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Resum

El cancer de prostata (CaP) és la sisena causa de mort per cancer entre homes. Els diversos tractaments contra
aquesta neoplasia generen efectes toxics a I'organisme, a causa d’actuar tant en cel-lules canceroses com en
aquelles que sén normals. Un nou enfocament anomenat “terapia dirigida” pretén solvatar els problemes dels
tractaments convencionals. Dins d’aquestes terapies, una estratégia consisteix en unir els agents antitumorals
a molécules que tinguin un receptor sobreexpressat en cel-lules canceroses, per tal de dirigir-los de forma
selectiva cap aquestes.

En la linia cel-lular de cancer de prostata (PC3), s’ha descrit la sobreexpressid del receptor del “Gastrin
releasing peptide” (GRP), el qual presenta com a lligand un péptid homoleg a la Bombesina, que actua com a
potent factor de creixement. La utilitzacié de péptids derivats de la Bombesina permetria doncs vehiculitzar
agents antitumorals especificament cap a les cel-lules PC3.

També s’ha descrit que diversos complexos organometal-lics presenten activitat antitumoral depenent de
fotoactivacio, el que permetria tenir compostos només actius sobre les cél-lules tumorals, quan aquestes sén
irradiades.

El principal objectiu d’aquest estudi és la caracteritzaciéd de I’activitat biologica de diversos compostos
organometal-lics basats en plati i ruteni, conjugats a péptids analegs a la Bombesina. Per aix0, mitjancant
tecniques de cultius cel-lulars, s’ha estudiat el seu efecte sobre la viabilitat de cel-lules de cancer de prostata.
A més, s’ha estimat la capacitat dels diferents compostos a ser fotoactivats, mitjancant la seva irradiacid a A =
447 nm.

A partir de les diferents tecniques emprades, s’ha identificat el compost de plati L com a possible agent
antitumoral, a causa del seu potent efecte sobre la viabilitat cel-lular. A més, s’ha descrit la capacitat del
complex de ruteni B de ser fotoactivable, fet que el classificaria com a prodroga no-toxica capag d’exercir
activitat citotoxica de forma controlada, a partir de la seva irradiacio.

També s’ha comprovat que la conjugacié dels diferents compostos a un peptid analeg a la Bombesina i a una
seqliéncia de localitzacié nuclear (NLS), incrementen la internalitzacié i I'activitat dels compostos en cel-lules
canceroses. A més, ambdds péeptids utilitzats com a transportadors sén capagos d’arribar a nucli; essent la
sequiencia NLS la causant d’una major acumulacié a nucli dels compostos vehiculitzats.
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Resumen

El cdncer de prostata (CaP) es la sexta causa de muerte por cancer entre hombres. Los diversos tratamientos
contra esta neoplasia generan efectos tdxicos en el organismo, a causa de actuar tanto en células cancerosas
como en aquellas que son normales. Un nuevo enfoque denominado “terapia dirigida” pretender solventar
los problemas de los tratamientos convencionales. Dentro de estas terapias, una estrategia consiste en unir
los agentes antitumorales a moléculas que tengan un receptor sobreexpresado en células cancerigenas,
dirigiéndolos de forma selectiva hacia estas.

En la linea celular de cdncer de prdstata (PC3), se ha descrito la sobreexpresidon del receptor del “Gastrin
releasing peptide” (GRP), el cual presenta como ligando un péptido homadlogo a la Bombesina, que actia como
potente factor de crecimiento. La utilizaciéon de péptidos derivados de la Bombesina permitiria entonces
vehiculizar agentes antitumorales especificamente hacia las células PC3.

También se ha descrito que varios complejos organometadlicos presentan actividad antitumoral dependiente
de fotoactivacion, lo que permitiria tener compuestos solo activos sobre las células tumorales, cuando estas
son irradiadas.

El principal objetivo de este estudio es la caracterizacién de la actividad biolégica de varios compuestos
organometalicos basados en platino y rutenio, conjugados a un péptido analogo a la Bombesina. Por eso,
mediante técnicas de cultivos celulares, se ha estudiado el efecto sobre la viabilidad de células de cancer de
préstata. Ademas, se ha estimado la capacidad de los diferentes compuestos a ser fotoactivables, a partir de
su previa irradiacion a A = 447 nm.

A partir de las diferentes técnicas empleadas, se ha identificado el compuesto de platino L como posible agente
antitumoral, debido a su potente efecto sobre la viabilidad celular. Ademas, se ha descrito la capacidad del
complejo de rutenio B de ser fotoactivable, hecho que lo catalogaria como prodroga no-tdxica capaz de ejercer
actividad citotdxica de forma controlada, a partir de su irradiacion.

También se ha comprobado que la conjugacion de los diferentes compuestos a un péptido analogo a la
Bombesina y a una secuencia de localizacion nuclear (NLS), incrementan la internalizacién y actividad del
compuesto en células cancerosas. Asimismo, ambos péptidos utilizados como transportadores son capaces de
llegar a nucleo; siendo la secuencia NLS la causante de una mayor acumulacién a nucleo de los compuestos
vehiculizados.
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Abstract

The prostate cancer (CaP) is between men the sixth cause of cancer death. The diverse treatments used against
this neoplasm include mainly toxic effects on the organism, due to acting in both cancer cells and those that
are normal. A new focus named “target delivery” tries to solve the problems of conventional treatments.
Within therapies, one strategy involves joining antitumour agents to molecules that have an overexpressed
receptor in cancer cells, to target them selectively.

In prostate cancer cell line (PC3), the overexpressed receptor “Gastrin releasing peptide” (GRP) has been
described, which presents as a ligand a peptide homolog to Bombesin, this one acts as a potent growth factor.
The use of peptides derived from the Bombesin would carry antitumor agents specifically to PC3 cells.

It has also been described that several organometallic complexes display antitumour activity depending on
photoactivation, which would only allow active compounds on tumor cells when they are irradiated.

The main objective of this study is the characterization of the biological activity of various organometallic
compounds based on platinum and ruthenium, conjugated to an analogue peptide to the Bombesin. For this
reason, its effect on the viability of prostate cancer cells has been studied, with the use of cell culture
techniques. In addition, the ability of the different compounds to be photoactivated has been estimated, by
means of its irradiation at A = 447 nm.

Based on the different techniques used, platinum L compound has been identified as a possible antitumor
agent, due to its potent effect on cell viability. In addition, the ability of the ruthenium B complex to be
photoactivable has been described, which would classify it as a non-toxic prodrug capable of exerting cytotoxic
activity in a controlled way, from its irradiation.

It has also been shown that the conjugation of the different compounds to a peptide analogue to the Bombesin
and a sequence of nuclear localization (NLS), increase the internalization and activity of compounds in cancer
cells. In addition, both peptides used as carriers can reach the nucleus; being the NLS sequence the cause of a
greater accumulation at the nucleus of the compounds transported.
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1. Introduccio

1.1. Definicio de cancer

El cancer és una de les principals causes de morbiditat i mortalitat en tot el mén (Mantovani, 2009), essent
responsable de més de 8 milions de morts cada any a escala mundial (Nassbau et al., 2015). Les céel-lules
canceroses, anomenades també cel-lules neoplasiques, proliferen desafiant els controls normals cel-lulars,
alterant aixi la societat multicel-lular de la qual formen part. Aquest procés és iniciat a partir de I'aparicié d'una
mutacié en una cel-lula, proporcionant a aquesta un avantatge selectiu que permet la seva proliferacio cel-lular
descontrolada. Cicles repetits de mutacid, competéncia i seleccid natural provoquen I'aparicié de clons de
cél-lules mutants (Bruce et al., 2008), les quals s"acumulen en un punt concret del cos; causant els anomenats
tumors o neoplasmes (Nassbau et al., 2015).

En el cas que les cel-lules neoplasiques romanguin agrupades juntes en una Unica massa, es diu que el tumor
és benigne. En aquesta etapa, es pot aconseguir una cura completa mitjancant I'eliminacié de la massa
quirargicament. Un tumor és considerat cancer quan aquest és maligne, és a dir, quan les seves cél-lules han
adquirit la capacitat d’envair teixits diferents de I'original. La invasié en general implica la capacitat de
desprendre’s, entrar als vasos limfatics o torrent sanguini, essent capaces d’envair i colonitzar els teixits
circumdants (metastasi) (Bruce et al., 2008).

1.2. Cancer de prostata

El cancer de prostata (CaP) és la sisena causa de mort per cancer entre homes (Center et al., 2012), presentant
una incidencia mundial de 25,3 per cada 100.000 individus. El cancer de prostata es defineix com a neoplasia
glandular maligna (adenocarcinoma), principalment de les cél-lules luminals de I'6rgan glandular (acini).
Segons les nocions actuals, I'origen d’aquesta neoplasia no és trobada en cél-lules secretores (cel-lules finals
ja diferenciades), sind en cel-lules precursores o mare, amb diferenciacié secretora (Ramon & Dennis, 2007).

Avui en dia, es troba establert que el creixement del cancer de prostata és depenent de la presencia
d’hormones, especialment d’androgens. D’aquesta manera, s’utilitzen terapies centrades en bloquejar i
disminuir la seva accid en el CaP. Com a tractaments farmacologics utilitzats, trobem la injeccié d’analegs de
I’'hormona alliberadora de gonadotropina (GnRH), i el bloqueig de la unié dels androgens als receptors
d’androgens (AR). A més, el cancer de prostata és tractat a partir de terapies deprivatives d’androgen (ADT),
les quals es basen en eliminar la produccié de testosterona per eliminacié quirdrgica (prostatectomia).
Aquesta tecnica permet la prevencid de la unié de testosterona als seus receptors cel-lulars, essent la terapia
més comunament utilitzada (Horwich, 2010; Rojas, 2017).

1.3. Tractaments

El tractament contra el cancer requereix la comprensio de les propietats especials que les cel-lules canceroses
adquireixen a mesura que evolucionen, es multipliquen i es propaguen. Aquestes propietats especials inclouen
alteracions en les vies de senyalitzacio cel-lulars relacionades amb el control i manteniment de la proliferacio
cel-lular, ocasionant a les cel-lules d’un tumor ignorar els senyals procedents del seu entorn (Bruce et al.,
2008).

El tractament del cancer depén del tipus de cancer i I'etapa de la malaltia (Ramaswami et al., 2016).
Actualment, els tractaments utilitzats es troben dividits en quatre tipus principalment: cirurgia, radioterapia,
guimioterapia i terapia biologica, on les diferents modalitats s’utilitzen sovint en combinacio.
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Referent a la quimioterapia, aquesta és definida com el subministrament de substancies quimiques que
provoquen alteracions cel-lulars, ja sigui en la sintesi d’acids nucleics, divisid cel-lular o sintesi de proteines.
Com a resultat, interfereixen en el procés de proliferacié cel-lular, ocasionant I'apoptosi de les cel-lules
afectades. Avui en dia, la majoria d’agents quimioterapeutics lamentablement tenen els seus objectius diana
tant en teixits tumorals com en aquells que sén normals, com per exemple el cisplati, utilitzat en el tractament
de diferents tipus de cancers. D’aquesta manera, el subministrament de substancies quimiques pot acabar
produint un efecte toxic a I'organisme (Sausville & Longo, 2001).

Hi ha diferents problemes associats als diversos tractaments utilitzats. Per exemple, la cirurgia no pot ser
utilitzada si el tumor és de tipus invasiu, per tant aquesta només sera util si el tumor és benigne o es detecta
en les primeres etapes del desenvolupament en una Unica localitzacié (Ramaswami et al., 2016). En relacid a
la radioterapia, aquesta consisteix en utilitzar altes dosis de radiacié que provoquen danys a les cel-lules
canceroses, com per exemple talls de doble cadena en el DNA. Tanmateix, la radiacié també pot afectar a
cél-lules no cancerigenes, per tant els nivells de radiacié han de ser controlats amb precisio (Sausville & Longo,
2001).

