascendente como descendente (subiendo y bajando posteriormente la
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temperatura). Si las dos curvas se superponen, la medida corresponde a un estado de
equilibrio. Si se obtiene una curva de histéresis, la medida realizada no resulta

termodinamicamente valida.

T
Abs, /
b ¢
260 nm /Tm (x = y)
y
Temperatura Temperatura
(a) (b)

Figura IV.8: (a): Curva de fusién de una doble o triple hélice de ADN, con ¢l calculo de la
temperatura de fusion. (b): Primera derivada de una curva de fusion. La determinacion de la
temperatura de fusion es mas evidente que para la curva original.

Este ltimo problema se acentia en el caso de las triples hélices, puesto que su
cinética de formacion es mucho mas lenta que la de las dobles hélices (entre 10° y 10*
veces) y muy variable segun la secuencia de la cadena Hoogsteen (Xodo et al.,, 1997). El
problema cinético se agrava por la tendencia de ciertas cadenas ricas en pirimidinas a la
formacién de otras estructuras, lo que ralentiza ain mas (a veces incluso impide) la
formacion de la doble o triple hélice. Esta tendencia puede modularse por las condiciones

del medio (pH y naturaleza de los iones).

El estado inicial del sistema posee gran importancia y resulta necesario asegurar
la formacion correcta de la doble o triple hélice. Para ello se han calentado las mezclas
oportunas de oligonucledtidos hasta temperaturas mucho mas altas que su Tn, con lo que

se asegura la ausencia de estructuracion previa alguna; luego se deja enfriar la disolucion

123



Aporte personal
Materiales y métodos

muy lentamente en el mismo bafio maria, primero a temperatura ambiente y luego a 4 °C,

durante al menos doce horas.

Por ultimo, en el tratamiento de las curvas de fusion de las triples hélices hay que
tener en cuenta que la diferencia entre las T, de triple y doble hélice ha de ser elevada (al
menos 10 °C) con objeto de que se visualicen ambas transiciones. No obstante, en el caso
de dobles hélices muy largas (se favoreceria el incremento de dicha diferencia) ocurre un
incremento pequefio de la absorbancia debida a la liberacion de la cadena Hoogsteen
respecto a la de la mezcla y respecto al aumento debido a la disociacion de la doble
hélice. En consecuencia se visualiza mucho peor la citada transicion triple hélice-doble
hélice/cadena simple y se produce un error considerable en la medida de Tn. En este
trabajo se han determinado las curvas de fusion de la doble y triple hélice en las mismas
condiciones experimentales y se han substraido posteriormente los valores

correspondientes.
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10.- CINETICA DE CONVERSION DE LOS ADUCTOS MONOFUNCIONALES trans-DDP-

ADN EN ADUCTOS BIFUNCIONALES

La cinética de conversion de aductos monofuncionales de #rans-DDP en aductos
bifuncionales se ha estudiado en sistemas distintos: en cadena simple, doble hélice y triple
hélice, a distintas condiciones de salinidad, con aductos trans-[Pt(NH;)(N"-G)CI]" y
trans-[PtONH;)(N°-C)C1]" y, en el caso de la doble hélice, a distintas longitudes de la
misma y distintos grados de platinacion. A pesar de estas circunstancias, se ha mantenido

un protocolo similar en todos los casos.

A continuacion se exponen las etapas seguidas para la realizacion de este tipo de
experiencias, su objetivo y las condiciones generales utilizadas. Las condiciones
particulares de cada experimento en casos concretos aparecen en la discusion de los

proyectos que se presentan mas adelante.

Etapas

1.- Mezcla e incubacion de las cadenas para la formacion de la doble o triple
hélice. Esta operacion se realiza en presencia de NaCl, que impide la
progresion de la reaccion de conversion en aductos bifuncionales y facilita
la formacion de las hélices. Por las mismas razones, la incubacion finaliza

con el sistema introducido en hielo.

2.- Precipitacion con etanol al 75% para eliminar el cloruro. Debe lavarse
hasta eliminacion del NaCl, ya que su presencia alteraria de forma
apreciable la cinética del proceso.

3.- Incubacién en tampén adecuado. Se recogen partes alicuotas por

duplicado a cada tiempo previsto segin la cinética de la reaccion.
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4.- La mitad de las partes alicuotas se tratan con tiourea con el fin de
eliminar y cuantificar los aductos monofuncionales por comparacion con las
muestras no tratadas. Se afiade el tampon y se carga en gel de acrilamida al

24% desnaturalizante.

5.- Lectura y cuantificacion de los resultados.

Los aductos monofuncionales del trans-DDP afiaden una carga positiva al
oligonucleotido, y los bifuncionales afiaden dos. Asi, las especies platinadas migran mas
lento que las no modificadas, diferencidandose facilmente. Sin embargo, los aductos
monofuncionales originan una disminuciéon de la movilidad del oligonucle6tido muy
similar a la de los aductos bifuncionales intracatenarios, por lo que debe utilizarse la
reaccidn con la tiourea, que elimina los aductos monofuncionales y permite asi la
diferenciacion clara de los bifuncionales intracatenarios. En el caso del frans-DDP, un
tratamiento de 10 minutos con tiourea 10 mM a 37 °C basta para eliminar

cuantitativamente los aductos monofuncionales (Eastman y Barry, 1987).

Los aductos bifuncionales intercatenarios se diferencian bien por electroforesis en
gel desnaturalizante ya que la existencia de un enlace covalente entre dos cadenas impide
la migracién independiente de estas, y la migracion resulta mucho mas lenta que en el
caso de las cadenas simples, platinadas o no. Por otra parte, aductos intercatenarios
distintos de un mismo oligonucleétido, incluso procedentes de un mismo aducto
monofuncional, migran a distinta velocidad, hecho que permite el conocimiento del

nimero de este tipo de aductos que se forma y el porcentaje de cada uno.
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1 PROYECTO

Reactividad Quimica de los Aductos

Monofuncionales del Transplatino en

ADN Platinado de Forma Especifica.
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RESUMEN

La primera etapa de la reaccion entre el ADN y la droga antitumoral cisplatino o
su isomero clinicamente inactivo transplatino supone la formacion de aductos
monofuncionales. La mayor parte de los aductos de cisplatino asi formados reacciona
luego rapidamente (vida media inferior a unas horas) para formar aductos bifuncionales
intra o intercatenarios. En general, se acepta que la actividad clinica del cisplatino esta
relacionada con la formacion de aductos bifuncionales. En lo que respecta al transplatino,
los estudios se diferencian en lo que se refiere a la velocidad de reaccion de los aductos
monofuncionales y a la naturaleza de las uniones bifuncionales. Tratando de explicar
estas diferencias, se han preparado en este trabajo dobles cadenas de ADN que contienen
un solo aducto monofuncional trans-[Pt(NH;),(dG)CI]" y entre cero y dos aductos
monofuncionales [Pt(dien)(dG)]*" en posiciones definidas. En estas dobles cadenas, el
aducto inerte [Pt(dien)(dG)]** imita la presencia de aductos monofuncionales de
transplatino. Mostramos asi que la reaccidn de los aductos monofuncionales de
transplatino se ve seriamente afectada por la presencia de otros aductos y por la longitud
de las dobles hélices. Estos descubrimientos indican que las discrepancias que aparecen
en la literatura cientifica estan originadas por la naturaleza de las muestras platinadas
(raz6n molar de platino enlazado por nucleétido, longitud de los fragmentos de ADN).
La conclusion general de este trabajo estd relacionada con la evolucion de la
transformacion de aducto monofuncional a bifuncional. En concreto, los aductos
monofuncionales ADN-transplatino, a nivel bajo de platinacion, evolucionan lentamente
(vida media mayor de 24h) hacia uniones bifuncionales mayoritariamente intercatenarias.

Este hecho explica en parte la ineficacia clinica del transplatino.
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INTRODUCCION

En la actualidad se acepta que la actividad antitumoral del cisplatino esta
relacionada con su capacidad de formacién de uniones bifuncionales con el ADN, en su
mayoria aductos bidentados N’,N” entre residuos puricos adyacentes(Lepre y Lippard,
1990; Reedijk, 1992; Sip y Leng, 1993). Se conoce también que el isémero cis posee
propiedades de droga antitumoral, mientras que el isémero frans (trans-DDP,
transplatino) carece de actividad biologica, aunque reaccione con el ADN (Lepre y
Lippard, 1990; Lippert, 1996). En efecto, ambos isdmeros interaccionan con el ADN en
un proceso en dos etapas, que supone en primer lugar la formacion de aductos
monofuncionales (preferentemente en el N’ de las guaninas) que evolucionan luego a
uniones bifuncionales. Se cree que la naturaleza y cinética de formacion de las uniones
bifuncionales producidas por cada derivado estan relacionadas con su actividad biologica
diferente (Lepre y Lippard, 1990; Dalbiés et al., 1996; Lippert, 1996). Alternativamente,
la reaccion selectiva y eliminacion de los aductos monofuncionales del frans-DDP por el
glutatién influye en la ineficacia del frans-DDP, hecho consecuente con la observacion
de que la disminucién de los niveles de glutation aumenta la sensibilidad de células
cancerosas del ovario hacia el trans- pero no hacia el cis-DDP (Richon et al., 1987). Esta
ineficacia podria explicarse también por la diferente facilidad de reparacion o los distintos
efectos de las uniones del cis- y del frans- sobre la replicacion o transcripcion,
relacionados con su capacidad para distorsionar la doble hélice de ADN o para promover
la interaccion del ADN platinado con proteinas (Lepre y Lippard, 1990; McA’Nulty y
Lippard, 1995).

