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En l'actualitat, la terapia farmacologica antineoplastica és un dels pilars del
tractament oncologic. Tot i aix0, molts dels agents quimioterapéutics tenen un
Us limitat com a conseqliéncia dels efectes adversos que produeixen i de les
resisténcies que desenvolupen les cél-lules tumorals a aquests tractaments.
Aix0 ha provocat que en els darrers anys s’hagi estat treballant extensament
amb l'objectiu de conéixer millor i poder minimitzar aquestes limitacions. Una
de les estratégies que s’ha desenvolupat per millorar la selectivitat per les
cel-lules tumorals, incrementar la concentracié de farmac al seu interior i
disminuir els efectes adversos en els pacients, es basa en unir farmacs amb
activitat antitumoral a agents vehiculitzadors que tenen els seus receptors
sobreexpressats en aquests tipus cel-lulars. En aquest context, la primera part
d’aquesta tesi s’ha basat en sintetitzar i caracteritzar conjugats formats per
complexes metal-lics amb potencial activitat antitumoral i molécules

vehiculitzadores, en concret, analegs de I'octreotide o del folat.

Pel qué fa als conjugats constituits per un analeg de I'octreotide, s’ha estudiat
la seva solubilitat, estabilitat i capacitat d’'unié al DNA i s’ha avaluat la seva
activitat biologica. Els resultats han demostrat que la majoria d’aquests
conjugats tenen la capacitat d’unir-se al DNA perd que només cinc dels set
conjugats analitzats presenten unes propietats de solubilitat i estabilitat que
permeten la seva posterior aplicacid en cultius cel-lulars. D’altra banda, I’estudi
de l'activitat citotoxica d’aquests compostos ha posat de manifest que la unié
entre el péptid vehiculitzador i el complex metal-lic comporta una pérdua de

I'activitat inicial del complex i ha demostrat, a més, que cal que els complexos



2 ’ Resum

metal-lics tinguin una elevada activitat citotoxica per tal que els conjugats
siguin actius. De fet, només un dels conjugats analitzats, el conjugat conformat
per un complex de ruteni Cj7, presenta una bona activitat antitumoral. Aquest
conjugat, pero, no té capacitat d’interaccionar amb el DNA, la qual cosa indica
gue actua a través d’un altre mecanisme d’accié. També s’ha comprovat que
I'analeg de l'octreotide utilitzat d’agent vehiculitzador internalitza en les
cel-lules tumorals seguint una cinética paral-lela a la de I'octreotide pero que
s’acumula menys al seu interior, fet que s’ha relacionat amb la menor afinitat
que presenta pels receptors de la somatostatina. La idoneitat de I'analeg
d’octreotide com a agent vehiculitzador s’ha confirmat en observar que
I'acumulacié de ruteni a l'interior de les cél-lules és més elevada pel conjugat
Cj7 que pel complex metal-lic sense conjugar, mostrant que la unié al péptid
provoca un efecte positiu en la internalitzacid del complex metal-lic. També
s’ha caracteritzat la localitzacid intracel-lular d’aquest peptid, indicant que
principalment s’acumula al citoplasma de la cel-lula pero que arriba al nucli en
una petita proporcié, fet que l'avala com a portador biologic d’agents
antitumorals dirigits a molécules del citosol i del nucli cel-lulars. Finalment,
I'analisi de I’activitat del conjugat Cj7 en linies cel-lulars amb diferents nivells
d’expressid del receptor d’octreotide ha demostrat que I'efecte citotoxic del
conjugat és directament proporcional a I'expressié del seu receptor, la qual

cosa indica que el peptid confereix selectivitat d’accid al complex de ruteni.