Per superar els inconvenients que aquests tractaments poden causar, s'estan desenvolupant noves estratégies
en el disseny de nous farmacs pel tractament del cancer, basant-se en la utilitzacié d’agents dirigits
(Ramaswami et al., 2016). Aquest terme fa referencia a petites molécules, generalment amb massa molecular
inferior a 1500 Da, que interactuen amb molécules especifiques expressades selectivament en cel-lules
tumorals (Moucheron, 2009).

Cisplati:

El cisplati (cis-diamminedichloroplatinum 1l) és un farmac anticancerigen que ha demostrat activitat
antitumoral en un gran nombre de neoplasmes humans (Prestayko et al., 1980). Es una molécula petita,
composta per un i6 de plati rodejat per dos lligands clor i dos lligands amoniac. Presenta una geometria plana
qguadrada, i només la seva forma cis confereix la seva determinada activitat antitumoral, essent per tant la
forma trans la causant de la no activitat del compost (Goodsell, 2006).

Avui en dia, I'entrada de cisplati a I'interior de la cel-lula encara no és totalment coneguda. Les ultimes
evidéncies apunten al fet que el procés pot ser donat per difusié passiva o a través de proteines
transportadores, essent destacats els transportadors de coure Ctr 1 i Ctr 2 (Ciarimboli, 2012). El cisplati és
activat una vegada es troba a l'interior de la cel-lula, on la disminucié en la concentracié de clor produeix la
perdua d’estabilitat del compost. D’aquesta manera, es déna la pérdua dels seus dos lligands clor, els quals
son reemplagats per molecules d’aigua (Desari & Tchounwou, 2014; Goodsell, 2006). El producte resultant
d’aquest procés és un potent electrofil que pot reaccionar amb qualsevol nucleofil, inclosos els grups sulfhidril
de proteines i els atoms donadors de nitrogen en acids nucleics. El cisplati s'uneix al centre reactiu N7 en
residus de purina causant danys en l'acid desoxiribonucleic, corbant a més la seva estructura. Si aquest dany
al DNA no es pot reparar per la maquinaria de reparacié cel-lular, es bloqueja el procés de divisié cel-lular,
donant com a resultat la mort cel-lular apoptotica (Figura 1) (Desari & Tchounwou, 2014).
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Figura 1: Simplificacio del mecanisme d’accié del cisplati, el qual compren la captacid i activacid cel-lular, interaccié especifica amb
el DNA, i el possible posterior desti cel-lular. Extret i modificat de Johnstone et al., 2015, Kelland., 2007 i Shamseddine, A. I., & Farhat,
F.S., 2011.

Una resposta comuna quan les cél-lules experimenten danys en el DNA, és I'aturada de la progressio del cicle
cel-lular, per tal d’intentar reparar el dany abans que aquest passi a les cél-lules filles. D’aquesta manera, es
déna la prevencié de la transmissid de lesions inductores de determinades mutacions. El dany que
experimenta el DNA com a resultat del tractament amb cisplati, indueix la detencié del cicle cel-lular, procés
gue condueix a l'alliberament del citocrom c en els mitocondris, I'escissid posterior de la procaspasa 9, i
I"activacié de les caspases 3,6 i 7. Aquestes caspases degraden components cel-lulars que sén essencials per a
la viabilitat (Johnstone et al., 2015).

Existeixen diferents problematiques relacionades amb la utilitzacié del cisplati com agent antitumoral. El
principal problema és la no discriminacid entre cél-lules normals i aquelles que sdn cancerigenes, fet que
provoca que el seu mecanisme d’accié també afecti aquelles cel-lules no tumorals. La quimioterapia amb
cisplati s’associa amb efectes secundaris substancials que inclouen hepatoxicitat, nefrotoxicitat, neurotoxicitat
i/o danys hematotoxics (Desari & Tchounwou, 2014). A més, molts tumors usualment esdevenen resistents al
cisplati durant el tractament. Aquest fet es troba relacionat majoritariament per un increment en la reparacio
de danys en el DNA, o per un augment en la tolerancia de les lesions produides en aquest (Borst et al., 2008).

Una estratégia sorgida durant I’dltima década per evitar efectes secundaris toxics, consisteix en la utilitzacié
de compostos no toxics de plati (Pt (IV)), on la seva activitat pot ser activada de manera luminica directament
en el lloc en el qual el cancer és localitzat. D’aquesta manera, és possible utilitzar compostos Pt (IV) com
profarmacs que poden ser activats per la llum, alliberant les espécies anticancerigines actives només en les
cél-lules tumorals irradiades. D’aquesta manera, diferents compostos de plati poden ser fotoactivats i poden
formar enllagos creuats Pt-nucleotid en residus de guanina, similars als danys produits pel cisplati (Moucheron,
2009). Una altra estrategia pero, seria conjugar els compostos de plati a peptids portadors que tinguessin els
seus receptors sobreexpressats en cel-lules tumorals, evitant aixi la interaccié amb cel-lules no cancerigenes
(Mukhopadhyay et al., 2017).
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1.4. Compostos de Ruteni

Els compostos anticancerigens de ruteni es defineixen com a complexos de coordinacid alternatius als farmacs
basats en compostos de plati. En comparacié a aquests, els compostos de ruteni proporcionen un major
potencial com agents antitumorals, ja que disposen d’una toxicitat reduida.

Per entendre el seu mecanisme d’accid, cal remarcar que els complexes de Ru (ll) sGn més reactius que els
complexes de Ru (lll). Com que les cel-lules canceroses presenten un patré de creixement i multiplicacié molt
més rapid que les cél-lules normals, es crea un ambient més pobre en oxigen a causa de la seva elevada taxa
metabolica. La combinacié d’aquest ambient amb els nivells més alts de glutatid i la disminucié del pH,
produeix la creacid d’un entorn quimicament reductor (Brabec, V., & Novdkova, O. 2006). Aquesta
caracteristica permet que se subministrin complexes de Ru (lll) (profarmacs menys actius i no toxics), que
poden ser activats per reduccio a Ru (1) dnicament on les cél-lules canceroses es troben localitzades.

Dins del grup de compostos organometalics que contenen ruteni en la seva estructura, existeixen dos
complexes que ja es troben en fase Il d’estudis clinics: NAMI-A i KP1019 (Bergamo et al., 2012).

NAMI-A: El complex mostra activitat antimetastasica, independentment del tipus de tumor i de I’etapa de
creixement de la metastasi. El seu mecanisme d’accié sembla implicar diversos factors, entre els quals es
troben: interaccié amb la regulacié del cicle cel-lular, portant a una acumulacié de cél-lules en G2/M, augment
de la matriu extracel-lular al voltant de la vascularitzacié del tumor, evitant que aquest pugui envair teixits
propers i els vasos sanguinis, i unié als acids nucleics; afectant per tant directament al DNA de la cel-lula
tumoral (Antonarakis & Emadi., 2010).

KP109: A diferéncia de NAMI-A, aquest segon compost posseeix activitat directa citotoxica, promovent
I"apoptosi en linies cel-lulars cancerigenes. El seu mecanisme d’accid, encara poc conegut, sembla implicar
diferents aspectes: unio a la transferrina, activacio per reduccié a Ru (l1) i induccié d’apoptosis via mitocondrial,
a través de la despolaritzacié de la membrana cel-lular. Aquest procés és independentment de I'estat de p53
en cél-lules tumorals, suggerint que el trencament de cadenes de DNA no és el mecanisme dominant en |'accio
del compost (Hartinger et al., 2006).

1.5. Disseny de nous compostos metal-lics anticancerigens

Actualment, nombrosos investigadors han focalitzat els seus estudis en la recerca de diferents farmacs
anticancerigens basats en compostos metal-lics, permetent I'aplicacié de quimioterapies alternatives a les
basades en cisplati. En aquest context, s’"han descrit tres families de compostos que tenen una potent activitat
biologica: compostos de Pt o Ru amb lligands tipus polypyridyl, nous compostos de Pt derivats del cisplati i
compostos organometalics de Ru-areno (Martinez et al.,2017). Els lligands polypyridyl confereixen als
diferents complexos propietats fotoactivables, i la capacitat d’intercalar-se al DNA (Han Ang, W., & Dyson, P.
J., 2006). A diferéncia d’aquests, els lligands areno destaquen per la seva capacitat d’estabilitzar els complexes
de ruteni en el seu estat d’oxidaciéd +2, a més d’influenciar en la captacid cel-lular i seves les possibles
interaccions amb les dianes biologiques (Yan et al., 2005).

Ala Figura 2 es troben representats diferents compostos de Pt i Ru sintetitzats pel grup de recerca del Dr. Felix
Jalén (Universidad de Castilla — La Mancha) que tenen les estructures anteriorment descrites. Aquests
compostos es van seleccionar per diferents aspectes estructurals: presencia de sistemes d’anells plans
aromatics i/o heterociclics que son capacos d’inserir-se o intercalar-se entre els parells de bases de la doble
cadena del DNA (compostos L i B), carrega positiva global dels compostos que pot ocasionar I'atraccié
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electrostatica amb la cadena anionica de fosfats del DNA (compostos L i B), i la capacitat d’interaccié amb el
DNA a partir de la formacié d’enllacos covalents (compostos L i K) (Martinez et al., 2017).

A més, els diferents compostos es caracteritzen per la presencia d’un grup acid carboxilic (COOH) en un dels
seus lligands. Aquest grup proporciona la capacitat de conjugar-se amb un péptid que pot oferir la possibilitat
d’augmentar I'especificitat del farmac antitumoral. A més, el complex B podria presentar la possibilitat de ser
activat en presencia de llum, actuant inicialment com a profarmac sense activitat citotoxica. L’activitat
antitumoral d’aquests compostos descrits, sera analitzada en aquest TFG.

Compostos de Plati Compost de Ruteni

[Pt{phterpyCOOHIC], L [Pt{mbpyCQOH)]CL], K [Rulbpy):(bmpyCOOH)](PF:):], B

Figura 2: Estructura quimica dels compostos de plati L i K i del compost de ruteni B. Numeracid dels atoms dels
lligands que formen part del compost. En vermell trobem senyalat els lligands tipus polypyridyl del compost B.
Extret i modificat de Martinez et al., 2017.

1.6. Vehiculitzacié amb peptids

La quimioterapia convencional es troba limitada per la resisténcia originada en cél-lules tumorals i per la
toxicitat ocasionada en cél-lules normals. El principal problema de la quimioterapia és la falta d’especificitat
cel-lular en el metode d’actuacid. Un nou enfocament, anomenat “terapia dirigida”, va ser introduit amb
I’objectiu d’augmentar I'eficacia de la quimioterapia sistémica i reduir la toxicitat inespecifica dels farmacs
convencionals.

Molts tumors malignes sobreexpressen receptors de peptids, permetent una major interaccié i internalitzacié
dels seus lligands especifics. Una innovadora aplicacid utilitza petits péptids com a vehicles (carriers), per
entregar farmacs citotoxics a les cél-lules tumorals. La utilitzacié del lligand natural pel receptor
sobreexpressat conjugat amb una molécula citotoxica (complex lligand — farmac), pot dirigir-se especificament
a les cel-lules canceroses. D’aquesta manera, aquelles cél-lules que segueixen patrons normals de proliferacio
es veuran afectades minimament, fet causat per la diferenciacié en la sobreexpressié del receptor en qlestio.
Els compostos citotoxics conjugats a peptids son molt menys toxics que els respectius agents
guimioterapéutics, fet que els podrien convertir en importants agents anticancerigens (Yoon et al., 2011).