Es evidente que el conocimiento detallado de la interaccion de cada isdbmero con
el ADN resulta necesario para el analisis posterior de los factores quedeterminan la
accion biologica de dichos isdmeros. Por otra parte se desconocen los modos de unién
del transplatino in vivo, mientras que la experimentacién in vitro ha dado lugar a
conclusiones divergentes sobre la naturaleza y cinética de formacién de los aductos
(Eastman y Barry, 1987; Eastman et al., 1988; Bancroft et al., 1990; Boudvillain et al.,

1995). Recientemente se han descubierto nuevos compuestos de platino que muestran
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actividad antitumoral (Hollis et al., 1989; Farrell et al., 1992; Coluccia et al., 1993;
Farrell, 1996). Algunos de ellos tienen propiedades estructurales (geometria trans, por
ejemplo) que violan las reglas clasicas que relacionan actividad y estructura en los
complejos de platino(I). Aunque ain no se ha establecido de manera definitiva que el
ADN sea la diana bioldgica de todos estos compuestos, su actividad antitumoral puede
deberse a modos diferentes de interaccion con el ADN y/o alteraciones estructurales de
la doble hélice de ADN. Por todo ello resulta importante la identificacion de los aductos
resultantes de la platinacion del ADN y el estudio de los factores que gobiernan su
formacién y/o eliminacién. De este modo se conocerian las vias de intervencion de los
complejos de platino(Il) en actividades biolégicas especificas. En este trabajo se
demuestra que la platinacion de una doble hélice de ADN en lugares especificos influye
sobre la formacién de aductos bifuncionales de #rans-DDP a partir de los
monofuncionales. Los resultados clarifican las discrepancias entre estudios previos
dedicados al conocimiento de la naturaleza y cinética de formacion de los aductos del
trans-DDP (Eastman y Barry, 1987; Eastman et al., 1988; Bancroft et al., 1990;
Boudpvillain et al., 1995).

EXPERIMENTAL

General

Los oligodesoxiribonucledtidos procedentes del Instituto Pasteur (Francia) se
purificaron segun protocolos ya publicados (Boudvillain et al., 1995). Las secuencias de
los oligonucledtidos aparecen en la figura IV.9). La T4 polinucledtido Kinasa y la T4
ADN ligasa proceden de New England Biolabs. Los productos radiactivos se adquirieron
en Amersham. El ioduro de iododietilentriaminplatino(Il) (dien-Pt) es un obsequio del
Prof. Lippert (Dortmund, Germany). Los reactivos restantes se adquirieron en la firma

Merck excepto el frans-DDP que procede de Johnson Matthey (UXK.).
Reaccion de platinacion.

El frans-[Pt(NHs),(H;0)CI]" y el [Pt(dien)(H,0)]*" se obtuvieron mediante

reaccion del #rans-DDP o del dien-Pt con 0,9 o 1,8 equivalentes, respectivamente, de
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AgNO; a 37°C durante unas 15 horas y en la obscuridad. El oligonucleétido con un solo
aducto monofuncional frans-[Pt(NH;),(dG)CI]" se obtuvo haciendo reaccionar el
oligonucleétido A (la secuencia del oligonucleétido A se da en la figura IV.9) (27 uM)
con trans-[Pt(NH;),(H;O)CI]" a una razén de platino/oligonucleétido de 4,4 durante 10
minutos a 37°C en NaClO, 10 mM y tampén acetato 10 mM a pH 3,6 (Brabec y Leng,
1993). El oligonucleétido platinado se purifico por cromatografia FPLC de intercambio
anidnico fuerte (columna Mono Q HR 5/5, Pharmacia) con NaOH 10 mM y un gradiente
de NaCl comprendido entre 0,2 y 0,8 M. La fraccion recogida se dializd durante 2 horas
a 4 °C frente a 3 veces 500 ml de NaCl 0,1 M y tampén fosfato 5 mM a pH 7.5, y se
conservé a -20 °C. El oligonucleétido B (24 uM) se hizo reaccionar con 2,5 equivalentes
de [Pt(dien)(H,0)]*" durante 10 minutos a 37 °C en NaClO, 10 mM y tampon acetato 10
mM a pH 3,6. El producto crudo se introdujo en una columna MonoQ y se eluyd con un
gradiente del 20 al 80 % de tamp6n B durante 40 minutos, (tampén B: NaOH 10 mM y
NaCl 1 M; tambén A: NaOH 10 mM y NaCl 10 mM; flujo: 1 ml/min). Se recogieron
cuatro fracciones correspondientes a los oligonucledtidos con dos aductos
monofuncionales de [Pt(dien)(dG)]** o un solo aducto monofuncional en una de las dos
guaninas o ningun aducto, respectivamente. Las fracciones se neutralizaron
posteriormente con acido acético y Tris-HC| y se desalaron en columnas Sep-Pak C18
(Waters). La naturaleza y posicion de los aductos en los oligonucledtidos platinados se
comprobaron del modo descrito previamente (Lemaire et al., 1991; Brabec y Leng,
1993).

Ligacion.

Los oligonucledtidos de 26 nucledtidos de longitud, platinados o no, se
prepararon por ligacion dirigida de los oligonucledtidos A o B, platinados o no, con los
correspondientes oligonucledtidos de 6 nucledtidos de longitud a o b fosforilados en el

extremo 5’ (ver figura IV.9) usando T4 ADN Ligasa y procedimientos establecidos
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Oligonucleétidos
A (20 bases) 5’-d(CCTCTCTATACAATGTACTT)
B (20 bases) 5’-d(CACACCAAGTACATTGTATA)
a (6 bases) 5’-d(GGTGTG)
b (6 bases) 5’-d(GAGAGG)

Preparacién de las dobles hélices platinadas

5’-d(CCTCTCTATACAATGTACTT)
d(GGAGAG)p-5° + d(ATATGTTACATGAACCACAC)-5’

\LLigacién

5’-d(CCTCTCTATACAATGTACTT)
d(GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC)-5’

Purificacién

v
d(GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC)-5’

Hibridacién
v

5’-d(CCTCTCTATACAATGTACTT)
d(GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC)-5’
26 9 1

I

v v v
. _9 -
EE T

2 3 4

|
e

Figura IV.9: Secuencias de los oligodesoxiribonucleétidos (arriba) y esquema del procedimiento
utilizado para la preparacion de las dobles cadenas (abajo). Para mayor claridad, solo se indican
los pasos de la preparacion de una de las dobles hélices. Las cuatro dobles hélices platinadas se
representan esquematicamente, correspondiendo los simbolos blancos y negros a los aductos
monofuncionales [Pt(dien)(dG)]** y trans-[Pt(NH;),(dG)C1]", respectivamente. La G subrayada
de la cadena superior indica la localizacion del aducto trans-[Pt(NH;)(dG)CI]".
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(Maniatis et al., 1982). Los productos asi ligados se purificaron después por

electroforesis en gel de poliacrilamida al 24%, en condiciones desnaturalizantes.
Conversion de los aductos monofuncionales de transplatino

El oligonucledtido A (2,7 uM) con un solo aducto monofuncional trans-
[Pt(NH;)2(dG)CI]" se unié con su cadena complementaria de 26 nucledtidos, platinada o
no, y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego 60 minutos a 0 °C.
Las cuatro dobles hélices (55 pmol) marcadas en el extremo 5’ de la cadena superior o
de la inferior se precipitaron con etanol y se resuspendieron después en 20 pl de NaClO4
100 mM, EDTA 0,2 mM y tampén fosfato 3 mM a pH 7,5. Las mezclas se incubaron a
37 °C. A tiempos determinados se recogieron partes alicuotas, que se trataron con
tiourea (10 mM) durante 15 min a 37°C para eliminar los aductos monofuncionales
(Eastman y Bafry, 1987) y se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al
24% en condiciones desnaturalizantes. Los tiempos de vida media se dedujeron por
cuantificacion de la intensidad de las bandas con un Phosphorimager (Molecular
Dynamics) usando el programa Imagequant, version 3.3, para el procesamiento de los
datos y asumiendo una cinética de pseudo primer orden (Bancroft et al., 1990). Las
dobles cadenas con un aducto bifuncional intercatenario resultado del cierre del aducto
_ monofuncional frans-[Pt(NH;),(dG)CI]" se purificaron por electroforesis (poliacrilamida
al 24%) en condiciones desnaturalizantes. Las bases implicadas en el aducto
intercatenario se identificaron por secuenciacion de Maxam-Gilbert de las dobles cadenas
purificadas marcadas en el extremo 5’ de la cadena inferior o de la superior (Lemaire et
al., 1991; Dalbiés et al., 1994).

Modificaciones quimicas

Las modificaciones quimicas se realizaron sobre los oligonucleétidos en cadena
simple radiomarcados en el extremo 5’ o sobre las dobles hélices radiomarcadas sobre el
extremo 5’ superior o inferior. Las modificaciones de los oligonucledtidos con tetroxido

de osmio (OsO4) o dietilpirocarbonato (DEPC) se realizaron segin lo previamente
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descrito (Marrot y Leng., 1989), con las modificaciones que siguen: Las condiciones de
salinidad, concentracion y temperatura fueron idénticas a las de los experimentos de
cinética, y el tiempo de reaccion se redujo a 8 minutos. Los productos de reaccion se
trataron con piperidina en las condiciones usuales y se separaron usando un gel de

secuenciacion de poliacrilamida al 24%.

RESULTADOS

Sintesis de las dobles hélices platinadas

Estudios anteriores han demostrado que los aductos monofuncionales cis-
[Pt(NH;)(dG)CI]" y [Pt(dien)(dG)]** distorsionan la doble hélice del ADN, en
posiciones proximas a los aductos (Brabec et al., 1992, 1994). En este trabajo se ha
tratado de conocer la medida en que diversos aductos monofuncionales del platino(II)
proximos entre si interfieren mutuamente en el proceso de formacién de aductos
bifuncionales. Con este objetivo se prepararon cuatro dobles hélices platinadas con un
solo aducto frans-[Pt(NH;)»(dG)CI]" en la cadena superior y ninguno, uno o dos aductos
[Pt(dien)(dG)]** en la inferior. Los aductos inertes de dien-Pt asi formados pueden
considerarse modelos de los aductos monofuncionales del transplatino. En la parte baja
de la figura IV.9 se muestra una representacion esquematica de estas dobles cadenas

platinadas.