Pel que fa al conjugat constituit per un analeg de I'acid folic, el seu efecte com a
agent vehiculitzador s’ha analitzat unint-lo a un derivat del picoplati a través
d’una molécula de polietilenglicol. De nou, s’ha vist que aquesta unié provoca
una perdua de I'activitat citotoxica del complex metal-lic, el qual intrinsicament
presentava una activitat citotoxica moderada. Aquest fet reforga la importancia

d’utilitzar complexos metal-lics amb una elevada activitat citotoxica inicial per
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tal que el conjugat sintetitzat també sigui actiu. La disminucié en I|’activitat
detectada pel conjugat, també s’ha atribuit a la molecula de polietilenglicol
utilitzada per tal de millorar la solubilitat del conjugat final, ja que pot haver
limitat l'alliberacié del complex metal-lic. Aquest resultat ha indicat que
explorar noves moléecules enllacadores també és important per tal de millorar

I'activitat d’aquests tipus de conjugats.

Per altra banda, actualment hi ha un gran interés en coneixer els mecanismes a
través dels quals les cél-lules tumorals esdevenen resistents als agents
antitumorals. La segona part d’aquesta tesi s’ha centrat en l'estudi dels
mecanismes de resisténcia a les terapies dirigides a inhibir els receptors de la
familia del factor de creixement epidérmic (HER-EGF), la qual té un paper molt
rellevant en la patogénia de molts tumors i actualment és una important diana
en les terapies antitumorals. En concret, s’ha estudiat si el mecanisme de
resisténcia basat en la sobrexpressio i activacié de components de la via HER-
EGF alternatius a I'inhibit, esta involucrat en la resisténcia de les cel-lules de
cancer de prostata a aquests tractaments. Amb aquesta finalitat, inicialment
s’ha analitzat la importancia de la via HER-EGF en el manteniment del
creixement i la proliferacié cel-lulars en dues linies cel-lulars de cancer de
prostata androgen-independents, les DU-145 i les PC-3, demostrant que
expressen diversos receptors i lligands d’aquesta via i que poden créixer de
forma autonoma en un medi de cultiu amb un aport molt reduit de factors de
creixement exogens. A continuacid, s’ha demostrat que la sensibilitat de les
dues linies cel-lulars a tres inhibidors del EGFR (cetuximab, gefitinib i erlotinib)
és depenent de I'expressid del gen de la PTEN, ja que han resultat ser més
sensibles les cel-lules DU-145, que expressen aquest gen, que les cel-lules PC-3,
que no 'expressen. El tractament amb aquests farmacs també ha apuntat que

les cel-lules DU-145 i PC-3 adapten I'expressid dels receptors i lligands de la via
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HER-EGF després de bloquejar el receptor EGFR durant un periode curt de
temps; aquesta resposta també és depenent de I'expressié del gen de la PTEN,
fet que indica que la sobreexpressié de receptors i lligands d’aquesta via es
troba atenuada quan les vies de senyalitzacié que s’activen a través de 'EGFR
estan constitutivament activades. Finalment, el desenvolupament d’una linia
DU-145 resistent a I'erlotinib ha demostrat que en la resisténcia hi té un paper
molt important el receptor HER3, que és capag¢ d’activar aquesta via per tal de
mantenir la proliferacio cel-lular quan el receptor EGFR esta inhibit. Aquests
resultats indiquen que la inhibicié dual dels receptors HER3 i EGFR podria
millorar I'eficacia de les terapies actuals dirigides contra la familia HER-EGF en

el cancer de prostata.

En definitiva, els resultats obtinguts en aquesta tesi han proporcionat
coneixements que permeten millorar la selectivitat dels agents
guimioterapéutics basats en metalls de transicid i establir un mecanisme
involucrat en les resistencies als inhibidors del EGFR en el cancer de prostata,
fets que contribueixen a trobar alternatives terapeutiques més eficients pel

tractament del cancer.



Actualmente, la terapia farmacolégica antineoplasica es uno de los pilares en el
tratamiento  oncolégico. Sin embargo, muchos de los agentes
guimioterapéuticos tienen un uso limitado como consecuencia de los efectos
secundarios que producen y de las resistencias que desarrollan las células
tumorales a estos tratamientos. En los uUltimos afios se ha estado trabajando
extensamente con el objetivo de conocer mejor y poder minimizar estas
limitaciones. En este sentido, una de las estrategias desarrollada para mejorar
la selectividad hacia las células tumorales, incrementar la concentracién de
farmaco en su interior y disminuir los efectos adversos en los pacientes, se basa
en unir farmacos con actividad antitumoral a agentes vehiculitzadores que
tienen sus receptores sobreexpresados en estos tipos celulares. En este
contexto, la primera parte de esta tesis se ha basado en sintetizar y caracterizar
conjugados formados por complejos metdlicos con potencial actividad
antitumoral y moléculas vehiculitzadoras, en concreto, analogos del octreotide

o del folato.