Es important pero, que la terapia mediada per receptor presenti la internalitzacié del complex lligand —
receptor en la cél-lula cancerosa, de manera posterior a la seva unioé especifica (Okarvi, 2008).
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1.7. Bombesina

La bombesina (BN) és un péptid de 14 aminoacids, aillat per primera vegada a la pell de la granota europea
Bombina bombina, I'any 1971. S’han trobat un gran nombre de peéptids similars a la bombesina en amfibis i
mamifers, i s’agrupen en tres subfamilies basades en el tripéptid ubicat a I'extrem C-terminal: el peptid
alliberador de gastrina (GRP), la neuromedina C (GRP20-29) i neuromedina B (NMB). S’ha demostrat que els
péptids tipus bombesina modulen la contraccié de la musculatura llisa, aixi com les secrecions exocrines i
endocrines en teixits gastrointestinals, pancrees i pituitaria (Sano et al., 2004), mantenint també els cicles
circadians.

El peptid homoleg equivalent en mamifers és el peptid alliberador de la gastrina (GRP), i els seus receptors
(GRP-r) es troben expressats abundantment a la membrana de determinades cél-lules tumorals, estimulant el
seu creixement (Arteaga de Murphy & Ferro-Flores, 2005). Aquesta sobreexpressid es troba present en una
amplia varietat de cancers, inclosos el cancer de prostata, mama, pancrees, gastrointestinal i pulmonar, entre
altres (Okarvi, 2008). Concretament, s’ha descrit que les cel-lules de cancer de prostata presenten una densitat
superior de GRP-r en la seva superficie en comparacié amb altres cel-lules de cancer en humans (Suresh et al.,
2014).

A més del receptor freqlientment expressat en tumors malignes, també s’han identificat altres tres tipus de
receptors de Bombesina, com el receptor de la neuromedina B (NMB) i els receptors BB3 i BB4; essent aquests
dos ultims els que presenten una major afinitat per BN de la totalitat de receptors descrits (Arteaga de Murphy
& Ferro-Flores, 2005).

La seqliéncia compresa entre els aminoacids 7-14 a I'extrem C-terminal de la Bombesina és critica per la unié
del receptor i la seva activitat biologica (Okarvi, 2008), mentre que els primers aminoacids presents a la regié
N-inicial poden ser modificats sense ocasionar cap efecte biologic en BN.

Seqliéncia aminoacidica Bombesina:

pGlu-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,

S’ha demostrat que els tumors induits en rates amb la linia cel-lular PC3 de cancer de prostata huma, es
redueixen notablement a partir de I'administracié d’antagonistes de BN (Arteada de Murphy & Ferro-Flores,
2005). Des del descobriment de la Bombesina com a potent factor de creixement en molts tipus de ceél-lules
tumorals, s’ha considerat I'interées de dissenyar i desenvolupar lligands antagonistes competitius del receptor
BN/GRP. Mitjancant el bloqueig dels enllacos de BN als seus receptors, aquests antagonistes bloquegen els
efectes fisiologics d’aquest peptid, inhibint el creixement de les cél-lules tumorals que responen a la promocid
del creixement mediat per Bombesina (Okarvi, 2008). A més, si es conjuga la Bombesina a un agent citotoxic,
la internalitzacié del conjugat Bombesina — compost unit al receptor produeix que I'agent citotoxic entri
especificament al tumor que sobreexpressi el receptor, i romangui en el teixit diana per llargs periodes de
temps. Com a resultat, es produeixen danys a les cel-lules tumorals sense malmetre les cél-lules i teixits
circumdants (Arteaga de Murphy & Ferro-Flores, 2005).
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La internalitzacié dels farmacs es déna a partir de la interaccié entre els conjugats de BN i els receptors
sobreexpressats GRP; complex que internalitza mitjancant el mecanisme d’endocitosi mediat per receptor.
Posteriorment, els complexes endocitats sén alliberats des dels endosomes al citosol, ocasionant
I'alliberament del farmac directament dins la cél-lula en qiiestié (Mukhopadhyay et al., 2007; Suresh et al.,
2014).

1.8. Seqiiéncia senyal de localitzacié nuclear (NLS)

El nucli de les cél-lules es troba aillat del citoplasma per una membrana doble. La membrana nuclear es troba
formada per complexes de porus nuclear (PNP), a través dels quals es produeix el pas exclusiu de molécules
en ambdues direccions (Yao et al., 2013).

Les sequéncies senyal de localitzacié nuclear (NLS) estan descrites com una classe de péeptids altament
cationics, formats per aminoacids basics amb una longitud inferior a 12 residus. Aquests majoritariament son
responsables del transport de proteines del citoplasma al nucli. Aquests péptids cationics han demostrat la
seva capacitat de travessar la membrana citoplasmatica i entrar a les cél-lules, podent ser utilitzades per dirigir
molécules conjugades a nucli; lloc d’actuacié de nombrosos agents quimioterapéeutics (Ragin et al., 2002).

2. Obijectives

The main purpose of this project is the characterization of the biological activity of new targeted anticancer
drugs composed by metal compound based in ruthenium (B) and platinum (L and K) conjugated to different
Bombesin analogues as carrier peptides. The main objectives on this work are as follows:

- Comparison of the antiproliferative activity of compounds L, K and B on prostate cancer cells.

- Analysis of the antiproliferative activity of the compounds conjugated to the Bombesin analogues with and
without a nuclear localization sequence (NLS) as a targeted delivery mechanism.

- Analysis of the effect of photoactivation on the antitumor activity of the compounds, since the activity of
some ruthenium complexes can be activated after exposure to light.

- Comparison between the kinetics of the compounds with antitumoral activity and the kinetics of the
anticancer drug cisplatin.

- Analysis of the internalization capacity of the Bombesin analogue, conjugated or not to a nuclear localization
sequence, and their capacity of reaching at the cell nucleus using flow cytometry and confocal fluorescence
microscopy.
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3. Material i metodes

3.1. Complexes organometal:lics utilitzats

Inicialment, es va fer la preparacié de les solucions mare dels compostos en pols a una concentracié de 1000
MM. Es van pesar els diferents compostos en una balanga analitica d’alta precisié (Mettler Toledo AX 205-DR)
i es van diluir posteriorment amb el solvent organic DMSO (vehicle) i aigua miliQ estéril. El DMSO és un
dissolvent organic necessari per a dissoldre els components poc solubles en aigua, tals com els utilitzats en
aquest estudi (Wu et al., 2011). Cal tenir en compte que el % de DMSO no ha de ser superior a un 5% per cada
100 pL de solucié preparada, ja que aquest podria esdevenir toxic per les cel-lules (Wu et al., 2011).

3.1.1. Analegs de Bombesina i Seqiiéncia de Localitzacié Nuclear

Estudis previs realitzats al departament de Bioquimica del cancer, en col-laboracié amb el departament de
Quimica a la Universitat de Girona, van comparar |'eficiencia de vehiculitzacié de diferents péptids analegs a
la Bombesina per a la seva posterior utilitzacié en diferents estudis. Entre aquests, es va determinar el péptid
9 sintetitzat in vitro com el millor péptid analeg a Bombesina, ja que era el que presentava una major
internalitzacio en les ceél-lules PC3. El péptid 9 presenta una massa molecular de 1490,71 g/mL, i es troba
compost per 13 aminoacids. A diferencia de la Bombesina, s’ha eliminat el grup piroglutamic N-terminal, ja
gue aquest impossibilitaria la seva unid tant al compost metal-lic com a una molécula de fluoresceina; la qual
és necessaria pels assajos d’internalitzacié per citometria de flux. A més, s’ha substituit la metionina C-terminal
per una Leucina. En el cas del péptid 9lys, la seqlieéncia aminoacidica és idéntica a |’anterior, addicionant una
Lisina per tal de separar el compost conjugat del punt d’unid entre péptid i receptor (Taula 1).

A partir dels compostos L, K i B, en col-laboracié amb el grup LIPPSO del Departament de Quimica, Udg, es van
sintetitzar diferents conjugats en els quals els compostos metal-lics es van unir a diferents peptids portadors:
dos péptids analegs a Bombesina (péptid 9 i peptid 9lys) i un peptid analeg de la Bombesina amb una seqiiéncia
NLS (péeptid 9-NLS). En concret es van preparar dos conjugats amb el compost K: 9-K i 9-NLS-K, i un conjugat
amb el compost B: 9lys-B.

Taula 1: Comparacié de la seqiiéncia aminoacidica de la Bombesina amb els seus péptids analegs utilitzats en aquest estudi (9 i 9lys),
i la sequiéncia de localitzacié nuclear (NLS).

Seqiiéncia aminoacidica Bombesina: pGlu-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Leu-Met-NH;
Seqiiéncia aminoacidica Péptid 9: GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-
Leu-NH;
Seqiiéncia aminoacidica Péptid 9lys: GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-
Leu-Lys-NH;
Sequiéncia de Localitzacié Nuclear: Asp-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val
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3.2. Linia cel-lular

La linia cel-lular utilitzada en aquest projecte, PC3 (ATT, USA), té origen en cel-lules d’adenocarcinoma de
prostata humana. Les cél-lules creixen en medi complet DMEM BioWhittaker™ (obtingut de Lonza), el qual es
troba suplementat amb 4.5 g/L de D-glucosa, 1% L-glutamina, 1% de penicil-lina/estreptomicina i 10% de
serum bovi fetal (FBS). El medi de cultiu utilitzat ha de ser temperat en un bany d’aigua a 372C préeviament a
la seva utilitzacio.

Les cel-lules sén manipulades en una cabina de flux laminar tipus Il (Faster-Bio 48) i son cultivades en un
incubador amb una atmosfera humida amb 95% d’aire i un 5% de CO; a 372C (Thermo Scientific Heraeus
Function Line). A l'inici del projecte les cel-lules es trobaven criopreservades en medi complet per creixement
suplementat amb un 10% (v/v) de DMSO a -1962C en nitrogen liquid.

3.3. Teécniques de cultius cel:-lulars

Entenem com a cultius cel-lulars I'extraccié de cél-lules d’animals o plantes i el seu subseqiient creixement en
un ambient artificial favorable. Les cel-lules poden ser extretes d’un teixit directament i ser disgregades per
mitjans enzimatics o mecanics abans de procedir a la realitzacié del cultiu, o poden ser derivades d’una linia
cel-lular o soca cel-lular que ja ha estat establerta.

Després de I'aillament de les cél-lules en gliestid, aquestes proliferaran sota les condicions apropiades en un
cultiu primari, fins que ocupin tot el substrat viable (confluencia visible entre un 80-90%). En aquest punt, les
cél-lules han de ser subcultivades realitzant la seva transferencia a un nou flascé amb medi de creixement
fresc, proporcionant I'espai necessari perqueé el seu creixement continui en curs.

Condicions de cultiu: Les condicions de cultiu varien ampliament per cada tipus de cel-lula, perd I'ambient
artificial en el qual les cel-lules es cultiven invariablement, consisteix en un recipient adequat que conté un
substrat o un medi que subministra els nutrients essencials (aminoacids, carbohidrats, vitamines, minerals,
factors de creixement, hormones, gasos (0O,, CO;) i regula I'ambient fisico-quimic (pH, pressié osmotica,
temperatura)) (Thermo Fisher Scientific., 2015). A continuacid, es descriuen els protocols de les técniques de
cultius cel-lulars que s’han realitzat en aquest treball.

3.3.1. Descongelacid linia cel-lular PC3
Fonament de la técnica:

El procés de criopreservacid en cultius cel-lulars consisteix en la conservacié en fred de cel-lules viables
procedents d’un subcultiu. Les cél-lules sén tractades amb I’agent crioprotector apropiat (per exemple DMSO),
i guardades a temperatures inferiors a -1302C fins que aquestes siguin necessaries. El DMSO s’utilitza com a
crioprotector a causa de la seva habilitat de prevenir 'acumulacié excessiva d’electrolits i altres substancies
durant el procés de congelacid. D’aquesta manera, s’evita la formacid de cristalls de gel que trenquen
I’estructura de la membrana (Avila-Portillo et al., 2006). Un cop es requereixi la seva utilitzacid, aquestes seran
descongelades en el seu criotub amb medi DMEM 10% FBS fins que el DMSO present esdevingui dissolt
completament.
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Protocol:

- Treure el criotub de cel-lules congelades del tanc de nitrogen liquid (-1962C).