La sintesis de las dobles hélices platinadas se llevd a cabo segun el esquema
siguiente. Los dos oligonucle6tidos de 20 nucledtidos de longitud A y B,
complementarios sobre 14 bases, (Figura IV.9) se disefiaron para que contuvieran solo
una y dos guaninas, respectivamente. Estas guaninas pueden platinarse selectivamente a
pH 4cido. Asi, se hizo reaccionar el oligonuclestido B con [Pt(dien)(H,0)]*"; los
diferentes productos de la mezcla de reaccion (el oligonucledtido con un solo aducto en
una guanina, en la otra, en las dos o sin aducto) se purificaron luego por FPLC con

columna de intercambio anidnico fuerte y bajo condiciones desnaturalizantes. Cada
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oligonucleétido purificado se hibridé con el A, y su extremo 3’ se extendié por ligacion
con el oligonucleétido de 6 nucleétidos de longitud b (ver figura 1 para la sintesis de la
doble cadena que contiene solo un aducto #rans-[Pt(NHs)(dG)CI]). Los cuatro
oligonucleétidos de 26 nucledtidos de longitud se purificaron por electroforesis en gel en
condiciones desnaturalizantes y luego se emparejaron con el oligonucledtido A
modificado con un aducto frans-[Pt(NHz),(dG)Cl]". A las cuatro dobles hélices

platinadas se les llam6 1, 2, 3, y 4.
Pruebas quimicas sobre las dobles hélices platinadas

En una etapa previa a la medida de la velocidad de la reaccion de formacion de
aductos bifuncionales desde monofuncionales de frans-[Pt(NH;)(dG)CI]’, se comprobd
la conformacién de las cuatro dobles hélices mediante el uso de las sondas quimicas
tetroxido de osmio (0OsOy) y dietilpirocarbonato (DEPC). Estas sondas son
hiperreactivas con el ADN distorsionado, en comparacién con sus actividades frente a
ADN-B (revisiones generales: Palececk et al., 1990; Nielsen, 1990). Tras el tratamiento
de las dobles hélices con las sondas quimicas, los fragmentos resultantes de la rotura con
piperidina se analizaron por secuenciacion en gel de electroforesis. A modo de
ilustracion, en la figura IV.10 se muestran los resultados de la reaccion entre el OsO, y la
cadena inferior de las cuatro dobles cadenas, y las reacciones de secuenciacion de
Maxam-Gilbert. Las pistas (G+A) confirman la localizacion de los aductos (se sabe que
la platinacién en el N7 de los residuos de guanina disminuye la hidrolisis 4cida de las
purinas (Johnson et al., 1985), y por lo tanto, las bandas correspondientes a las guaninas
platinadas no se ven). De este modo se demuestra (figura IV.11) que los aductos
originan distorsiones, pero las dobles hélices no se desnaturalizan. En la doble hélice 4,
que contiene tres aductos, la ausencia de reactividad de la T10, la reactividad débil de la
Al1l (cadena inferior), y la reactividad nula de sus bases complementarias (cadena
superior) concuerdan con el apareamiento de las bases. En las cadenas inferiores de las
dobles hélices 1 y 2, e incluso de la doble hélice no platinada (no mostrada), la
reactividad del DEPC con la A7 y A8 no contradice la desnaturalizacion local. El DEPC

posee un tamafio demasiado grande, comparado con el tamafio del surco mayor del
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ADN-B, como para reaccionar con las adeninas (Nielsen, 1990). Esto no ocurre con las

dos adeninas situadas en el extremo de las dobles hélices.
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Figura IV.10: Reactividad de las dobles hélices (1-4) frente a las sondas quimicas OsO, y DEPC.
Corte especifico, por accién de la piperidina, de las cadenas modificadas con el OsOs en las
dobles hélices platinadas. Las pistas (G+A) se refieren a las reacciones de secuenciacion de
Maxam-Gilbert de las cadenas inferiores marcadas en 5°, utilizadas como testigo. Las pistas (ss)
se refieren a la reaccién del OsO, con la cadena inferior correspondiente de cada doble hélice. Al
lado de las pistas se dan las secuencias de los oligonucledtidos, con las G platinadas subrayadas.
Conviene subrayar que los aductos de platino no se eliminaron antes de la electroforesis y por
tanto la migracién de los fragmentos que contienen a los aductos es mas lenta que la de los no
platinados
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0s04 A
DEPC
1 5’-CCTCTCTATACAATGTACTT
GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC-S’

DEPC a = |
0s04

0s04 A

DEPC =]

2 5’-CCTCTCTATACAATGTACTT
GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC-S’

DEPC 80 &a
0s04 AA

0s04 A

DEPC

3 5’-CCTCTCTATACAATGTACTT
GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC-5’

DEPC O -
0s04

0s04 A

DEPC o

4 5’-CCTCTCTATACAATGTACTIT
GGAGAGATATGTTACATGAACCACAC-S’
DEPC B0 m=
0s04 AA

Figura IV.11: Reactividad de las dobles hélices (1-4) frente a las sondas quimicas OsO, y DEPC.
Resumen de la hiperreactividad al OsQ, y al DEPC. Los simbolos “llenos”, “rallados” y “vacios”
indican hiperreactividad fuerte, media y baja, respectivamente. En los residuos escritos en cursiva
(las ultimas dos T del lado 3’ en la cadena superior y los ultimos cuatro residuos del lado 5’ en la
cadena inferior) no se pudo evaluar la hiperreactividad frente a OsQ, y DEPC a causa de la
resolucion del gel. Los residuos subrayados y en negrita indican la posicion de los aductos de
platino.

Conversion de los aductos monofuncionales del transplatino

Las dobles hélices platinadas (1-4), marcadas en el extremo 5’ de la cadena
superior, se incubaron a 37 °C. A tiempos determinados se recogieron partes alicuotas
que se incubaron con tiourea, para la eliminacién de los aductos monofuncionales,
(Eastman y Barry, 1987), y se analizaron luego por electroforesis en condiciones

desnaturalizantes. Como se ha mostrado previamente, los oligonucledtidos que contienen
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aductos intracatenarios o intercatenarios se separan facilmente por esta técnica
(Gaucheron et al., 1991; Payet et al.,, 1993). En funci6n del tiempo, la intensidad de la
banda inicial (cadena superior de las dobles hélices) decrece, mientras aparecen nuevas
bandas (figura IV.12). Los resultados son distintos en funcién de la naturaleza de la
doble hélice. En el caso de la 1, solo aparece una banda nueva, que migra mucho mas
lentamente que la inicial. Este hecho indica la formacion de un aducto intercatenario
como minimo. En lo que respecta a la 2, aparecen dos bandas nuevas: una de ellas migra
mas lentamente que la inicial, lo que indica la formacion de uno o varios aductos
intracatenarios, mientras que la segunda migra mucho mas lentamente, debido a la

formacion de un aducto intercatenario. En las dobles cadenas 3 y 4, aparecen dos bandas

0123012301230123

Figura IV.12: Cinética de transformacién del aducto monofuncional trans-[Pt(NH;),(dG)CI]" en
las cuatro dobles hélices (20 pares de bases). Autoradiograma de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 24%. Las pistas 0-3 indican tiempos de incubacion de 0, 9, 20 y 50 horas,
respectivamente
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nuevas que migran lentamente, y por lo tanto existen al menos dos tipos de aductos

intercatenarios (Millard et al., 1991; Dalbi¢s et al., 1994).

Las velocidades de desaparicion de los aductos monofuncionales
[Pt(NH3)2(dG)CI]" se han deducido a partir de las graficas lineales del logaritmo de los
porcentajes de [Pt(NH;)2(dG)CI]" (calculados a partir de la razén de la intensidad de la
banda correspondiente respecto a la intensidad total de las bandas de la pista) frente al
tiempo de reaccion. Las vidas medias del aducto en las cuatro dobles hélices son del

mismo orden de magnitud (24 a 43 horas, ver tabla IV.1).

Como control, se realizd el mismo experimento con las cuatro dobles hélices
marcadas en el extremo 5’ de las cadenas inferiores. En este caso solo se detectaron

bandas de migracion lenta, indicadoras de la formacion de aductos intercatenarios.

Tabla IV.1: Transformacion de los aductos monofuncionales de transplatino en las dobles hélices”.

Doble hélice t Doble hélice ty
1 43 3 32
1 44 3 51
2 26 4 24
2 46 4 81

* Las cinéticas se midieron a 37°C en NaClO, 100 mM y tampén fosfato a pH 7,5. ° Los valores
de t;» (horas) corresponden a los tiempos de desaparicion de la mitad de los aductos
monofuncionales. Los errores son del 10%. Las dobles cadenas (1-4 y 1°-4’) contienen 20 y 26
pares de bases, respectivamente.

Identificacion de los aductos intercatenarios

La naturaleza de los aductos intercatenarios en las cuatro dobles hélices se
determind por reacciones de secuenciacion de Maxam-Gilbert. El tratamiento con
piperidina posterior al ataque con hidracina provoca la rotura del enlace fosfodiester
proximo a los residuos pirimidinicos, incluyendo la citosina platinada (Comess et al.,

1990; Dalbiés et al., 1994). Mediante migracion electroforética se detectaran todas las
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Figura IV.13: Identificacion de los aductos intercatenarios producto de la reaccion de cierre de
los aductos monofuncionales trans-[Pt(NH),(dG)CI]" en la doble hélice 4. La secuenciacion de
Maxam-Gilbert se realizé sobre las dobles hélices purificadas, con un aducto intercatenario y
marcadas en el extremo 5° de la cadena inferior. (ICL;) e (ICL;) indican los aductos
intercatenarios superior e inferior que se muestran en la Figura IV.12, respectivamente. El (4)
indica la doble cadena sin dicho aducto. Las pistas (C+T) y (G+A) indican las reacciones con
hidracina y acido férmico, respectivamente. Las pistas (C) indican las dobles hélices sin tratar.
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bases pirimidina (incluso la platinada) en las posiciones previstas; Las correspondientes al
otro lado de la cadena no se detectaran, puesto que no se ha eliminado el aducto
intercatenario. En la figura IV.13 se muestran los resultados correspondientes a la doble
hélice 4 (marcada en el extremo 5’ de la cadena inferior), aunque los experimentos se han
realizado con las cuatro dobles hélices. Tras la incubacion de la doble hélice 4, se forman
dos productos de migracion lenta, ICL, e ICL,, siendo el primero el de migracion mas
lenta. Ambos productos se eluyeron del gel y trataron con hidracina o acido féormico.
Como se aprecia en la figura IV.13 (pista C+T izquierda),se detectan todas las bandas
hasta la de la C12. Por tanto, en el caso del ICL,, la guanina del antiguo aducto
monofuncional #rans-[Pt(NH;)(dG)CI]" (cadena superior) est4 unida a su citosina
complementaria, resultado que se confirma por tratamiento con acido férmico (pista
G+A). Un anilisis similar del ICL, muestra que el aducto se forma con la guanina del
antiguo frans-[Pt(NH;3),(dG)CI]" y la base A8 de la cadena inferior (asumiendo que la
platinacion se lleva a cabo en el N, lo que provoca una estabilizacion de la base en
medio 4cido). Puede ocurrir que la platinacién se produzca en el N' del residuo A7 (lo
que mantendria al residuo sensible al tratamiento &cido). El analisis de los otros
productos de migracion lenta formados en las dobles hélices 1 a 3 confirma que solo se

forman estos dos tipos de aductos intercatenarios.