En cuanto a los conjugados constituidos por un analogo del octreotide, se ha
estudiado su solubilidad, estabilidad y capacidad de uniédn al DNA y se ha
evaluado su actividad bioldgica. Los resultados han demostrado que la mayoria
de estos conjugados tienen la capacidad de unirse al DNA pero que sélo cinco
de los siete conjugados analizados presentan unas propiedades de solubilidad y
estabilidad que permiten su posterior aplicacidén en cultivos celulares. Por otra
parte, el estudio de la actividad citotdxica de estos compuestos ha puesto de

manifiesto que la unidn entre el péptido vehiculitzador y el complejo metalico
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conlleva una pérdida en la actividad inicial del complejo y ha demostrado que
estos complejos metalicos deben ser muy activos para que los conjugados
también sean activos. Asi, sélo uno de los conjugados analizados, el conjugado
conformado por el complejo de rutenio Cj7, presenta una buena actividad
antitumoral. Este conjugado, sin embargo, no tiene capacidad de interaccionar
con el ADN, lo que indica que realiza su actividad a través de otro mecanismo
de accién. También se ha comprobado que el andlogo de octreotide utilizado
de agente vehiculitzador internaliza en las células tumorales siguiendo una
cinética paralela a la del octreotide, pero con una menor acumulacidon dentro
de la célula debido a su menor afinidad por los receptores SSTR. La idoneidad
de dicho analogo como molécula vehiculizadora se ha confirmado observando
gue la acumulacién de rutenio en el interior de las células es mas elevada por el
conjugado Cj7 que por el complejo metdlico sin conjugar, sefialando que la
unién al péptido provoca un efecto positivo en la internalizaciéon del complejo
metdlico. También se ha caracterizado la localizacidn intracelular de este
péptido, demostrando que principalmente se acumula en el citoplasma de la
célula pero que llega al nicleo en una pequeiia proporciéon, lo que le avala
como portador biolégico de agentes antitumorales dirigidos a moléculas del
citosol y el nucleo celulares. Finalmente, el analisis de la actividad del
conjugado Cj7 en lineas celulares con diferentes niveles de expresiéon del
receptor de octreotide ha demostrado que el efecto citotédxico del conjugado es
directamente proporcional a la expresion de su receptor, lo que indica que el

péptido confiere selectividad de accién al complejo de rutenio.

En cuanto al conjugado formado por un analogo del acido fdlico, su efecto
como agente vehiculitzador se ha analizado uniéndolo a un derivado del
picoplatino a través de una molécula de polietilenglicol. De nuevo, se ha

observado que esta unién provoca una pérdida de la actividad citotdxica del
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complejo metalico, el cual intrinsicamente presentaba una actividad citotéxica
moderada. Este hecho refuerza la importancia de utilizar complejos metalicos
con una elevada actividad citotdxica inicial para que el conjugado sintetizado
también sea activo. La disminucién en la actividad detectada en el conjugado
también se ha atribuido a la molécula de polietilenglicol utilizada para mejorar
la solubilidad del conjugado final, ya que puede haber limitado la liberacidn del
complejo metalico. Este resultado indicd que explorar nuevas moléculas
enlazadoras también es importante para mejorar la actividad de estos tipos de

conjugados.