- Afegir en un tub falcon estéril 9 mL de medi DMEM 10% FBS previament temperat a 362C en bany d’aigua.

- En condicions d’esterilitat, afegir medi DMEM 10% FBS gota a gota sobre les cel-lules congelades fins que el criotub es
trobi completament ple.

- Quan el gel es trobi desfet en la seva totalitat, recollir la suspensio cel-lular amb una pipeta i afegir al tub falcon amb
medi preparat anteriorment. Homogeneitzar la barreja en el transcurs d’aquest pas.

- Centrifugacidé del tub amb la suspensio cel-lular a 1500 rpm durant 5 minuts en una centrifuga refrigerada a 42C
(Eppendorf — centrifuge 5804R).

- Eliminar el sobrenadant per aspiracié amb una pipeta de vidre acoblada a la bomba de buit. Resuspendre el pellet en
sec i, a continuacid, resuspendre’l amb 10 mL de medi complet.

- Transferir la suspensié cel-lular en un flascé T75 (75 cm? de superficie).

- Introduir el flascé dins de I'incubador a 372C, 5% CO, i un 80% d’humitat relativa (cultiu de cél-lules adherents).

3.3.2. Tripsinitzacio i subcultiu
Fonament de la técnica:

Quan s’observa un cultiu de cél-lules adherents (en flascé de 75 cm?) en el microscopi invertit (Olympus
CKX41), i aquest ha arribat a la confluéncia desitjada (80-90% de la monocapa), es procedeix al procés de
tripsinitzacid. Aquest procés utilitza la solucié Trypsin-EDTA (0.25%) (Gibco® ) que combina I’enzim proteolitic
tripsina amb I'agent quelant EDTA; combinacié que ocasiona el trencament de les unions de tipus proteic
cél-lula-cel-lula i cél-lula-matriu. Cal limitar el temps d’exposicié de les cél-lules als agents quelants i enzims
proteolitics, ja que un temps excessiu podria danyar-les. D’aquesta manera, I'addicié posterior de medi
complet DMEM amb 10% de FBS produeix que les proteines del serum inactivin la tripsina i es subministrin
suficients ions Ca?" i Mg? per tal que 'EDTA no pugui segrestar la totalitat d’ions presents.

Protocol:

- Eliminar el medi per aspiracié amb una pipeta de vidre estéril connectada a una bomba de buit. No deixar que les
cél-lules s’assequin.

- Rentat amb 10 mL de tampd fosfat PBS. Tapar i remenar suaument el flascd.

- Aspiracié del tampo mitjangant una pipeta de vidre estéril connectada a la bomba de buit.

- Afegir la solucié de tripsina-EDTA temperada previament a 372C en el bany d’aigua. Deixar actuar dins de I'incubador
a 372C durant 5 minuts.

- Observar les cel-lules al microscopi invertit. Si aquestes no es troben surant, colpejar els costats del flascé per tal
d’acabar de desenganxar les cel-lules. No exposar les cél-lules a la tripsina més temps del necessari.

- Neutralitzar rapidament I’accié de la tripsina-EDTA afegint 6 mL de medi DMEM 10% FBS. Resuspendre molt bé durant
el transcurs d’aquest pas.

- En el cas de que es vulgui realitzar un subcultiu, deixar aproximadament 1.5 mL dels 10 mL finals del flascé. Descartar
els mL restants i omplir el flascé inicial amb medi DMEM 10% FBS fins a 20 mL finals. Aquest procés cal repetir-ho cada
3 0 4 dies (segons el tipus cel-lular), per tal de mantenir les cél-lules en fase de creixement exponencial.
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3.3.3. Recompte cel-lular

3.3.3.1. Recompte per Cambra de Neubauer
Fonament de la técnica:

Per tal de poder quantificar el nombre de cel-lules presents en una suspensio, s’utilitza un portaobjectes d’uns
30 x 70 mm i 4 mm de gruix amb una petita depressié central; el qual és anomenat cambra de Neubauer
(Figura 3). Aquesta presenta a la part central una quadricula de 3 x 3 mm en la qual es realitza el comptatge
de 4 arees d’1 mm? de superficie cadascuna. Per sobre d’aquesta quadricula és on es col-loca el cubreobjectes
per tal d’observar la preparacid al microscopi optic invertit.

Per tal de poder distingir entre cél-lules vives i mortes, s’utilitza el colorant Trypan Blue Solution (0,4%), on les
cél-lules mortes es trobaran tenyides de blau a causa de la pérdua d’integritat de membrana, fet que ocasiona
I’entrada del colorant. En relacié al recompte cel-lular, aquest es realitza a partir de la mitjana aritmética del
nombre de cél-lules entre les 4 arees quantificades. Per tal d’obtenir la concentracid total en la suspensié
cel-lular, s’haura de tenir en compte el volum comprés entre cada area i el cubreobjectes (0,1 mm?3) i la dilucid
realitzada en el recompte amb el colorant.

Protocol:

- Tripsinitzacié de les cél-lules PC3 (veure punt 3.3.2).

- Centrifugar el medi amb les cel-lules recollides en el tub falcon a 1500 rpm durant 5 minuts en una centrifuga
refrigerada.

- Eliminar el sobrenedant amb una pipeta de vidre acoblada a una bomba de buit. Resuspendre el pellet en sec.
Resuspendre novament el pellet amb 5 mL de medi DMEM 10% FBS.

- Posaren un tub eppendorfde 1,5 mL 75 pL del colorant Trypan Blue i 25 uL de la suspensié cel-lular obtinguda (dilucié
1:4). Homogeneitzar la barreja.

- Col-locar un cubreobjectes sobre el portaobjectes de la cambra de Neubauer.

- Agafar 10 pL de la barreja amb Trypan Blue preparada anteriorment i dipositar-la entre el portaobjectes i el
cubreobjectes de la cambra. La barreja entrara a aquesta per capil-laritat.

- Escollir 'objectiu de 10x del microscopi i enfocar la quadricula. Comptar el nombre de cel-lules vives presents en els
16 quadres de les 4 arees utilitzades pel recompte.

- Determinar la concentracid total de cél-lules per mL de mostra a partir dels parametres plasmats a la férmula mostrada
a continuacioé:

N 2total de cel - lules xcel-lules 1mm3 1073 uL
mlL TToimm3 T 1aL (N iml

Figura 3: Quadricula de 3x3 mm present a la
Cambra de Neubauer, amb les quatre arees
utilitzades per a la realitzacié de la mitjana
aritmetica del recompte cel-lular. Extret de
Bastidas, 2009.
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3.3.3.2. Recompte per Scepter
Fonament de la técnica:

Scepter™ Handheld Automated Cell Counter és un comptador de cel-lules automatic que realitza el recompte
de qualsevol particula que, en passar pel sensor d’un sol Us amb un filtre de 40 uM de diametre acoblat a la
seva base, produeix un canvi en la resisténcia eléctrica, el qual pot ser quantificat com a recompte cel-lular. El
sensor permet realitzar un comptatge compres entre 50.000 — 1.500.000 cél-lules/mL. Només es realitzara el
recompte d’aquelles cél-lules que presentin la mida establerta dins del rang de diametres cel-lulars (8 um i 25
um), excloent aixi aquelles cél-lules aberrantment grans o petites. El volum minim total de mostra requerit pel
comptatge és de 100 pL.

Protocol:

- Tripsinitzacié de les cél-lules PC3 (veure punt 3.3.2.).

- Centrifugar el medi amb les cél-lules recollides en el tub falcon a 1500 rpm durant 5 minuts en una centrifuga
refrigerada.

- Eliminar el sobrenedant amb una pipeta de vidre acoblada a una bomba de buit. Resuspendre el pellet en sec.
Resuspendre novament el pellet amb 5 mL de medi DMEM 10% FBS.

- Realitzar dilucié 1:4 amb PBS en un tub eppendorf de 1,5mL (150 uL PBS + 50 pL suspensio cel-lular).

- Col‘locar el sensor de 40 uL a la base del Scepter.

- Submergir el sensor descrit dins de la suspensid cel-lular del tub eppendorf realitzat anteriorment. Esperar que
|"aparell realitzi el recompte total de les cel-lules en la mostra.

3.3.4. Assaig de proliferacio cel-lular MTT.

3.3.4.1. Activitat antiproliferativa dels possibles agents antitumorals
Fonament de la técnica:

L’estudi de I'activitat antiproliferativa mitjancant I'assaig MTT, és I'analisi més realitzat en el tractament de
cél-lules cancerigenes. La prova MTT consisteix en un assaig colorimeétric basat en la reduccié del Bromur de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazon (MTT). Aquesta s’origina a partir de I'enzim mitocondrial NADH
deshidrogenasa de cél-lules metabolicament actives, el qual transforma el MTT (compost hidrofobic de color
groc) en un compost violeta hidrofobic (formazan). La quantitat de cél-lules vives és proporcional a la quantitat
de formazan produit (major o menor intensitat de color), i aquest és secretar per les cel-lules en forma de
cristalls violetes que precipiten a la base dels pouets. Aquest parametre és quantificat a partir de la dissolucié
dels cristalls en un solvent organic (DMSO) i la posterior lectura de I'absorbancia per espectrofotometria en
cada pou a 570 nm, a partir lector de plaques (Lector Multi-Modal Synergy 4).

A partir de la tecnica descrita, es comprovara I'activitat antiproliferativa dels diferents compostos descrits a
diferents concentracions (Taula 2). A més, es realitzaran controls sense tractament a cada placa tractada
(descrits com el 100% de viabilitat cel-lular), i s’avaluaran els efectes del DMSO en la supervivéncia cel-lular
(vehicle dels diferents compostos organometal-lics) i de I'aigua (vehicle dels péptids sols).

Per tal de realitzar posteriors analisis estadistics, les diferents concentracions de cada compost seran testades
per triplicat. A partir dels resultats obtinguts, es podra donar el valor de ICso per cadascun dels possibles agents
antitumorals; valor corresponent a la concentracid necessaria per reduir el creixement cel-lular en un 50% in

vitro.
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Taula 2: Visualitzacio dels diferents compostos utilitzats a cadascuna de les concentracions avaluades per triplicat. S'indiquen, a més,
les concentracions dels diferents vehicles utilitzats (DMSO i H,0) per cada compost en concret.

COMPOSTOS CONCENTRACIONS AVALUADES
L 25 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1 pM
K 100 pM, 50 uM, 25 uM
9-K 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM
9-NLS-K 100 pM, 50 uM, 25 uM, 10 uM
Péptid 9 100 uM, 50 uM, 25 uM
Péptid 9-NLS 100 uM, 50 uM, 25 uM
Vehicles: LiK = 10% DMSO V-10: 100 pM,50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM
9-K = 17% DMSO V-17: 100 uM, 50 uM, 25 uM
9-NLS-K = 27% DMSO V-27: 100 uM, 50 uM, 25 uM
9i9-NLS = 100% H;0 V-H;0: 100 pM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 2.5 uM
Protocol:
Dia1l

- Observacié de les cél-lules en creixement exponencial en el microscopi optic invertit. Per tal de realitzar el
tractament aquestes hauran d’estar entre un 40% de confluencia.

- Tripsinitzacié i recompte cél-lules (per cambra de Neubauer o Scepter). Veure punts 3.3.2.i3.3.3.