Transformacion de los aductos monofuncionales de transplatino en dobles hélices

mayores

La posicion de los aductos, bastante cerca del extremo 3’ de las dobles hélices,
podria generar un aumento de las distorsiones estructurales inducidas e influir asi sobre
la velocidad de formacion y naturaleza de los aductos bifuncionales. Se ha estudiado la
formacion de los aductos bifuncionales con las mismas dobles hélices platinadas pero tras
la elongacion de la cadena superior (que se consiguié mediante ligacion dirigida de las
cadenas superiores con el oligonucledtido a marcado con **P; figura IV.9). Las cuatro
dobles hélices de 26 pares de bases (1’-4’) se incubaron a 37 °C. A continuacioén se
tomaron partes alicuotas a tiempos distintos que se analizaron por electroforesis en gel

desnaturalizante (figura IV.14). En comparacion con la de las dobles hélices mas cortas,
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Figura IV.14: Cinéticas de transformacién del aducto monofuncional trans-[Pt(NH3),(dG)C1]" en
las cuatro dobles hélices de 26 pares de bases. Autoradiograma de un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 24%. Las pistas 0-2 indican tiempos de incubacion de 0, 24 y 48 horas,
respectivamente.

la velocidad de desaparicién de trans-[Pt(NH;)»(dG)CI]" no cambia significativamente,
excepto en el caso de la doble hélice 4°, que contiene tres aductos (tabla IV.1). Por otra
parte, existen dos diferencias principales: (i) Solo se detecta un tipo de aducto
intercatenario, y éste resulta de la reaccién de trans-[Pt(NHs),(dG)CI]" con su base
complementaria. (ii) En la doble hélice 4’ se forman los aductos intracatenarios, aunque

de modo mas lento que los intercatenarios.

DISCUSION

Entre los objetivos de este trabajo destaca la comprension de las diferencias
existentes en la formacioén de los aductos bifuncionales por la reaccion del transplatino
con ADN (Eastman y Barry., 1987, Eastman et al., 1988; Bancroft et al, 1990,

Boudpvillain et al., 1995). Estas diferencias no conciernen al primer paso de la reaccion
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(formacién del aducto monofuncional #rans-[Pt(NH;),(dG)CI]"), sino al segundo (la
velocidad de reaccion del aducto monofuncional para dar los bifuncionales, y la

naturaleza de estos).

En un primer trabajo (Eastman y Barry., 1987; Eastman et al., 1988), se platino el
ADN de esperma de salmén a r, = 0,01 (r, es la razén molar de platino enlazado por
nucledtido). La muestra se digiri0 enzimaticamente, y tras separacion por HPLC, se
analizaron los productos por absorciéon atomica y RMN. La transformacién de los
aductos monofuncionales en bifuncionales alcanzo el 80% en 48 horas. Los aductos se
formaron entre una guanina y una citosina (50%), entre dos guaninas (40%), y entre una
guanina y una adenina (10%). En otro trabajo (Boudvillain et al., 1995), un fragmento de
ADN de restriccion (164 pares de bases) platinado a r, = 0,005 se analiz6 por absorcion
atomica y técnicas bioquimicas. Tras 24 horas de reaccion, un 80% de los aductos eran
monofuncionales y los bifuncionales eran intercatenarios. En un tercer trabajo (Bancroft
et al, 1990), una muestra de ADN de eritrocitos de pollo se digiri6 enziméticamente
produciéndose dobles cadenas de 20 a 60 pares de bases que se platinaron ar, = 0,07. La
cinética correspondiente se estudio por RMN de '**Pt, comprobandose el alto valor de la
velocidad de reaccion de los aductos monofuncionales (vida media de 3,1 horas). Los
resultados estan de acuerdo con la formacidn de aductos intracatenarios 1,3 o formados

a distancias aun mayores.

De lo expuesto en el parrafo anterior puede deducirse que el origen de las
diferencias apreciadas entre las reacciones de formacion de aductos bifuncionales, radica
principalmente en el tamafio del ADN y en el grado de platinacion, y no depende en un
porcentaje tan importante de las técnicas empleadas. Con objeto de comprobar esta
hipétesis, se ha llevado a cabo en nuestro trabajo un estudio de la reactividad del aducto
trans-[Pt(NH3)2(dG)CI]" en varios oligonucledtidos de doble hélice que difieren entre si
en su longitud (20 o 26 pares de bases), posicion del aducto trans-[Pt(NH;)(dG)Cl]" en
la cadena superior, y naturaleza de la cadena inferior, que no esta platinada o contiene
uno o dos aductos monofuncionales inertes [Pt(dien)(dG)]*" que modelizan en cierto

modo la presencia de aductos monofuncionales del transplatino.
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La conformacién de las dobles hélices mas cortas se ha estudiado por reactividad
frente a OsO; y DEPC. Estas sondas quimicas son muy sensibles a la presencia de
conformaciones distintas de la B en el ADN. La doble hélice 1 contiene un solo aducto
trans-[Pt(NH;)»(dG)CI]". Las bases adyacentes al aducto, a los lados 5’ y 3’, son timinas.
El OsO, reacciona con la T en 5’°, pero no con la base en 3°. Se obtuvieron resultados
similares con dobles hélices que contienen un solo aducto monofuncional de cis-
[Pt(NH:)(dG)CI]" o [Pt(dien)(dG)]*" (Brabec et al., 1992). Este hecho justifica, a
posteriori, el uso del [Pt(dien)(dG)]** como modelo de aductos monofuncionales de
transplatino. En el caso de que las dobles hélices contengan los aductos trans-
[Pt(NH;)2(dG)CI]" o [Pt(dien)(dG)]*, se producen distorsiones mayores pero diferentes
segun la localizacién de los aductos. Aun asi, la falta de reactividad del par A.T en
posicion 10 y la reactividad débil del par T.A en posicion 11 eliminan la posibilidad de

una separacion de las cadenas en las cuatro dobles hélices.

Si se consideran las cinéticas en las dos dobles hélices (20 y 26 pares de bases)
que contienen un solo aducto frans-[Pt(NH;),(dG)CI}", la velocidad de reaccion del
aducto monofuncional del transplatino y la naturaleza de la unién bifuncional son
independientes de la longitud de la cadena. La reaccion es lenta (velocidad media 43
horas, ver tabla IV.1) y produce un solo tipo de aducto bifuncional de caracter
intercatenario entre la guanina y su citosina complementaria, lo que confirma los
resultados previos (Brabec y Leng, 1993). La informacion recogida de este trabajo y los
resultados previos (Boudvillain et al, 1995) permiten concluir que tras 24 horas de
reaccion entre el transplatino y ADN en doble hélice, a baja ry, la mayoria de los aductos
son monofuncionales, y los restantes son intercatenarios. Bajo las mismas condiciones
experimentales, la reaccion del cis-[Pt(NH;)»(dG)CI]" es rapida (vida media de 2 horas) y
produce principalmente aductos bidentados N’ N’ entre bases puricas adyacentes
(revisiones generales: Lepre y Lippard, 1990; Reedijk, 1992; Sip y Leng, 1993). Se trata,
pues, de una diferencia primordial en el comportamiento de ambos isdmeros respecto al
ADN. De los datos conocidos sobre la actividad antitumoral del cisplatino (Lepre y
Lippard, 1990; McA’Nulty y Lippard, 1995), principalmente aquellos que relacionan su

eficacia terapéutica con la formacion de aductos bifuncionales (Fichtinger-Schepman et
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al., 1990, 1995), y teniendo en cuenta la inactividad antitumoral del dien-Pt, que solo
forma aductos monofuncionales, puede concluirse que la ineficacia clinica del
transplatino se debe al menos parcialmente a la transformacion lenta de sus aductos
monofuncionales con el ADN en bifuncionales. En procesos in vivo, la reaccién de
formacion de aductos intercatenarios se ve obstaculizada por la presencia de glutation,
que, como es sabido, reacciona con rapidez con los aductos monofuncionales del

transplatino (Eastman y Barry, 1987; Eastman et al., 1988; Bancroft et al., 1990).

Es también importante la consideracién de las experiencias realizadas con las
dobles hélices citadas incluyendo un aducto [Pt(dien)(dG)]** en la cadena inferior,
localizado a 3 pares de bases del aducto trans-[Pt(NH;)(dG)Cl]" y en su lado §’, 0 a dos
pares de bases y en el lado 3°. Los resultados son diferentes segun sea la localizacion del

aducto citado.

En el primer caso se forman aductos intra e intercatenarios en los dos tipos de
doble hélice de longitud distinta, aunque su cantidad relativa depende de la longitud de
las mismas. La formacion de aductos intercatenarios se ve favorecida en la doble hélice
mas larga, mientras que su naturaleza es independiente de la longitud de la doble hélice

(se forman entre las bases G y C complementarias entre si).

En el segundo caso no se forman aductos intracatenarios para ninguna de las
longitudes de la doble hélice (20 o 26 pares de bases). Las distorsiones inducidas en las
dobles cadenas por los dos aductos son tales que la formacion de aductos intercatenarios
es mayoritaria. Sorprendentemente, en la doble cadena mas corta se forman dos tipos de
aductos intercatenarios entre la guanina platinada en un principio (en la cadena superior)
y su citosina complementaria o con una adenina localizada 3 o 4 pares de bases mas
lejos. El aducto a larga distancia refleja una apertura momentéanea de la doble hélice y/o
una estructura plegada que lleva al aducto monofuncional reactivo y a la adenina a la
orientacion y distancia adecuadas para reaccionar. Puesto que dicho aducto no se forma
en la doble hélice mas larga, parece probable una apertura momentanea de la doble

hélice.
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A partir de estos resultados para las dobles hélices que contienen dos aductos,
trans-[Pt(NH;),(dG)CI]" y [Pt(dien)(dG)]*", se concluye que la presencia de los dos
aductos distorsiona a la doble hélice lo suficiente como para permitir la formacion de
varios tipos de aductos bifuncionales. Por tanto, los estudios comparativos entre la
platinacién in vitro e in vivo del ADN deben de realizarse a bajas r, con objeto de
eliminar interacciones significativas entre aductos vecinos. Aunque esta conclusion es
aplicable también al cisplatino, sus consecuencias se ven enmascaradas por el enlace
preferencial del cisplatino con las series de G y la capacidad de los aductos
monofuncionales para reaccionar rapidamente con residuos puricos adyacentes. En
contraste, en el caso de una doble cadena con un solo aducto monofuncional, la
velocidad de reaccion para formar un aducto intracatenario en el sitio d(GTG) es muy

lenta (vida media superior a de 20 horas) (Payet et al., 1993).

El dltimo grupo de experimentos, que concierne a las dobles hélices con dos
aductos [Pt(dien)(dG)]*" en la cadena inferior, pone de manifiesto la importancia de los
efectos conjugados de aductos vecinos en oligonucledtidos cortos. En las dobles hélices
mas cortas (20 pares de bases), solo se forman aductos intercatenarios a larga distancia,
de modo preferente entre la guanina de la cadena superior y una adenina separada por 3
(o 4) pares de bases. En la doble hélice mas larga, se detectan aductos intracatenarios e

intercatenarios (entre la guanina y su citosina complementaria).

Los resultados presentados muestran que la reactividad quimica de los aductos
del platino(II) puede modularse por factores que afectan a la conformacién local y a la
estructura dinamica de la doble hélice de ADN. La profundizaciéon en estos aspectos
facilitara el disefio racional de nuevos derivados del platino(Il) con propiedades
terapéuticas. Entre los nuevos tipos de agentes antitumorales poseen especial interés los
complejos dinucleares de platino, que muestran una gran actividad in vitro e in vivo
contra varias lineas celulares tumorales (Farrell, 1993, 1996; Farrell et al., 1995). En esta
clase de complejos dinucleares, los residuos de platino se unen por una cadena diaminica
que, en contacto intimo con la doble hélice, modifica localmente la estructura dinimica

del ADN (Sip y Leng, 1993). La introduccién de cambios en la naturaleza de los
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complejos dinucleares de platino deberia influir sobre la formacion de aductos

bifuncionales en la reaccion entre el ADN y estos complejos.
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RESUMEN

En este trabajo se estudia la formaciéon de aductos intercatenarios en triples
hélices de ADN, formadas mediante la asociacion del ADN en doble hélice y un
oligonucledtido complementario con un aducto monofuncional de transplatino, de tipo
trans-[Pt(NH;)(dG)CI]" o trans-[Pt(NH;)»(dC)CI]". La estabilidad térmica del ADN en
triple hélice con una guanina platinada en la tercera cadena varia seguin la posicion
ocupada por dicha guanina en el oligonucle6tido. Esta dependencia es demostrada en
este trabajo en modelos en los que el aducto monofuncional de transplatino se ha
sustituido por otro de dien-Pt. La reaccion de formaciéon de aductos intercatenarios
(ICL) se ha estudiado en funcién de diversos parametros. La velocidad de conversion del
aducto monofuncional en bifuncional intercatenario depende de la naturaleza del aducto,
con una influencia leve de su posicion en la cadena Hoogsteen. El aducto trans-
|[Pt(NH;)(dC)CI]” se transforma mas rapidamente que el trans-[Pt(NH;)(dG)CI]’,
disminuyendo la velocidad de conversion de trans-[Pt(NH;),(dG)CI]" con el aumento de
la concentracion de NaCl en el medio. Estos resultados adquieren especial relevancia
cuando se refieren al uso potencial de oligonucleétidos platinados en los procesos de

modulacién de la expresion genética.
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INTRODUCCION

En la bibliografia reciente aparecen numerosos trabajos dedicados al estudio de
oligonucledtidos capaces de reconocer especificamente secuencias de un ADN en doble
hélice mediante la formacion de triples hélices. Uno de los objetivos principales de estos
trabajos es la utilizacién de oligonucleétidos en la modulacién de la expresion génica,
conocido como estrategia antigén (Miller, 1996; Giovannangeli y Héléne, 1997, Shafer,
1998). Una de las dificultades principales de la citada estrategia radica en la escasa
estabilidad termodinamica de la triple hélice y el consiguiente desplazamiento de los
oligonucledtidos enlazados por la maquinaria celular. Entre los métodos que tratan de
aumentar la fuerza de la interaccion del oligonucledtido se destaca el que propone el
enlace previo de un grupo reactivo con el oligonucleétido, que produciria luego una
reaccion reversible con el ADN diana (Thuong y Héléne, 1993; Plum et al., 1995). Entre
los agentes que‘ pueden reaccionar espontaneamente con el ADN se han utilizado con
éxito derivados del platino (II) (Gruff'y Orgel, 1991). En concreto se ha demostrado que
oligonucleétidos que contienen un aducto monofuncional de transplatino interaccionan
con las dobles hélices complementarias y que los aductos monofuncionales reaccionan

luego para formar aductos intercatenarios (Colombier et al., 1996).

Se han obtenido previamente resultados alentadores utilizando una secuencia
homopirimidina con un solo aducto monofuncional, trans-[Pt(NH),(dG)CI]" o trans-
[Pt(NH;)(dC)CI]" (Colombier et al., 1996). En este trabajo se analiza con mayor detalle
la reaccion de formacion de los aductos intercatenarios. Los resultados se han extendido
a otra secuencia que contiene varias purinas, tratando de resolver la problematica
siguiente: a) Posible aumento de la estabilidad térmica de la triple hélice por la presencia
de un aducto monofuncional de transplatino. Es evidente que este aducto aporta carga
positiva, que contribuye a la disminucion de las repulsiones entre los esqueletos
fosfodiéster cargados negativamente en las tres cadenas. b) Dependencia de la
reactividad del aducto monofuncional de su propia posicion en el oligonucledtido. c)
Naturaleza de la especie reactiva en el proceso de conversion del aducto monofuncional

en intercatenario.
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EXPERIMENTAL
General

Los oligodesoxiribonucleétidos empleados en este trabajo se adquirieron en
Eurogentec y se purificaron segln se ha descrito previamente (materiales y métodos).
Sus secuencias son las indicadas en la figura IV.15. A las triples hélices obtenidas
mezclando cantidades equimolares de la doble hélice A con los oligonucledtidos 1 0 2 o
de la doble hélice B con los oligonucledtidos 3 o 4 se las denomina A.1, A.2, B.3 y B.4,
respectivamente. El transplatino procede de Johnson Matthey (UK.), y el ioduro de
iododietilentriaminplatino(II) (dien-Pt) es una donacion del Prof. Reedijk (Leiden, Paises
Bajos). La T4 Polinucledtido Kinasa es de New England Biolabs. Los productos
radiactivos son de Amersham. Los productos quimicos restantes se adquirieron en

Sigma, excepto la acrilamida que procede de Appligene.
Platinacién de los oligonucleétidos

Las reacciones de platinacion se realizaron siguiendo los protocolos ya descritos
en materiales y métodos con minimas modificaciones. Para la preparacién de los
oligonucledtidos 1', 2' y 3', con el aducto frans-[Pt(NH3)(dG)CI]", se incubaron los
oligonucleétidos 1, 2 y 3 (35 uM) con trans-[Pt(NH;)(H,0)CI]" ( generado mediante
reaccién del transplatino con AgNO;, segtin lo indicado en materiales y métodos) a 37 °C
en NaClO4 10 mM, tampén acetato 10 mM a pH 3,6. En el caso del oligonucledtido 1 se
llevé a cabo la incubacion con una razdn platino/oligonucleétido r; = 1,5 durante 60
minutos, mientras que para los oligonucledtidos 2 y 3 se empled la razén r; = 4 (30
minutos). El oligonucleétido 4' con el aducto monofuncional frans-[Pt(NH;)»(dC)CI]" se
obtuvo por reaccion del oligonucledtido 4 (42 uM) con trans-[Pt(NH;),(H,O)CI] ar; =
4 durante 30 minutos a 37 °C en NaClO, 10 mM. Los oligonucledtidos platinados se
purificaron por cromatografia FPLC de intercambio aniénico fuerte (columna MonoQ
HR 5/5, Pharmacia) en NaOH 10 mM, con un gradiente de NaCl 0,3-1 M en 40 minutos.

Los oligonucledtidos purificados se dializaron durante dos horasa 4 °C frente a un
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1: -TTTT"CTTTTGggggGT-3’
2: S°-TTTT"CTTTTgggggGT-3’
A 5’-CCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGG-3’

3’-GGTGAAAAATTTTCTTTTCCCCCCTGACC-5’

3:S-GTTTTTCTTTCTTTTCTTT-3’
4. 5-TTTTTCTTTCTTTTCTTT-3’
5’-GTCAGAAAAAGAAAGAAAAGAAACG-3’

B

3’-CAGTCTTTTTCTTTCTTTTCTTTGC-S’

Fig. IV.15: Arriba: Tripletes de bases formados entre una pareja Watson-Crick C=G y (a) una
tercera base G o C (emparejamiento Hoogsteen) o (b) una base G o C modificada con
transplatino. Abajo: Secuencias de los oligonucleétidos usados en este trabajo y sus abreviaturas.
El simbolo “g” significa 7-deazaguanina, y “"C” 5-metilcitosina. Los simbolos en negrita indican
las bases que se platinaron. Las bases subrayadas indican la zona de las dobles hélices A y B
complementarias a los oligonucledtidos 1 y 2 0 3 y 4 respectivamente.
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volumen de 3 x 500 ml de NaCl 0,1 M y tampén fosfato 5 mM a pH 7,5, y se

conservaron a -20 °C.

Los oligonucledtidos 1° y 2%, con el aducto monofuncional [Pt(dien)(dG))*, se
obtuvieron por reaccién de los oligonucledtidos 1 y 2 (35 pM) con [Pt(dien)(H,0)]** a
r; = 3 o 1,2 respectivamente durante 10 minutos a 37 °C en NaClO, 10 mM y tampén
acetato 10 mM a pH 3,6. Los oligonucleétidos platinados se purificaron por FPLC y las
fracciones recogidas se neutralizaron con 4cido acético y Tris-HCl y se desalaron
posteriormente con columnas Sep-Pak C18 (Waters). La posicion de los aductos se
comprobd por la ausencia de reactividad entre dimetilsulfato (DMS) y las guaninas

platinadas.
Curvas de fusion

Se mezclaron los oligonucledtidos 1 y 2 con o sin aducto [Pt(dien)(dG)]*" con su
doble hélice correspondiente A en NaClO4 50 mM, Mg(ClO,4), 10 mM y tampdn fosfato
10 mM a pH 6,8 , siendo la concentracion de triple hélice igual a 1,5 uM. Se calent6 la
mezcla a 50 °C durante 10 minutos y luego se la dejo enfriar lentamente durante unas

quince horas hasta 4 °C. Se midi6 la absorbancia de la mezcla a 260 nm en funcion de la

temperatura -usando- un espectrofotometro Kontron Uvikon 923. El gradiente -de- -

temperatura fue de 0,15 °C/min. Se tomdé como temperatura de fusion (T,) la

temperatura correspondiente al maximo de la primera derivada de la curva de fusion.