- A partir del recompte efectuat es calculara el volum de suspensio cel-lular i medi DMEM 10% FBS necessari per tenir
una concentracié final de 6.000 cel-lules per pou si el tractament és fa I’endema. En el cas en que el temps d’espera
entre la sembra i els tractaments sigui de dos dies, realitzarem els calculs per tal de tenir una concentracié final de
4.000 cel-lules per pou.

- Introduir en un tub falcon els uL pertinents a la suspensio cel-lular i medi complet necessaris.

- Abocar la barreja anterior en una cubeta de plastic estéril. Mitjangant una pipeta multicanal, posar 100 uL/pou
d’aquesta en una placa de 96 pous totals. Resuspendre molt bé per tal de tenir una confluéncia homogenia de cel-lules
en cadascun dels pous a tractar. No utilitzar els pous dels extrems de la placa, ja que aquests poden ser susceptibles
a evaporacio.

- Incubar 24 hores (si la concentracio final és de 6.000 cel-lules/pou) o 48 hores (si la concentracio final és de 4.000
cél-lules/pou), en una atmosfera humida amb 95% d’aire i un 5% de CO,a 37°C.

Dia 2

Observacié al microscopi optic de ’lhomogeneitat de cél-lules/pou i I'adheréncia d’aquestes.

Preparacié de les dilucions pertinents de cada compost per cadascuna de les plaques de 96 a tractar. Abans de realitzar
el banc de dilucions, les concentracions més elevades (100 uM o 25 uM en el cas del compost L) seran filtrades
préviament amb una xeringa i filtre especials per a eppendorfs d’1,5 mL. D’aquesta manera s’evitaran possibles
contaminacions.

En el cas dels controls, vehicles i péptids sols, la filtraci6 esmentada no sera necessaria. Per a realitzar les
concentracions mare dels diferents vehicles, es posara el percentatge pertinent de DMSO (5%, 10%, 17% i 27%) amb
aigua miliQ esteril.
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Important: homogeneitzar molt bé les solucions cada vegada que es realitzi una dilucio.

- Aspiracié del medi de les cél-lules amb una agulla especial per a volums petits acoblada a la bomba de buit. Aquest
procés es realitzara per blocs, aspirant aquell medi dels pous d’aquell compost especific que s’introduira (no es poden
deixar les cél-lules molta estona sense medi).

- Introduir 100 pL/pou de cada tractament seguint el disseny de placa corresponent.

- Incubar la placa 48 hores a 372Ci 5 % de COa.

- Aspiracid del medi present en cada pou tractat.

- Rentat cel-lular amb 200 puL/pou de PBS. Posterior aspiracio.

- Posar en un tub falcon tapat amb paper de plata medi més MTT. Cada pou necessita 100 pL de medi amb 10 pde MTT.
Calcular el volum de cada compost necessari per a la totalitat de pous presents. Abocar la barreja final en una cubeta
esteril.

- Amb una pipeta multicanal, afegir 110 pL/pou. Realitzar 3 blancs per placa on només hi hagi la suspensié anterior,
sense cel-lules (aprofitar els pous ubicats als marges de les plaques que no han estat tractats en cap moment).

- Incubar 2 horesa372Ci5 % de CO,.

- Aspiracid del medi. Per a pous petits sempre s’utilitzara la agulla especial acoblada a la bomba de buit.

- Introduir 200 pL/pou de DMSO amb la pipeta multicanal.

- Lectura dels resultats a partir del lector de plaques i el programa gen 5.

3.3.4.2. Fotoactivacio dels compostos K, B i 9lys-B
Fonament de la técnica:

La fotoactivacié de complexos metal-lics és un dels camps d’investigacio actuals més importants, ja que podria

implicar el desenvolupament de farmacs i tractaments més selectius. L’absorcié de llum visible i ultraviolada
per diferents molécules pot influir drasticament en la seva reactivitat, produint una reaccié fotoquimica en el
centre del metall. Les molecules que es troben en estat excitat poden tenir diferents distribucions
electroniques en comparacié amb el seu estat basal, el que comporta també a diferents geometries, angles
d’enllag i longituds d’enllag. D’aquesta manera, la longitud de I’'enllag metall-lligand pot allargar-se quan el
complex es troba en el seu estat excitat, provocant I'alliberacié i I'intercanvi del lligand de manera més facil i
selectiva (Smith, N. A., & Sadler, P. J., 2013).

El procés de fotoactivacié en aquest projecte consisteix en I'exposicio de les cel-lules conjuntament amb els
tractaments a una llum LED que emet a A = 447 nm, separada a una distancia entre 2 i 3 centimetres de la
placa irradiada. Cal tenir en compte que la llum utilitzada només presenta la capacitat d’irradiar una superficie
total de 4 x 4 pous. Aquest procés és realitzat durant 1 hora, on a cada placa s’avalua: diferents concentracions
del compost en qiiestid, I'efecte del seu propi vehicle, i els pous control (només medi DMEM 10% FBS). La
comparacié entre les activitats dels diferents compostos es donara a partir de la realitzacié de les mateixes
plaques de 96 efectuades, sense ser exposades aquestes a I’'hora d’ irradiacié. De la mateixa manera que en
assajos anteriors, cada concentracio de cada tractament sera testat per triplicat (Taula 3).
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Taula 3: Compostos utilitzats en I'assaig de fotoactivacid, amb les diferents concentracions avaluades per triplicat. S'indiquen, a més,
les diferents concentracions analitzades del vehicle (DMSO) corresponents a cada compost.

COMPOSTOS CONCENTRACIONS AVALUADES
K 100 pM, 50 pM, 25 pM

B 100 uM, 50 pM, 25 pM, 10 pM, 5 uM, 2.5 pM
9lys-B 100 uM, 50 uM, 25 pM, 10 pM, 5 uM, 2.5 pM
Vehicle: KiB = 10% DMSO | 100 pM, 50 pM, 25 pM, 10 pM, 5 uM, 2.5 pM

9lys-B = 5% DMSO ' 100 puM, 50 uM, 25 pM, 10 UM, 5 uM, 2.5 uM
Protocol:

- El procediment a utilitzar és el mateix descrit per a I'apartat 3.3.4. La diferéncia entre aquests és trobada al final del
Dia 2, on les plaques a fotoirradiar seran incubades a 372Ci 5 % de CO,durant només 1 hora. Aquelles plagues control
no irradiades del mateix assaig si seran incubades en aquest punt les 48 hores descrites.

- Després de I'hora d’incubacid, es realitzara el muntatge de la lampada LED amb la placa en qiiestid. Retirar la tapa de
la placa sempre a I’hora de realitzar aquest pas. Deixar irradiar durant 1 hora.

Important: la llum de la cabina de flux laminar haura d’estar apagada durant el transcurs de I'assaig.
- Incubar la placa 48 hores a 372Ci 5 % de CO, una vegada la irradiacio ja s’hagi efectuat. Continuar amb el Dia 3.

3.3.5. Cinetica citotoxicitat cisplati vs compost L
Fonament de la técnica:

A partir d’'un nou métode de treball en cultius cel-lulars, s’utilitzara la maquinaria precisa (xCELLigence® RTCA
DP-Acea), per tal de simular un assaig MTT a temps real durant 72 hores.

L'aparell DP xCELLigence® Real-Time Cell Analysis (RTCA) utilitza la resisténcia electrica no invasiva per tal de
quantificar la proliferacid cel-lular, el canvi de morfologia i la qualitat de I'adhesié cél-lula-substrat a temps
real. A més, permet realitzar diferents cinétiques utilitzant una camera Boyden (E-Plate® 16) integrada
electronicament. Tres plaques electroniques independents permeten que els 16 pous totals siguin controlats
i supervisats en paral-lel o independentment entre si. L'aparell és col-locat en una incubadora de cultius
cel-lularsis’accionai controla a través d’un cable connectat a la unitat de control (ordinador portatil) localitzat
a fora de I'incubador.

S’analitzara la cinética d’actuacio del cisplatii el compost La 10 uM i 5 uM per duplicat. Es realitzaran mesures
a diferents temps durant la totalitat de I'assaig, fins arribar a les 72 hores propies d’un assaig MTT in vitro.

Protocol:

- Tripsinitzacié i recompte cel-lular per Scepter (veure punts 3.3.2. i 3.3.3.2.). Volem una concentracié final de 5.000
ceél-lules/pou. Barrejar el volum necessari de medi complet i suspensio cel-lular en un tub eppendorf de 2mL.

- Posar 50 plL inicials de medi complet/pou en una placa de 16 pous E-Plate®.

- Introduir 100 pL/pou de la suspensio cel-lular preparada. Les hores compreses entre el primer step de I'experiment
seran representatives de la proliferacié de les cel-lules PC3 sense cap tipus de tractament.

- Monotoritzacio dels diferents steps de I'experiment:
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o Step 1: Mesura cada 30 minuts durant 24 hores.
o Step 2: Analisi cada 15 minuts durant 24 hores.
o  Step 3: Analisi cada 5 minuts durant 24 hores.

- Al final de I'step 1 s’aturen les mesures per iniciar la cinetica de supervivéncia cel-lular. Preparar les dilucions
necessaries per als diferents compostos.

- Aspiracié del medi present a partir d’una agulla acoblada a la bomba de buit.

- Posar els tractaments segons el disseny de plaques (150 pL/pou). Iniciar I'step 2.

- Unavegada passades les segiients 48 hores, aturar I'experiment.

3.3.6. Citometria de flux

Fonament de la técnica:

La citometria de flux és una técnica basada en I'obtencié d’informacio sobre poblacions cel-lulars, a partir d’'un
estudi individualitzat d’'una mostra representativa del conjunt poblacional (10.000 cel-lules). La suspensid
cel-lular en solucié isotonica es fa passar a través d’un petit orifici, fent que aquestes passin d’una en una
formant part d’'una corrent continua, per una llum laser. Quan aquesta travessa una cel-lula pateix una
dispersid que pot ser evidenciada en un fotodetector, on el temps d’arribada dels fotons a aquest sera
proporcional al diametre i, per tant, al volum cel-lular (métode Side Scatter).

A partir de la técnica descrita, es pretén quantificar I’entrada dels peptids 9 i 9-NLS a l'interior de les cel-lules
PC3. Per tal de poder realitzar aquesta determinacié, ambdds péptids es trobaran units a una molécula
organica fluorescent (fluoresceina-5-isotiocianat). Aquest fluorocrom en ser estimulat per la llum laser del
citometre, emet llum de color verd (visible) (excitacid maxima a 495 nm i emissid maxima a 520 nm), que és
detectada per un detector especific del citometre de flux. Aquest procés permet I’estudi rigords de la quantitat
de fluorescéncia emesa per cel-lula, extrapolant aixi la quantitat de peptid present.

Protocol:
Dial

- Tripsinitzacidé i recompte cel-lular per cambra de Neubauer (veure punts 3.3.2. i 3.3.3.1). Volem una concentracio final
de 50.000 cél-lules/pou en una placa de 24 pous.

- Anpartir del recompte realitzat, calcular el volum de suspensio cel-lular i medi DMEM 10% FBS necessari per aconseguir
el nombre de cél-lules finals en cada pou estipulat.

- Passar 500 pL/pou de la suspensié anterior.

- Incubar 24 hores a 372Ci 5 % de CO,.

Dia 2

- Calcular i realitzar les dilucions dels peptids 9 i 9-NLS units a fluoresceina, obtenint de cadascun d’aquests les
concentracions finals a 10 uM i 50 uM.

- Eliminar el medi amb una agulla acoblada a la bomba de buit.

- Tractar per duplicat amb 250 pL/pou de cadascuna de les concentracions dels péptids per cada temps d’incubacio
requerida (1 hora i 3 hores). Realitzar controls amb medi DMEM 10% FBS per cadascuna de les hores d’exposici6 al
péptid.

- Incubar les cel-lules durant 1 o 3 hores, segons el tractament a quantificar.