Conversion de los aductos monofuncionales de trans-DDP

Las terceras cadenas (cadenas Hoogsteen) con un solo aducto trans-
[Pt(NH:)(dG)CI]" o trans-[Pt(NH:;)»(dC)Cl]", marcadas (**P) en el extremo S
(Gaucheron et al., 1991), se mezclaron con sus dobles hélices correspondientes (1,5 pM)
y se incubaron en NaCl 50 mM durante 5 minutos a temperatura ambiente y 30 minutos
en hielo. Las triples hélices se precipitaron en etanol y se resuspendieron en 20 pl de

Mg(ClO4); 10 mM, tampén fosfato 10 mM a pH 6,8 para las triples hélices A.1'y A.2' o
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en 20 pl de NaClO, 150 mM, Mg(ClO,); S mM, tampén acetato 5 mM a pH 5,0 para las
triples hélices B.3' y B.4'. Las mezclas se incubaron a 25 °C o 37 °C. A tiempos
determinados se recogieron alicuotas que se trataron en caso necesario con tiourea para
eliminar los aductos monofuncionales (Eastman y Barry, 1987) y se analizaron por
‘electroforesis en gel bajo condiciones desnaturalizantes (poliacrilamida al 24%, urea 8
M). La cuantificacion de las bandas del gel se realizé en un Phosphorimager (Molecular

Dynamics) con el programa ImageQuant version 3.3.

RESULTADOS

Estabilidad térmica de las triples hélices platinadas.

Para estudiar el efecto de los aductos monofuncionales sobre la estabilidad
térmica de las triples hélices, se hizo reaccionar a los oligonucle6tidos Hoogsteen 1 y 2
(Fig. IV.15) con dien-Pt. El dien-Pt forma aductos monofuncionales estables
[Pt(dien)(dG)]*". Diversos resultados han demostrado que estos aductos imitan en cierto
modo a los aductos monofuncionales del transplatino (Brabec et al., 1992; 1% proyecto
en esta tesis). En las triples hélices A.1 y A.2, resultado de la interaccion de los
oligonucledtidos 1 o 2, respectivamente, con la doble hélice A, la cadena Hoogsteen se
sitia en el surco mayor de la doble hélice A en orientacion paralela respecto a la cadena
purina (Giovannangeli et al., 1992), de modo que el 4tomo N’ de sus guaninas no forma
enlaces de hidrogeno (Fig. IV.15). Este hecho hace que la platinacion del nitrégeno N’
de las guaninas no interfiere directamente con los enlaces de hidrogeno. Si las guaninas
se sustituyen por 7-deazaguaninas se reduce el nimero de sitios reactivos con los
complejos de platino(II) sin que varien los emparejamientos de las bases, evitandose al
mismo tiempo la autoasociacion de los oligonucle6tidos 1 y 2 (ver tetrahélices-G en el
capitulo II). Estos experimentos no fueron realizados con las triples hélices B.3 y B.4. La
platinacion del atomo N° de una citosina da como resultado la pérdida de un enlace de

hidrégeno (Fig. IV.15), y la desestabilizacion consiguiente de la triple hélice.
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El oligonucleétido 2 contiene una guanina, que es la Gnica nucleobase reactiva
con el dien-Pt a pH acido. En el oligonucledtido 2, que contiene dos bases guanina, la
situada en posicion 10 resulta mucho mas reactiva que la correspondiente a la posicion
15, como se aprecia claramente por la reaccion del oligonucleétido platinado 1° con el
DMS (Fig. IV.16). La platinacién de la guanina impide la reacciéon del DMS con su
nitrégeno N, y por lo tanto no se produce el corte del ADN en esa posicion al tratar con
la piperidina (Lemaire et al., 1991). Aunque no se puede excluir totalmente la existencia
de un efecto estructural, la platinacion preferencial de la guanina G10 se debe
probablemente a un efecto electrostatico a lo largo de la cadena (Elmroth y Lippard,

1994, 1995; Saito et al., 1995; Reeder et al., 1996).
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Fig. IV.16: Identificacion de los productos platinados resultantes de la reaccion del
oligonucledtido 1 con el dien-Pt. Las pistas (C+T) y (G) se refieren a las reacciones de
secuenciacion de Maxam-Gilbert con hidrazina y dimetilsulfato, respectivamente. Las pistas 1 y
19 se refieren al oligonucledtido 1 con 0 o 1 aducto de platino, respectivamente.
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Mediante medida de la absorbancia a A = 260 nm se ha estudiado la estabilidad
térmica de las triples hélices A.1 y A.2 y de las correspondientes A.1° y A.2¢ que
contienen un solo aducto monofuncional [Pt(dien)CI(dG)]*". En un trabajo reciente se ha
verificado que la triple hélice resultante de la asociacion de la doble hélice A y un
oligonucledtido como el 1, en el que todas las deazaguaninas han sido sustituidas por
guaninas, presenta un perfil de fusién bifasico con una primera disociacién de la cadena
Hoogsteen y disociacion posterior de la doble hélice A (Giovannangeli et al., 1992). En
la figura IV.17 se muestran solamente algunos datos relativos a la disociacion de la
cadena Hoogsteen. Las dos triples hélices A.1 y A.2 funden de modo cooperativo y
poseen la misma Ty, (30 °C). La triple hélice A.2° funde también de forma cooperativa y
la T, aumenta ligeramente (35 °C). La fusion de la triple hélice A.1¢ (guanina platinada
en posicion 10) se produce a menor temperatura y el proceso resulta de cooperatividad

baja, lo que revela un fuerte efecto desestabilizador de la base platinada.
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Fig. IV.17: Curvas de fusion de las triples hélices A.1 y A.2 con o sin un aducto [Pt(dien)(dG)]*,
en NaClO, 50 mM, Mg(C10,), 10 mM, tampén fosfato 10 mM a pH 6,8. Para mayor claridad se
ha substraido la absorbancia de la doble hélice de la correspondiente a la triple hélice. (—), triple
hélice A.1; (...), triple hélice A.1? con un aducto en G10; (), triple hélice A.2* con un aducto en
G15. La curva de fusion de la triple hélice A.2 es idéntica a la de la triple hélice A.1, y por lo
tanto no se incluye en el grafico.
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Finalmente, se ha estudiado también la estabilidad térmica de la triple hélice
formada por la asociacion de la doble hélice A con el oligonucledtido 1 que contiene dos
aductos en las posiciones 10 y 15. El resultado es idéntico al obtenido para la triple

hélice A.1%, confirmindose el mayor efecto desestabilizador del aducto en posicién 10.

Conversion del aducto monofuncional en intercatenario en las triples hélices.

La etapa siguiente consiste en la determinacion de la velocidad de la reaccion de
conversiéon en triples hélices cuya cadena Hoogsteen contiene un solo aducto
monofuncional [Pt(dien)CI(dG)]*". Como en el caso del dien-Pt, el transplatino reacciona
primero con la base G10 y luego con la G15 del oligonucledtido 1. Las cadenas
Hoogsteen platinadas, marcadas con **P en el extremo 5’, se mezclaron con las dobles
hélices complementarias. Las triples hélices A.1' y A.2' se incubaron a 25 °C. Se
recogieron partes alicuotas a diversos tiempos de reaccion que se analizaron
posteriormente por electroforesis en gel bajo condiciones desnaturalizantes. Se ha
demostrado previamente que los oligonucleétidos que contienen aductos intracatenarios
o intercatenarios se separan facilmente mediante esta técnica (Gaucheron et al., 1991;
Payet et al,, 1993). La intensidad de la banda inicial (cadena Hoogsteen) disminuye en
funcién del tiempo, mientras que una nueva banda de migracion mucho mas lenta va
apareciendo (Fig. IV.18, derecha). Este hecho indica la formaciéon de aductos
intercatenarios. En el caso de la triple hélice A.2' (aducto monofuncional localizado en la
penultima posicién del lado 3’) solo aparece una banda de migracion lenta. El tiempo
(t12) al que la mitad del aducto monofuncional ha desaparecido es de unas 20 horas. Se
ha verificado que la reaccion competitiva de suicidio (disociacion de la cadena
Hoogsteen seguida por la formacion de aductos intracatenarios en el oligonucledtido
libre) es un suceso de minima importancia (la incubacién de la muestra durante 24 horas
y reaccidn posterior con tiourea 10 mM durante 10 minutos elimina casi completamente
el aducto monofuncional (pista T) lo que excluye la formaciéon de aductos

intracatenarios).
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Fig. IV.18: Cinéticas de cierre del aducto monofuncional trans-[Pt(NHs)(dG)CI]" en las dos
triples hélices A.1* (aducto en G10) y A.2' (aducto en G15). Autoradiografia de un gel
desnaturalizante al 24% en poliacrilamida. Las pistas (0-4) refieren a tiempos de incubacién de 0,
3, 6, 12 y 24 horas respectivamente, a 25 °C y en Mg(ClO,), 10 mM, tampén fosfato 10 mM a
pH 6,8. Las pistas (T) corresponden al tratamiento de los productos con tiourea 10 mM durante
10 minutos a 37 °C tras 24 horas de incubacién.

La conversion del aducto monofuncional en intercatenario en la triple hélice A.1*
resulta aparentemente mas lenta (Fig. IV.18, izquierda). Sin embargo, a 25 °C, la triple
‘hélice.se encuentra probablemente parcialmente disociada, lo que se deduce de los
resultados de la estabilidad térmica de la triple hélice que contiene un solo aducto de
dien-Pt (Fig. IV.17) y se confirma ademas por tratamiento con tiourea de la triple hélice
incubada 24 horas. La formacion de aductos intracatenarios (reaccion de suicidio) resulta
apreciable (Fig. IV.18, izquierda, pista T)., y el t» del aducto monofuncional en la triple

hélice es de 24 horas, de acuerdo con la cantidad de aducto intracatenario.

En un trabajo previo (Colombier et al., 1996) se llevaron a cabo experimentos
similares a 35 °C con las triples hélices B.3' y B.4' en las que la cadena Hoogsteen
contenia un aducto monofuncional #rans-[Pt(NH;)(dG)CI]" o trans-[Pt(NH;),(dC)Cl]"

respectivamente. Dichos experimentos se han realizado en nuestro caso a 25 °C (ver Fig.
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IV.19). Condiciones en las que no se detect6 reaccion de suicidio; los valores de ty, de

los aductos monofuncionales son 15 horas y 9 horas, respectivamente.