- Passat el temps d’incubacio, retirar el medi dels pous aspirant amb una agulla estéril acoblada a la bomba de buit.

- Rentar cada pou amb 500 pL de PBS. Aspirar. Tractar cada pou amb 100 pL de Gibco® Trypsin-EDTA.

- Incubar durant 7 minuts a 37 2Ci 5% de CO..
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- Passat el temps requerit, confirmar que les cel-lules s’"han desenganxat de la superficie dels pous observant la placa al
microscopi invertit.

- Afegir 400 uL/pou de medi DMEM 10% FBS fred. Es molt important que el medi sigui fred per tal d’aturar el
metabolisme de les cél-lules i que no internalitzi més péptid 9 o 9-NLS.

- Recollir els 500 pL finals de cada pou en tubs eppendorf de 1,5 mL. Cal resuspendre molt bé durant la recollida de
mostra per tal d’assegurar-nos que es recullen totes les cél-lules presents en cada pou.

- Centrifugar els tubs eppendorf durant 10 minuts a 26000 rpm en una centrifuga refrigerada a 42C (Eppendorf —
centrifuge 5415R).

- Eliminar el sobrenadant per aspiracié amb una agulla esteril acoblada a la bomba de buit. Resuspendre el pellet en
sec. Resuspendre el pellet amb 300 uL de PBS amb un 2% de FBS fred.

- Posar tot el volum de cadascun dels eppendorfs en tubs de citometre (1 tub de citometre per cada eppendorf amb
tractament). Realitzar la lectura amb el citdmetre de flux (FACScalibur Becton Dickenson).

3.3.7. Microscopia Confocal de fluorescéncia
Fonament de la técnica:

La microscopia confocal de fluorescencia és el millor metode per visualitzar la colocalitzacié intracel-lular
de proteines. Aquesta técnica utilitza la il-luminacié puntual i un “pinhole” que permet I’eliminacié de la
informacié que es troba fora del pla focal. D’aquesta manera, s’obtenen imatges bi o tridimensionals, a
causa de la bona resolucié de I'eix X (Miyashita, 2004).

L'objectiu d’aquest estudi és visualitzar la localitzacié dels peptids 91 9-NLS a l'interior de les cél-lules. Per
tal de poder localitzar les diferents estructures, es realitza una tincié prévia de les mostres amb reactius
capacos d’emetre fluorescéncia. En aquest cas, s’utilitza el marcador Hoescht 3334, el qual presenta la
capacitat de travessar la membrana plasmatica de les cél-lules, arribar a nucli, i interaccionar amb la
cromatina. El seu espectre d’excitacié és el de la llum UV i el d’emissié es troba compres entre 460 - 490
nm (llum blava). A més, els péeptids 9 i 9-NLS, es troben marcats amb fluoresceina-5-isotiocianat, que
presenta el seu pic de maxima absorcié a 494 nm i el d’emissié a 521 nm.

Protocol:
Dial

- Tripsinitzacié de la linia cel-lular PC3 i recompte cel-lular per cambra de Neubauer (veure punts 3.3.2.i3.3.3.1.).

- Calcular el volum de suspensié cel-lular i medi necessaris per realitzar una sembra de 50.000 cél-lules/ pou en dues
plaques de 8 pous cadascuna (Lab-Kel brand products). Aquesta presenta una superficie de 0,7 cm? per pou.

- Incubar les plaques a 372Ci 5% de CO.,.

Dia 2

- Dissenyar de plaques: es tractaran les cel-lules amb cadascun dels péptids units al fluorocrom a 3 hores, 6 hores, 8
hores, a més de dos controls de medi DMEM 10% FBS.

- Realitzacid de les dilucions pertinents per aconseguir una concentracio final de cada péptid de 50 uM.

- Eliminar el medi amb una agulla estéril acoblada a la bomba de buit.

- Tractar les cél-lules amb 200 pL tractament/ pou en la incubacié pertinent a 15 hores de la placa de 24. Realitzar els
controls pertinents.
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Dia 3

- Aspiraci6 del medi a partir de I'agulla acoblada a la bomba de buit.

- Tractar les cél-lules amb 200 pL tractament/pou en les incubacions pertinents a 3, 6, 8, i 15 hores, incloent-hi controls.

- Una vegada acabades totes les incubacions, rentar amb 500 pL/pou de PBS fred. A partir d’aquest punt, les cél-lules
es trobaran sempre en gel i tapades amb paper de plata.

- Fixar les cel-lules amb paraformaldehid fred dissolt en PBS al 4% durant 12 minuts. El paraformaldehid interacciona
amb els grups amino de les proteines i els fixa, mantenint I'estructura natural de les proteines.

- Rentar amb 500 uL/pou de PBS fred.

- Rentar durant 5 minuts amb 500 pL/pou de PBS fred.

- Tenyir el nucli de les cél-lules amb 250 pL/pou de Hoescht dissolt en PBS 1/4000 (4 mL PBS + 1 uL Hoescht), fins a una
concentracio final de 5 pg/mL durant 15 minuts.

- Rentar amb 500 uL/pou de PBS fred.

- Repetir el rentat amb 500 pL/pou de PBS fred. Aspirar molt bé aquest Ultim rentat per tal que no quedin restes de PBS
a la superficie de cada pou.

- Extreure la part superior del muntatge en cadascuna de les plaques. Posar per cada pou un medi de muntatge especial
basat en anti-fading. Fixar els cubreobjectes amb esmalt d’ungles a la superficie dels portaobjectes.

- Observar les mostres al microscopi confocal de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti) (Serveis cientifico-técnics de la Udg).

3.4. Analisi estadistica

En aquest estudi, i a partir del compliment dels suposits de normalitat i homogeneitat de variancies, es van
realitzar multiples proves t-student (test paramétric) de comparacié de mitjanes per a mostres independents,
per tal de quantificar les diferencies entre els resultats obtinguts. La distribucié imposada en I'analisi va ser de
dues cues (distribucid bilateral), i presentava un interval de confianca del 95%.

Una vegada determinat el valor t a partir del programa IBM SPSS Statistics 23, es va utilitzar el valor p associat.
Si el valor p determinat és inferior al limit escollit per significanca estadistica (0.05), s’acceptara que les
diferéncies entre les mitjanes comparades son significativament diferents.

4. Resultats

4.1. Analisi comparatiu de I'activitat citotoxica de diferents compostos de Pt i Ru

Donat que els compostos utilitats son poc solubles en aigua, s’ha necessitat la utilitzacié d’un dissolvent
organic (DMSO) per tal de poder preparar les diferents solucions. Se sap que a determinades concentracions,
els dissolvents organics poden ser toxics per a les cél-lules. Per aquest motiu, en primer lloc es va analitzar
I’efecte del vehicle sobre la supervivencia cel-lular en les cel-lules PC3. Es va avaluar estadisticament les
diferéncies significatives entre les diverses concentracions dels vehicles emprats (DMSO i aigua) respecte al
control (cél-lules tractades Unicament amb medi DMEM 10% FBS). Cal remarcar que la supervivéncia cel-lular
en els pou control sempre es considera el 100% de proliferacio.

A la Figura 4, es troba representada la supervivencia cel-lular de les cél-lules PC3 respecte cadascun dels
vehicles utilitzats com a dissolvents, tant dels compostos, peptids, com dels conjugats analitzats
posteriorment. La tipologia dels grafics realitzats en els assajos de citotoxicitat son de tipus dosis-resposta.

Es van obtenir diferencies significatives (p <0.05) respecte el control en les concentracions de 100 UM i 50 uM
dels vehicles amb DMSO al 5%, 10%, 17% i 27%. Les concentracions restants no especificades de cadascun dels
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vehicles no presentaven una supervivéncia cel-lular significativament diferent respecte el control. Tot i aixo,
com que es va observar que el vehicle sol tenir un efecte sobre la proliferacié cel-lular en la majoria de
concentracions assajades, per tal de tractar uniformement el conjunt de dades es van normalitzar els resultats
i es van expressar com a percentatge relatiu a les mostres tractades amb el seu vehicle corresponent, en
comptes del control (tractat amb medi de cultiu Unicament). D’aquesta manera, es pretén visualitzar només
I’activitat ocasionada del propi compost, sense la interferéncia del seu vehicle (Chan et al., 2013).

Supervivencia cel-lular segons vehicle
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Figura 4: Comparativa del % de supervivencia cel-lular segons el tipus de vehicle emprat
(DMSO o aigua) en cadascun dels compostos analitzats en aquest estudi a diferents
concentracions. *p<0.05 respecte cél-lules control.

A la Figura 5, es troba representada la supervivencia cel-lular de les PC3 a partir dels tractaments amb els
compostos L, K i B a diferents concentracions, durant 48 hores. Les analisis estadistiques es van realitzar per
cada compost i concentracid, en comparativa amb el seu propi vehicle. Aquests mostraven que no hi ha un
efecte significatiu en la supervivéncia cel-lular de les cél-lules PC3 tractades amb els compostos K i B, mentre
que si que hi ha una disminucio significativa en la supervivéncia cel-lular (p <0.05) de les cel-lules tractades
amb el compost L a les concentracions de 25 pM, 10 UM i 5 uM.

Cal remarcar que estudis anteriors realitzats en el mateix grup de recerca mostraven una gran eficiéncia del
compost L, per aguest motiu les concentracions provades en aquest compost eren inferiors a la dels restants.

Supervivéncia cel-lular envers els compostos L, Ki B
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Figura 5: Comparativa del % de supervivencia cel-lular segons el tipus de tractament
(L, K o B) en I'assaig de citotoxicitat per la linia cel-lular PC3.*p<0.05 respecte el seu
vehicle.
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Donat que es va comprovar que el compost K no era actiu, es va voler assajar si la seva conjugacid a un peptid
portador com la Bombesina podria millorar la seva acumulacié cel-lular, i per tant la seva activitat
antiproliferativa. A la Figura 6 es troba representada la supervivencia cel-lular envers els péptids seleccionats
com a portadors (carriers) (péptids 9 i 9-NLS) i els seus pertinents conjugats. En relacié a I'efecte dels peptids
sols sobre la viabilitat cel-lular, no es van trobar diferencies significatives en comparacié amb el seu vehicle
(H20) (Figura 6A), el que indica que els efectes en la viabilitat cel-lular dels conjugats sén degudes al propi
compost, sense que els péptids interfereixin també en aquesta. A la Figura 6B, es van veure diferencies
significatives (p <0.05) en el compost 9-K a 100 UM i en el 9-NLS-K a 100 pM, 50 UM i 25 UM, respecte el
compost no vehiculitzat (compost K). Aquests resultats indicarien que el péptid 9 ajuda a I’entrada del compost
a altes concentracions, mentre que el péptid 9-NLS millora I'eficiencia d’entrada respecte el péptid anterior,
aconseguint aixi uns resultats de viabilitat cel-lular menors a concentracions més baixes.

A Supervivéncia cel-lular envers peptid 9 i 9-NLS B Supervivéncia cel-lular envers els compostos
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Figura 6: Supervivencia cel-lular (%) de les PC3 tractades durant 48 hores amb els peptids 9, 9-NLS (A), compost K i els seus respectius
conjugats (compostos 9-K i 9-K-NLS) (B). *p<0.05 respecte cel-lules tractades amb el compost K sense vehiculitzar.

4.2. Fotoactivacio dels compostos K, B i 9lys-B

En I'estudi mostrat a continuacid es va avaluar la capacitat de diferents compostos (K, B i 9lys-B) de ser
fotoactivables. Aquesta propietat és definida com la capacitat dels compostos a ser excitats a partir de la seva
exposicio a llum visible. Els possibles canvis en la seva estructura poden esdevenir crucials en la seva possible
activitat anticancerigena, passant de no exercir cap afecte sobre la viabilitat cel-lular a ocasionar una
disminucié important en aquesta. Estudis previs en la mateixa linia d’investigacid, van considerar que per tal
de veure diferéncies en la viabilitat cel-lular respecte els tractaments no irradiats, era necessari un temps
d’exposicié a irradiacié de 1 hora. A més, van establir la necessitat d’incubar 1 hora les cel-lules amb els
tractaments abans d’iniciar el procés de fotoactivacio.