Los resultados de la velocidad de conversion de los aductos monofuncionales
trans-[Pt(NH;)»(dG)CI]" en aductos intercatenarios, muestran que la reaccién no se ve
seriamente afectada por la posicion del aducto en la cadena Hoogsteen (los ti son,
respectivamente, 15, 20 y 24 horas para el aducto colocado en el extremo 5°, una base

anterior al extremo 3’ o situada en mitad de la secuencia).
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Fig. IV.19: Cinéticas de cierre de los aductos monofuncionales trans-[Pt(NH;),(dG)CI}"
(izquierda) y trans-[Pt(NH;),(dC)CI]" (derecha) en las triples hélices B.3' y B.4" respectivamente,
a 25 °C y en Mg(ClO,); 5 mM, tampén acetato 5 mM a pH 5,0 y NaClO, o NaCl (ver mas
abajo). Los porcentajes de aducto monofuncional se calcularon a partir de la razén entre la suma
de las intensidades de las bandas de migracion lenta y la suma de las intensidades de todas las
bandas del autoradiograma. (A/A):NaCl 0,5 M; (O/m): NaCl 0,15 M; (O/®): NaClO, 0,15 y 0,5
M.

Reaccion de puenteo intercatenario en triples hélices en presencia de NaCl

Otro aspecto importante se relaciona con la determinacion de la naturaleza de la
especie reactiva. La mayoria de las reacciones entre el ADN vy el cisplatino o transplatino
se producen a través de intermedios de reaccion con moléculas de disolvente asociadas
(Lepre y Lippard, 1990; ver también el capitulo I de esta tesis). Se trata de averiguar si la
posicion de los aductos monofuncionales, y particularmente del #rans-[Pt(NH;),(dC)CI]",

en las triples hélices favoreceria un desplazamiento directo del cloruro por la base
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entrante en lugar de la formacién de un intermedio de tipo “aqua”. Para decidir entre los
dos mecanismos, se determind la velocidad de la reaccion de puenteo en presencia de
NaCl, en lugar de NaClO, como se hizo en las experiencias arriba descritas. Estos
experimentos se llevaron a cabo con las triples hélices B.3' y B.4' en NaCl y NaClOy, en

el rango de concentraciones 0,15- 0,5 M.

En la triple hélice B.3", el complejo trans-[Pt(NHs),(dG)CI]" se encuentra en el
extremo 5’ de la cadena Hoogsteen y estd por tanto muy expuesto al disolvente. La
velocidad de la reaccion de puenteo intercatenario es la misma en NaClO, 0,15 M o bien
0,5 M, pero disminuye en un factor de 5 en NaCl 0,5 M (Fig. IV.19, izquierda). Este
hecho sugiere que la hidrolisis del cloruro participa en la reaccion de cierre del aducto
monofuncional trans-[Pt(NH;),(dG)CI]". En la triple hélice B.4', el complejo trans-
[Pt(NH;),(dC)CI]" se encuentra situado en la mitad de la cadena Hoogsteen. La
velocidad de la reaccion de puenteo intercatenario es la misma en las dos
concentraciones de NaClO, y disminuye levemente en NaCl 0,5 M (Fig. IV.19, derecha),
lo que puede explicarse de dos modos diferentes. Puede suponerse que el aducto frans-
[Pt(NH3),(dC)CI]" se inserta en la triple hélice, alejado de los iones cloruro, aunque no
se encuentre enlazado con su base complementaria. En este caso, la formacién de la
aquoespecie controla cinéticamente la conversion del aducto monofuncional en
intercatenario. Una segunda explicacion tendria en cuenta el ataque directo de la base
complementaria al ion cloruro. La primera de las dos hip6tesis nos parece mas razonable,

sin que nuestros resultados nos permitan excluir la segunda.

DISCUSION

A partir de los resultados de este trabajo y de los publicados previamente
(Colombier et al., 1996) se obtienen conclusiones importantes sobre la reaccién de
puenteo intercatenario en triples hélices con un aducto monofuncional #rans-
[Pt(NH3)2(dG)CI]" o trans-[Pt(NH;)»(dC)CI]". Estos aductos no modifican la orientacion

de la tercera cadena en las triples hélices. La reaccion es especifica, puesto que no se
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observa reaccion de puenteo del oligonucledtido platinado con ADN de doble cadena
que no contiene la secuencia diana (Colombier et al., 1996). La velocidad de la reaccién
de puenteo intercatenario es mayor en el caso del aducto trans-[Pt(NH;),(dC)CI]". Otra
caracteristica del aducto trans-[Pt(NH;),(dC)CI]" es que la velocidad de la reaccion de
puenteo no cambia practicamente cuando se afiade NaCl. Este hecho sugiere que el
aducto contenido en la triple hélice es casi inaccesible a las pequefias moléculas y no se
ataca por compuestos como el glutation u otras biomoléculas que reaccionan en gran

extension con los complejos del platino(II).

En el caso de los aductos monofuncionales frans-[Pt(NH;)(dG)CI]", la reaccién
de puenteo intercatenario supone la rotacion de la guanina platinada de la cadena
Hoogsteen sobre su enlace glicosidico, de modo que el 4tomo de platino se sitie en

posicion favorable respecto a la guanina entrante de la cadena homopurina.

Los resultados de este trabajo sugieren que la rotacion citada puede ocurrir tanto
en el centro como en los extremos de la triple hélice, lo que obedece probablemente a la
distorsion de ésta en las cercanias del aducto monofuncional. El hecho de que un aducto
monofuncional del dien-Pt en el centro de la secuencia induzca un gran descenso en la
estabilidad térmica de la triple hélice, es también un argumento favorable a la citada
distorsion local. La consecuencia de la misma es el aumento del grado de libertad de la

guanina platinada, que facilita la conversion de la conformacion anti a la syn.

En la actualidad resultan necesarias mejoras importantes previas a la utilizacién
de estos oligonucledtidos platinados como herramientas en biologia molecular, en el
contexto de la estrategia antigén. Todavia resulta dificil el proceso de platinacion de una
citosina dada en un oligonucledtido que contenga varias citosinas o varias citosinas y
guaninas. Parece razonable suponer que esta dificultad sera resuelta gracias a la sintesis
automatica en fase solida de oligonucledtidos platinados en bases especificas (Schliepe et
al., 1996; Manchanda et al., 1996), como complemento a otras técnicas (Berghoff et al.,
1998).
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Otro aspecto de gran interés se relaciona con la desestabilizacion de las triples
hélices originada por aductos monofuncionales. A partir de las experiencias de
estabilidad térmica de las triples hélices platinadas, llevadas a cabo con aductos
monofuncionales [Pt(dien)CI(dG)]*", se concluye que la existencia de una guanina
platinada en la cadena Hoogsteen produce dos efectos opuestos. Por una parte se
estabiliza la triple hélice, lo que se debe probablemente a la presencia de cargas positivas,
como ocurre en la triple hélice A.2¢, y por otra parte se desestabiliza la triple hélice por
un efecto estérico que prevalece en el caso de la triple hélice platinada A.1°. Se espera un
efecto similar para el caso del aducto monofuncional [Pt(dien)CI(dG)]*". La presencia de
una citosina platinada disminuye también la estabilidad térmica de la triple hélice, lo que
se debe a la pérdida de emparejamiento entre la base platinada y su guanina
complementaria, y posiblemente también a la distorsion local causada por el impedimento
estérico. Por otro lado, el aducto monofuncional se encuentra proéximo a la guanina
entrante de la cadena homopurina, lo que puede justificar que el cierre del aducto

monofuncional de la citosina sea mas rapido que el de la guanina.

Se sabe que las triples hélices pueden estabilizarse mediante reemplazamiento de
los oligodesoxiribonucledtidos (cadena Hoogsteen) por oligo(2’-O-metil)ribonucledtidos
(Roberts y Crothers, 1992; Escudé et al., 1993). Algunos resultados preliminares
demuestran que esta sustitucidon no impide la reaccion de puenteo intercatenario.
Finalmente, en el caso de aplicaciones in vivo, la velocidad de la reaccién de puenteo
deberia aumentarse, lo que no resulta posible mientras que en la reacciéon se formen
intermedios con moléculas de disolvente asociadas. En la actualidad se investiga para
encontrar las condiciones que favorezcan un desplazamiento directo de los grupos

salientes del complejo de platino por la base nucleotidica entrante.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se derivan de este trabajo son las siguientes:

1.- Las deformaciones producidas por el aducto monofuncional trans-
[Pt(NH;)(dG)CI]” sobre la estructura del ADN de doble hélice B son similares a las
generadas por cis-[Pt(NHs),(dG)Cl]" y [Pt(dien)(dG)]*", localizandose aquellas en el
lado 5’ del aducto de platino.

2.- La velocidad de transformacién de los aductos monofuncionales trans-
[Pt(NH;)(dG)CI]" en bifuncionales se ve afectada por la presencia de otros aductos

monofuncionales proximos.

3.- La estructura de la doble hélice de ADN origina cambios en el tipo de aductos
bifuncionales formados con el transplatino, intra o intercatenarios, y con unas bases u

otras.

4.- En condiciones de trabajo proximas a las fisiologicas (cantidad pequefia de
aductos de platino), el transplatino reacciona con el ADN de doble hélice. Tras 24 horas
de reaccion, los aductos mayoritarios son monofuncionales y los minoritarios
bifuncionales, formados entre una guanina y la citosina complementaria en la doble

hélice. No se forman aductos intracatenarios.

5.- La influencia de los aductos monofuncionales situados a un lado u otro (3’ o
5’) de aquel cuya conversion en bifuncional se estudia depende de su localizacion y

distancia al mismo.

6.- Cuando se forma una triple hélice de ADN con la tercera cadena modificada
por un aducto monofuncional de transplatino de tipo #rans-[Pt(NHs),(dG)CI]" o trans-

[Pt(NH3)(dC)CI]", dicho aducto se transforma en aducto bifuncional mediante reaccion
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con la guanina complementaria a la base inicialmente platinada, en la cadena polipurina
de la doble hélice.

7.- La velocidad de la reaccion de puenteo intercatenario de transplatino en una
triple hélice depende de la naturaleza de la base platinada, de modo que resulta mayor si
la base es la citosina, como en el caso del trans-[Pt(NH;)(dC)CI]", y menor si es la

guanina, como ocurre con el trans-[Pt(NH;),(dG)CI]".

8.- La reaccion de puenteo no resulta seriamente afectada por la posicion del
aducto monofuncional en la tercera cadena (en la mitad de la cadena, en un extremo o en

otro), cuando se parte del aducto trans-[Pt(NH;),(dG)CI]".