En primer lloc, es va observar I'efecte de la fotoactivacié sobre les cél-lules tractades durant 48 hores,
observant-les al microscopi optic. A la Figura 7, es presenta la morfologia cel-lular en els tractaments control,
vehicle 10% DMSO, compost B a 100 i 50 pM, i el compost K a 100 pM. Entre aquests, s’observa una notable
diferencia entre la morfologia de les cél-lules tractades i irradiades amb el compost B a 100 i 50 UM amb les
restants. Les diferéncies morfologiques indiquen la seva perdua de conformitat de membrana i brillantor
propia, indicant la mort de les cel-lules PC3 en ambdds tractaments mostrats. Per tant, observant la mort de
les cel-lules al microscopi Optic, es confirmaria |’efecte citotoxic del compost B a dosis altes.
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Control Vehicle B [100] B [50] K [100]

No
Irradiat

Irradiat

Figura 7: Imatge comparativa de les cél-lules PC3 en I'assaig de fotoactivacié després de 48 hores de tractament. Diferenciacid entre els
diversos tractaments emprats segons s’hagi donat el procés d’irradiacié o no. Es destaquen en vermell cél-lules de les concentracions de
100i 50 M del compost B irradiat on gairebé el 100% de les mostrades es troben mortes. Imatge retocada a partir del programa Adobe
Photoshop CC.

Mitjancant assaigs MTT, es va voler comprovar si els compostos B i K incrementaven la seva activitat
antiproliferativa en ser irradiats (Figura 8B). Analitzant els resultats a 50 UM, només es van trobar diferencies
significatives en el compost de ruteni B, el qual passava d’una supervivencia cel-lular del 100% sense irradiar
a una supervivéncia del 19,17% quan les cél-lules s’irradien; excloent aixi la capacitat fotoactivable del compost
de plati K.

Un cop descrita la capacitat del compost B a ser fotoactivable, es va comprovar si la resposta a la fotoactivacio
es modificava en ser conjugat al péptid 9lys. D’aquesta manera, es van avaluar conjuntament I'activitat
citotoxica dels compostos B i 9lys-B segons si es realitzava o no la seva exposicidé a una llum LED (A = 447 nm).
Es van trobar diferéncies significatives (p <0.05) en ambdds compostos irradiats respecte els no irradiats en
les concentracions de 100, 50, 25 i 10 UM; confirmant aixi I’activitat citotoxica dels compostos B i 9lys-B tant
a altes com a baixes concentracions.
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Figura 8: Representacio grafica de la supervivéncia cel-lular en PC3 segons la seva exposicié o no a irradiacié en els tractaments amb els
compostos B i 9lys-B (A). Comparativa a 50 UM dels compostos B i K sobre I'activitat citotoxica en la linia cel-lular estudiada (B).
*p<0.05 respecte els compostos no irradiats.
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A partir dels resultats obtinguts, es va procedir a realitzar una analisi estadistica per tal de determinar si la
conjugacié del compost B amb el peptid 9lys ocasionava diferencies respecte els valors de viabilitat cel-lular
en els experiments de fotoactivacid. A partir dels resultats obtinguts, es confirma la presencia de diferéncies
significatives (p <0.05) entre els dos compostos en la concentracid de 25 uM, el que indica que I'efecte citotoxic
és mantingut a concentracions més baixes. Per tal d’apreciar aquestes diferencies, a la Taula 4 es poden
observar les mitjanes de viabilitat cel-lular (representades en %) després dels tractament amb els dos
compostos a 3 concentracions (100, 50 i 25 uM).

Taula 4: Mitjanes de la viabilitat cel-lular (%) en PC3 dels tractaments amb els compostos B i 9lys-B a diferents concentracions. Dades
pertinents a I'assaig de fotoactivacid.

Mitjana viabilitat cel-lular (%)

Compost B Irradiat Compost 9lys-B Irradiat
100 pMm 0,00 % 0,38 %
50 uM 19,17 % 15,33 %
25 UM 37,38% 19,91 %

A partir de la totalitat de resultats obtinguts en els apartats 4.1 i 4.2, es va calcular la concentracié requerida
per una inhibicié de la proliferacié cel-lular del 50% in vitro respecte el control, per cada compost. Estudis
anteriors (Chan et al., 2013) suggereixen considerar com no actius aquells compostos que presenten valors
d’ICso superiors a 50 UM. Es considera, per tant, que la dosi necessaria perqué el compost sigui actiu en aquests
casos és massa elevada per tal de ser utilitzada, ja que aquesta podria ocasionar multiples efectes secundaris
a I'organisme; motiu freqlient pel qual la quimioterapia és interrompuda (Fromberg et al., 2011). D’aquesta
manera, seran descartats aquells compostos que compleixin la caracteristica anterior, ja que la dosis
necessaria perqué el compost tingui un efecte sobre la viabilitat cel-lular és massa elevada per ser
subministrada.

Per tal d’obtenir els diferents valors d’ICso, es va realitzar una regressidé no lineal amb el software Graphpad
Prism 6. Previament, es va efectuar una transformacio logaritmica de la variable Concentracio (uM), a partir
de la qual el programa pot obtenir el valor d’ICso per cada compost introduit; obtenint aixi els resultats
mostrats a la Taula 5.

Taula 5: Valors d’ICso (M) de cadascun dels compostos analitzats. Es destaquen aquells valors inferiors a 50 uM en la comparativa.
Obtencio dels resultats a partir del programa Graphpad Prism 6.

ICs0 (LM)

L K 9-K 9-NLS-K B B IRR 9lys-B 9lys-B IRR

1,502 UM | >50 pM >50 UM >50 UM >50 UM 14,23UM | >50 uM 7,20 UM
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4.3. Estudi de la cinética d’actuacio dels compostos Li cisplati

Estudis en el mateix grup de recerca, estipulen que el valor d’ICso del farmac cisplati és de 2,5 UM (Martinez
et al., 2017). A partir de les dades d’ICso obtingudes, es va decidir analitzar a temps real la cinética d’un assaig
MTT complet entre el compost Li el cisplati. D’aquesta manera, es pretén analitzar si la cinética entre els dos
compostos és similar. Aquest fet implicaria la possible administracié del compost, ja que la seva actuacié seria
similar a la del cisplati; farmac utilitzat actualment en el tractament de multiples cancers. El seu
subministrament pero, es podria donar a dosis més baixes, ja que el seu valor d’ICso és inferior; fet que reduiria
el problema de la toxicitat. En aquest experiment, es van decidir provar les concentracions més baixes a les
quals es van trobar diferéncies significatives en I'assaig de citotoxicitat respecte el compost L (5 i 10 uUM)
(Figura 5).

El sistema RTCA utilitza una placa que conté microeléctrodes interdigitats, integrats en el fons de la placa. El
numero de cél-lules, viabilitat, morfologia i el grau d’adheréencia de les cel-lules en contacte amb els electrodes
afecta I'ambient ionic local, el que comporta a un increment de la impedancia del flux d’electrons. Aquest
factor és representat com a index cel-lular (Cl), el qual reflecteix el calcul, mitjangant un algoritme intern del
sistema, de la impedancia depenent de freqliéncia, en abséncia o preséncia de cél-lules adherides a la
superficie dels pous (Hernandez et al., 2016). A la Figura 9, es pot observar la cinética avaluada dels dos
compostos a 5 i 10 UM, respecte el control. Els resultats suggereixen que a 10 UM la cinética del cisplati és
més rapida, i per tant ocasiona una disminucié en la viabilitat cel-lular superior respecte el compost L. A5 UM
pero, les dues cinétiques es presenten de manera molt similar, fet que podria implicar el seu subministrament
a baixes dosis.

index cel-lular (Cl) segons tractament

Control
Compost L 10 uM
Cisplati 10 pM

Cell Index

Cell Index

Control
Compost L5 puM
Cisplati 5 pM

Time (in Hour)

Figura 9: Representacio de la cinética d’un assaig MTT complert a temps real. Avaluacié dels compostos L i cisplati
a 5i10 UM respecte el control a partir del Cl proporcionat pel propi sistema RTCA.
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4.4. Assaig d’internalitzacié per citometria de flux

A partir dels resultats obtinguts sobre la viabilitat cel-lular envers els conjugats 9-K i 9-NLS-K (Figura 6), es va
procedir a quantificar la capacitat d’entrada dels peptids 9 i 9-NLS marcats amb fluoresceina en les cel-lules
PC3. D’aquesta manera, es pretén avaluar la seva capacitat d’internalitzacié a partir del recompte de
fluorescéncia mitjana emesa per les cel-lules, mitjancant la citometria de flux. D’aquesta manera, es podra
extrapolar la quantitat de péptid que ha entrat dins de les cel-lules al final d’1 o 3 hores d’exposicid, respecte
el control; avaluant aixi la capacitat d’ambdds péeptids de dirigir els diferents compostos de manera selectiva.

A la Figura 10 es mostren els diferents pics (fluorescéncia mitjana emesa per les cél-lules PC3), de cadascun
dels péeptids a 10 UM i 50 UM, segons el temps d’exposicid. Entre aquests, el péptid 9-NLS és el que presenta
un pic d’absorbancia més desplacgat a I’eix de les X, indicant una major quantitat de fluorescéncia emesa, i per
tant una major internalitzacio d’aquest a I'interior de les cél-lules. A més, la seva internalitzacié mitjancant el
mecanisme d’endocitosi mediat per receptor, és augmentat en incrementar la seva concentracio i les hores a
les quals es troben exposats.

A la Figura 11, es troba representada la mitjana geomeétrica de la fluorescéncia emesa, la qual indica la
tendéncia central o valor tipic d’un conjunt de nombres, i no la suma d’aquests, tal i com representaria el
calcul de la mitjana normal.
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Figura 10: Comparativa en la capacitat d’internalitzacié dels péptids 9-F i 9-NLS-F a 10 i 50 UM, segons
si eren exposats a les cél-lules 1 o 3 hores.
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Figura 11: Mitjana geometrica de la intensitat de fluorescencia de les
cél-lules després dels tractaments amb els 9-F i 9-NLS-F a 10 i 50 pM.
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4.5. Observacio de la localitzacié cel-lular dels diferents peptids per microscopia de
fluorescencia

A través de microscopia de fluorescéncia, es va voler determinar la localitzacié dels peptids 9 i 9-NLS una
vegada aquests es trobessin a l'interior de la cel-lula. Concretament, es va comprovar si ambdéds péptids
arribaven a nucli, i si fos aixi, a quina hora després de I'inici del tractament es donava. Es important saber la
localitzacié dels carriers utilitzats per tal de poder confirmar si la conjugacié ocasiona que els compostos
arribin o0 no a nucli, i per tant puguin interaccionar amb el DNA; realitzant el seu efecte.

Les imatges van ser captades a través d’'una camera Nikon Eclipse Ti, realitzant a més una superposicidé de
plans per tal de poder veure les dues fluorescencies emeses a la vegada (distincid dels nuclis i els péptids
determinats). A la Figura 12, es poden observar les diverses imatges obtingudes a 10x en les diferents hores
d’exposicié a les quals les cel-lules han estat sotmeses als diferents péptids. Cal remarcar que les diferencies
en les coloracions blaves dels nuclis sdn degudes als diferents plans en els quals les cel-lules es troben

localitzades.

Observant el conjunt d’imatges obtingudes, es pot confirmar I'entrada d’ambdéds péptids a l'interior de la
cél-lula, tal com es va comprovar per citometria de flux. A més, la internalitzacié del peptid 9-NLS és clarament
major en la comparativa, ja que podem observar més fluorescencia emesa en les diferents hores quantificades.
Referent al temps d’exposicid, a 15 hores és on veiem una major quantitat de peptid intracel-lular; quantitat
excessiva per tal de poder determinar si arriba o no a nucli exactament. D’aquesta manera, es va catalogar a
8 hores com el millor temps d’exposicié per tal d’avaluar la seva possible localitzacié nuclear. En aquest punt,
es va escollir un determinat pla d’ambdues mostres a 8 hores, els quals mitjangant microscopia confocal, es
van obtenir imatges de talls transversals dels nuclis que van ser seleccionats (25 talls amb una separacio de 25
M). D’aquesta manera, s’obté una imatge 3D (eixos X, Y i Z, Figura 13) per cadascun dels péptids, en els quals
es mostra la localitzacio exacta d’aquests a 60x.

0 hores 3 hores

Péptid 9

Peptid 9-NLS

" 3 .
Figura 12: Representacio, mitjangant microscopia confocal de fluorescéncia, de la quantitat i localitzacié dels péptids 9-F i 9-NLS-F (verd-
fluoresceina) segons el temps d’exposicid en cél-lules PC3 (0 h, 3 h, 6 h, 8h, 15 h, nucli marcat en blau-Hoescht 3334). Imatges editades a partir
dels programes NIS-Elements Viewer 4.20 i ImageJ-win 64.1.

25



Treball de final de grau, 2017 — Grau en Biologia Inés Romero Pérez

Figura 13: Representacié per microscopia confocal de fluorescéncia 3D, de la localitzacio dels péptids 9-F i 9-NLS-F en PC3. Seguint els
eixos marcats dels nuclis tallats en seleccid, es destaca aquella fluorescéncia emesa (verd) que es troba localitzada entre la
fluorescéncia emesa pel propi nucli (blau). Imatges editades a partir dels programes NIS-Elements Viewer 4.20 i ImageJ-win 64.1.

5. Discussio

5.1. Discussio de resultats

El principal proposit d’aquest estudi ha estat I'avaluacié de I'activitat bioldgica de diversos compostos
organometal-lics com a possibles agents antitumorals, en cél-lules de cancer de prostata. Per tal d’endinsar-
nos en noves terapies dirigides, alguns dels compostos es trobaven units a un analeg de Bombesina i, a més,
en alguns casos a una seqiiencia NLS, mentre que altres tenien la capacitat de ser fotoactivables; incrementant
aixi la selectivitat dels compostos en contra de les cel-lules cancerigenes.

Estudis anteriors demostren que la utilitzacié de dissolvents organics tals com el DMSO, poden presentar
toxicitat al ser incubats amb cél-lules, la qual augmenta a mesura que la seva concentracid és incrementada.
S’ha descrit com a limit un 5% de DMSO per tal de no ocasionar efectes toxics en linies cel-lulars (Wu et al.,
2011). En aquest estudi, s’"ha demostrat que I'efecte del vehicle ocasiona un efecte citotoxic significatiu en les
cél-lules tractades a 100 i 50 UM en la totalitat de % quantificats. D’aquesta manera, cal tenir en compte el %
de DMSO utilitzat a I’'hora de dissoldre el compost, ja que una elevada concentracié d’aquest a la mostra pot
emmascarar la seva propia activitat.

Dels tres compostos analitzats (L, Ki B), s"ha comprovat que I'iinic agent amb activitat citotoxica és el compost
de plati L. La seva activitat citotoxica a estat confirmada a baixes concentracions (25 pM, 10 UM i 5 pM),
aprovant aixi la forta activitat del compost. Tal com s’expressa a la Figura 9, encara que la ICso del compost L
sigui inferior a la del cisplati, aquest ultim presenta un efecte sobre la viabilitat cel-lular molt més rapid a 10
UM. A 5 uM pero, la cinética en ambdds compostos és molt similar. Aquest resultat suggereix que en el cas
gue aquest pugui ser subministrat, seria necessaria una dosi menor respecte el cisplati, pero la rapida actuacié
gue aquest ultim ofereix seria conservada. Contrariament, no s’ha observat cap tipus d’influéncia en la
viabilitat cel-lular dels compostos K i B, fet que els descarta com a possibles agents antitumorals.
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Respecte a I'efecte de la conjugacid del compost K a un péptid portador, s’ha confirmat una disminucio en la
viabilitat cel-lular quan aquest es troba conjugat amb el peptid 9 a 100 UM, i a 100, 50 i 25 M quan aquest es
troba conjugat amb el peptid 9-NLS. No s’ha trobat cap evidéncia significativa que confirmés la influéncia dels
péptids sols sobre la propia viabilitat cel-lular. Tal com afirmen Arteaga de Murphy & Ferro-Flores, 2005, la
preséncia de péptids transportadors conjugats a possibles agents citotoxics incrementa la selectivitat cap a les
cel-lules canceroses, fet que podria influenciar en I'activitat del propi compost. En aquest cas, és evident que
la presencia del peptid analeg a la Bombesina conjuntament amb la seqiiéncia de localitzacié nuclear,
permeten al compost K una millora en la seva capacitat d’actuacié.

Estudis paral-lels amb plasmidis de DNA en la mateixa linia d’investigacio a la Universitat de Girona, confirmen
la interaccio del compost K amb el DNA, el qual indueix canvis en la seva conformacié (Martinez et al., 2017).
Aquesta evidéncia suggereix que el principal problema del compost K és la dificultat d’entrada a l'interior de
la cél-lula, problema que es podria solvatar a partir de la seva conjugacio als péeptids portadors. A partir de les
consideracions de Chan et al., 2013, no s’han considerat viables concentracions d’ICso superiors a 50 UM, ja
gue aquestes podrien ocasionar un efecte toxic important a I'organisme. Aquest fet exclouria com a possibles
agents antitumorals els compostos 9-K i 9-NLS-K, encara que la seva activitat hagi estat millorada respecte el
seu compost base.

A partir dels resultats mostrats a la Figura 8, s’ha demostrat que el procés de fotoactivacio indueix I'activitat
citotoxica del compost de ruteni B. Tal com s’explica a 'apartat 1.5, la presencia de lligands polypyridyl en la
seva estructura confereixen al compost la propietat esmentada.

A diferencia del compost K, el qual no presenta diferéncies en la seva activitat quan aquest és irradiat, el
compost B passa a un estat energeticament més actiu. Tal com afirma Dobrucki, J.W, 2001, aquest fet condueix
a la formacié d’oxigen singlet, el qual és una especie reactiva (ROS) que provoca el trencament de la cadena
de DNA per efecte nucleasa. A més, s’ha hipotetitzat que una concentracié elevada d’oxigen singlet ocasiona
una serie de processos que acaben produint danys a la membrana cel-lular. Aquest procés ocasiona la perdua
d’integritat de membrana i I'entrada del compost a les cél-lules. En aquest cas en concret, s’ha passat d’una
ICso superior a 50 UM, a un valor de 14,23 uM quan aquest ha estat fotoactivat. Aquest valor podria plantejar
al seu futur subministrament, ja que el fet que només sigui actiu en ser irradiat, faria possible un tractament
més controlat (irradiant només en el lloc en el qual les cel-lules cancerigenes sén localitzades) sense efectes
secundaris. A més, es va avaluar I'efecte de la conjugacié en el compost 9lys-B. Comparant els valors d’ICso
obtinguts, es va observar una disminucid significativa d’aquest (7,20 uM) en comparacié amb el compost B no
vehiculitzat. Aquests resultats reforcarien els efectes de la vehiculitzacié en els diversos agents antitumorals,
ja que aquests ocasionen que es produeixi un major efecte sobre la viabilitat cel-lular.

En referéncia a la quantificacié de I'entrada dels peptids 9 i 9-NLS, es va confirmar que el péptid 9 actua com
a bon analeg de la Bombesina en cel-lules PC3; linia cel-lular que presenta sobreexpressat el receptor GRP. A
més, la seva conjugacié amb la seqliencia NLS augmenta els nivells de peptid dins la cél-lula, sobretot a
concentracions de 50 uM a 3 hores d’exposicié. Respecte el peptid 9, a les Figures 12 i 13 s’observa que la
seva entrada és inferior a la del 9-NLS, a qualsevol de les hores quantificades.

Una vegada confirmada la capacitat d’entrada a I'interior de la cél-lula per part dels dos péptids, es va estudiar
a les 8 hores d’exposicid la seva localitzacié intracel-lular.

A 60x, s’observen péptids puntuals localitzats a I'interior del nucli, encara que la gran majoria presenten
posicio perinuclear. A diferéncia d’aquest, el péptid 9-NLS és localitzat amb més freqiieéncia a nucli, encara que
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també s’observen elevades acumulacions perinuclears. Per tant, la seqiéncia NLS augmenta l'eficiencia
d’entrada (a través d’endosomes), a causa de la seva carrega global positiva. La membrana plasmatica
presenta una carrega global negativa, fet que facilita I'atraccid i per tant I'entrada d’aquelles molecules amb
carrega oposada. A més, un cop dins de la cel-lula, la seqiiencia NLS ajuda al fet que el peptid s"acumuli a nucli,
ja que és capag de dirigir els diferents compostos fins a ell.

A partir de les dades extretes, s’estimen unes 8 hores d’exposicié per tal de poder tenir una entrada notable
de péptid 9-NLS. A hores inferiors d’exposicidé la quantitat de péptid visualitzat és extremadament baixa.
Aquests resultats indiquen que els péptids utilitzats en la vehiculitzacié d’agents antitumorals sén bons
candidats a ser utilitzats en noves quimioterapies, podent alliberar selectivament el farmac en cél-lules de
cancer de prostata.

5.2. Eticai sostenibilitat

La investigacié biomédica suposa el sacrifici cada any de milers d’animals per realitzar avencos en
I’experimentacid. En aquest estudi, s’han utilitzat models in vitro de cultius cel-lulars com a alternativa per tal
d’evitar el seu sacrifici innecessari; utilitzant aixi cél-lules facilment manipulables i renovables. En aquest cas
en concret, les cél-lules PC3 han estat extretes d’'un home de 62 anys, concretament de I'és com a lloc
metastasic. Si que és cert pero, que els cultius cel-lulars no poden reemplagar sempre els assajos in vivo, pero
és una alternativa valida en la majoria d’ocasions.

En relacié a la sostenibilitat, s"han complert les normes de seguretat de treball en el laboratori, i les normes
concretes de treball en cultius cel-lulars. S’ha seguit de manera rigorosa els pertinents protocols de separacié
i tractament de residus, dipositant aixi tot el material que hagi estat en contacte amb material biologic en els
seus respectius contenidors, els quals posteriorment sén recollits i incinerats.

6. Conclusions
According to the objectives of this project, the following conclusions can be drawn:

- In the study of the effect on the cell viability of organometallics compounds K, B and L, only the L
compound has been designated as a possible antitumor agent. Compounds K and B haven’t shown
any antiproliferative activity in the PC3 cell line.

- The conjugation of compounds K and B to a peptide analogue to Bombesin improves their
antiproliferative activity. Moreover, the addition of a nuclear localization sequence (NLS) to the
peptide sequence induces a notable increase in their antitumoral activity.

- Compound B has been identified as a potent photoactivable anticancer agent. The activity of the
compound, is improved by its conjugation to the Bombesin analogue (Slys-B).

- Compound L shows a fast response as an antitumoral agent, which is similar to kinetics of the drug
cisplatin at low concentrations. This property, together with an inferior ICso value, suggests that L is a
good pharmacologic candidate.

- It has been proved that the NLS sequence improve the internalization of peptide 9. In addition, the
entrance to the cell nucleus of both peptides has been verified, although in comparison, the NLS
sequence produces a major nuclear accumulation.
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