9.- Si la tercera cadena de una triple hélice estd modificada por el aducto trans-
[Pt(NH3)2(dC)Cl]+, la reaccion de puenteo intercatenario no resulta apenas afectada por

la presencia y concentracion de iones cloruro en el medio.

10.- Cuando la base inicialmente platinada es la guanina, la velocidad de la
reaccion de puenteo es la misma a distintas concentraciones de ion perclorato (ClOy),
pero disminuye fuertemente ante la presencia de iones cloruro (CI). Este hecho indica

que la etapa de control cinético de la reaccion es la hidrolisis del ligando cloruro.
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CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS

El objetivo general de los grupos de investigacion en los que se ha realizado este
trabajo es la sintesis y estudio de nuevos agentes antitumorales derivados de los metales
de transicion capaces de mejorar la eficacia de los ya existentes (cisplatino, carboplatino).
Los nuevos compuestos deben mostrar efectos secundarios de menor importancia que
los ya existentes y ser especificos de otros tipos de cancer o incluso aplicables a otras
enfermedades. Para el logro parcial de estos objetivos se han seguido dos lineas de

actuacion.

La primera linea estudia detalladamente las causas de la actividad antitumoral de
compuestos de actividad probada, tratando de conocer los blancos celulares de las
drogas y las reacciones responsables de su actividad antitumoral. Se estudian asimismo
sus efectos secundarios, los procesos de la vida celular en los que interfieren los aductos
formados y los procesos involucrados en la muerte celular. En esta linea de trabajo se
incluyen también los compuestos terapéuticamente inactivos que presentan reacciones
celulares similares a los activos, tales como el cloruro de monoclorotriaminplatino(II)
([Pt(NHs3);CI]Cl), el cloruro de dietilentriamin-monocloroplatino(II) ([Pt(dien)CI]Cl), y
el trans-diclorodiaminplatino(Il) (transplatino, [Pt(NH;),Cl,]). El estudio de su
reactividad y la comparacion de la misma con la de compuestos activos permite un
conocimiento de los origenes de su actividad terapéutica y de las reacciones que

fundamentan sus propiedades bioldgicas.

La segunda linea de actuacion comprende la sintesis y caracterizacion de nuevos
compuestos de coordinacién formados por el Pt", Pt" y metales de la mena del platino
con nuevos ligandos, de modo que pueda predecirse su interaccion con los blancos
celulares. Asimismo se estudia su ensayo en sistemas bioldgicos como medio de
comprobacion de la veracidad de los planteamientos previos. Una parte de este tipo de
investigacion se dedica expresamente a la sintesis y el estudio biolégico de derivados de
los compuestos que se sabe son activos, modificando en cada etapa un nimero minimo

de sus propiedades estructurales, con objeto de potenciar no solo la actividad

166



Conclusiones, consideraciones y perspectivas

antineoplastica del compuesto en cuestion sino también su interaccion molecular en el

interior de la célula.

Los resultados obtenidos en los dos proyectos aqui presentados han permitido
avanzar significativamente en el logro del citado objetivo general mediante la obtencién

de conclusiones de gran interés y utilidad futura.

En el primero de estos proyectos se ha estudiado la reactividad del aducto
monofuncional frans-[Pt(NH;),(dG)CI]" , el mas comtn de los formados entre el ADN y
el transplatino, en dobles hélices de distinta longitud y a distintos niveles de platinacion.
Los cambios producidos en la conformacion de cada doble hélice se han estudiado por
reactividad frente a las sondas quimicas OsO, y DEPC. Los resultados obtenidos indican
claramente que la reactividad de los aductos monofuncionales Pt™-ADN depende de
diversos factores que influyen sobre la conformacion local de la doble hélice (formacion
de otros aductos monofuncionales préximos, longitud de la doble hélice utilizada).
Dichos factores originan cambios en:

a) cinética de conversion de aductos monofuncionales a bifuncionales,
proceso en el que existen diferencias en la velocidad superiores al factor

tres desde un mismo aducto monofuncional.

b) tipo de aductos bifuncionales formados, intra o intercatenarios, con unas
bases u otras.

La influencia de los aductos formados a un lado u otro (3’ 0 5°) de aquel cuya
conversion a bifuncional se estudia depende de su localizacion y distancia al mismo. El
estudio profundo de las caracteristicas mencionadas debe conducir al desarrollo de

nuevos derivados metalicos cuya actividad sea consecuencia de las mismas.

En concreto, este trabajo confirma el hecho de que el transplatino, a bajos niveles
de platinacion, forma aductos intercatenarios entre la guanina y su citosina
correspondiente, a velocidades muy lentas (vida media > 24 horas), y nunca forma
aductos intracatenarios. Esta reactividad ya habia sido observada (Brabec y Leng, 1993;

Boudvillain et al., 1995), pero otros trabajos presentaban resultados muy distintos
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(Eastman y Barry, 1987; Eastman et al, 1988; Bancroft et al, 1990). Nuestras
experiencias han demostrado que estas diferencias proceden de las condiciones en que se

realizaron las experiencias (distintos niveles de platinacién y longitudes del ADN
utilizado).

La formacion de aductos bifuncionales transplatino-ADN exclusivamente
intercatenarios en las condiciones adecuadas no estd exenta de consecuencias
importantes. Si, por ejemplo, se sintetiza un oligonucleétido platinado con una secuencia
concreta complementaria de otra conocida, y se dejan aparear, se producira la formacién
del aducto intercatenario, provocando la unién covalente de ambas cadenas de modo que
su separacién por parte, por ejemplo, de las enzimas que necesitan leer la secuencia diana
no tiene lugar. El efecto sobre la actividad bioldgica es inmediato. Aunque esta
posibilidad ya se habia anunciado, utilizindose diversos complejos de platino mono y
binucleares y oligonucledtidos modificados o no (Vlassov et al., 1983; Chu y Orgel,
1990; Gruff y Orgel, 1991), los resultados obtenidos no resultan convincentes. En los
citados trabajos nunca se utilizaron oligonucleétidos con alguna base modificada por el

transplatino.

En el laboratorio de M. Leng se han llevado a cabo diversos trabajos en la
direccion sefialada. En este contexto se ha realizado el segundo proyecto que se incluye
en este trabajo, enmarcado en el 4mbito de la estrategia antigén. Dicha estrategia consiste
en la formacion de una triple hélice mediante la uniéon de un oligonucledtido con una
secuencia determinada de ADN en doble hélice, perteneciente a un gen concreto. La
unidn resulta tan fuerte que el oligonucledtido no resulta desplazado por otros agentes
celulares, impidiendose asi la expresion del gen mencionado. En el laboratorio
(Colombier et al., 1996), se habia demostrado que la reaccidén de formacién de aductos
intercatenarios por el transplatino se produce también en secuencias en triple hélice, con
el aducto monofuncional inicial situado sobre una guanina o una citosina de la cadena
Hoogsteen. En este trabajo, que continua el anterior, se ha intentado mejorar la
velocidad de la reaccion de puenteo y se ha estudiado su extension a otras triples hélices

de distinta secuencia y a otras posiciones distintas del aducto del transplatino en dicha
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triple hélice. Los resultados obtenidos indican que la reaccién se produce mas
rapidamente cuando la citosina, y no la guanina, es la base inicialmente platinada. En este
caso, la reaccion de puenteo no resulta apenas afectada por la presencia de iones cloruro
en el medio. La citosina platinada se encuentra en la posicion ideal para la reaccién de
puenteo, con el Pt(I) dirigido hacia el N’ de la guanina complementaria en la doble
hélice. Este hecho causa que el aducto de platino, en el interior de la estructura de la

triple hélice, no resulta afectado por los iones cloruro, que permanecen en el exterior.

En lo que respecta a su posible aplicacion terapéutica, este tipo de reacciones de
puenteo encuentra determinadas dificultades en ambas clases de terapia, antigen (triple
hélice) o antisentido (en doble hélice, con una cadena de ARN como minimo). El
problema principal radica en la reactividad de los aductos monofuncionales del
platino(II) con los nucledfilos sulfurados de la célula, que facilita la pérdida del producto.
La solucion consiste en el encuentro de un sustituto para el ligando cloruro que no sea
desplazado por este tipo de nucledfilos, y que no impida ni ralentice la reaccion de
puenteo cuando se forman la doble o triple hélice. A este respecto podria ser beneficioso
el uso de la inestabilidad de los aductos monofuncionales del cis-[Pt(NHs;);AmCI]" en la
doble hélice, con pérdida de la amina aromatica “Am” y formaciéon de aductos
bifuncionales, puesto que este aducto es perfectamente estable en cadena simple (Payet
et al., 1993; Payet y Leng, 1994). Para ello, el grupo Am ha de producir una reaccion lo
mas rapida posible y probablemente substituir el ligando amino en trans favoreceria aun
mas la reaccién. En el caso del transplatino podria plantearse una situacion similar,
teniendo en cuenta que las caracteristicas del efecto #rams son totalmente distintas (el

grupo “Am” quedaria en posicion trans respecto a la base platinada).

El problema de la inestabilidad de los aductos monofuncionales se soluciond por
el descubrimiento en el laboratorio de M. Leng de la reaccion de isomerizacion de los
aductos de tipo 1,3 (G-G) intracatenarios del transplatino en aductos intercatenarios al
formarse la doble hélice (Dalbiés et al., 1994). Puesto que los aductos monofuncionales
no participan en el proceso y la isomerizacion solo se produce tras la formacion de la

doble hélice, se evitaron los problemas de reactividad con otros nucledfilos. Se han
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encontrado las condiciones para aumentar la velocidad de esta reaccion de modo que
finalice en pocos minutos. Los estudios in vivo muestran también resultados
esperanzadores (Boudvillain et al., 1997; Colombier et al., 1997) y se prevé comprobar

la posibilidad de la aplicacion de esta reaccion a la triple hélice.

En la actualidad puede esperarse con optimismo razonable que los avances
cientificos sefialados vean la luz en un plazo de tiempo corto. A esta conclusion se llega
mediante el conocimiento detallado de la reactividad de los distintos aductos formados
por derivados de Pt" con el ADN y de las deformaciones producidas en esta molécula
por los citados aductos. También contribuye significativamente a la prevision de una
pronta aplicacion el avance espectacular en la sintesis de nuevos derivados de los acidos
nucleicos que contienen modificaciones estructurales en su esqueleto, grupos azicar y
bases, que los estabilizan frente a la accidn de las nucleasas y aumentan la estabilidad de

las dobles y triples hélices formadas.

Con este trabajo se ha pretendido, en suma, la aportacion de nuevos datos que

permitan acelerar la puesta en practica de los avances sefialados.
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