Por otra parte, actualmente también hay un gran interés en conocer los
mecanismos que permiten a las células tumorales desarrollar resistencias a los
agentes antitumorales. La segunda parte de esta tesis se ha centrado en el
estudio de los mecanismos de resistencia hacia las terapias dirigidas a inhibir
los receptores de la familia del factor de crecimiento epidérmico (HER-EGF), la
cual tiene un papel muy relevante en la patogenia de muchos tumores y
actualmente es una importante diana en las terapias antitumorales. En
concreto, se ha estudiado si el mecanismo de resistencia basado en la
sobreexpresion y activacion de componentes de la via HER-EGF alternativos al
inhibido, esta involucrado en la resistencia de las células de cancer de prdstata
a estos tratamientos. Con este fin, inicialmente se ha analizado la importancia
de la via HER-EGF en el mantenimiento del crecimiento y la proliferacion
celulares en dos lineas celulares de cdncer de prdstata andrégeno-
independientes, las DU-145 y las PC- 3, demostrando que expresan varios
receptores y ligandos de esta via y que pueden crecer de forma auténoma en
un medio de cultivo con un aporte muy reducido de factores de crecimiento

exogenos. A continuacion, se ha indicado que la sensibilidad de las dos lineas
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celulares a tres inhibidores del EGFR (cetuximab, gefitinib y erlotinib) es
dependiente de la expresidon del gen de la PTEN, ya que han resultado ser mas
sensibles las células DU-145, que expresan este gen, que las células PC-3, que
no la expresan. El tratamiento con estos fdrmacos también ha apuntado que las
células DU-145 y PC-3 adaptan la expresion de los receptores y ligandos de la
via HER-EGF después de bloquear el receptor EGFR durante un periodo corto de
tiempo; esta respuesta también es dependiente de la expresién del gen de la
PTEN, lo que indica que la sobreexpresién de receptores y ligandos de esta via
se encuentra atenuada cuando las vias de sefializacién iniciadas por el EGFR
estan constitutivamente activadas. Finalmente, mediante una linea DU-145
resistente al erlotinib se ha visto que en la resistencia tiene un papel muy
importante el receptor HER3, que es capaz de activar esta via para mantener la
proliferacién celular cuando el receptor EGFR estad inhibido. Estos resultados
indican que la inhibicién dual de los receptores HER3 y EGFR podria mejorar la
eficacia clinica de las terapias actuales dirigidas a inhibir la familia HER-EGF en

el cancer de prostata.

En definitiva, los resultados obtenidos en esta tesis han proporcionado
conocimientos que permiten mejorar la selectividad de agentes
guimioterapéuticos basados en metales de transicion y establecer un
mecanismo involucrado en las resistencias a los inhibidores del EGFR en el
cancer de préstata, lo que contribuye a encontrar alternativas terapéuticas mas

eficientes para el tratamiento del cancer.



At present, anti-cancer drug therapy is a mainstay of cancer treatment.
However, many chemotherapeutic agents are limited by their toxic side effects
and tumor cell resistance. Extensive work has recently been done to
understand and minimize these limitations. The synthesis of receptor-targeted
cytotoxic peptide conjugates is one of the strategies developed to increase the
efficacy of chemotherapeutic agents and reduce toxic side effects. The first part
of the thesis describes the synthesis and characterization of several metal-
peptide conjugates with antitumor potential using octreotide or folate analogs

as targeting molecules.

In a study of metal-peptide conjugates of octreotide or one of its analogs, we
have looked at their solubility, stability, DNA-binding ability and biological
activity. The results show that while most of these conjugates can bind DNA,
only five have solubility and stability properties that allow their subsequent
application in cell cultures. Moreover, the study of cytotoxic activity has shown
that the binding between the peptide and the metal complex leads to a loss of
initial activity of the complex and demonstrates the need to use metal
complexes with high cytotoxic activity to develop peptide-conjugates with
active biological properties. In fact, only one of the analyzed conjugates, the
one consisting of a ruthenium complex (conjugate Cj7), shows good cytotoxic
activity. However, this conjugate was unable to interact with DNA, indicating
that it carries out its activity through a different mechanism of action. In

addition, one of octreotide analogs seems to internalize inside the tumor cell
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with a parallel kinetics of octreotide, although with a lower capacity due to its
lower affinity to somatostatin receptors. These results were confirmed by
observing that the ruthenium accumulation inside cells is higher for the
conjugate Cj7 than for the metal complex, demonstrating that the peptide
binding has a positive effect on the internalization of the metal complex. We
have also characterized the intracellular localization of the peptide
demonstrating that it mainly accumulates in the cytoplasm of the cell but a
small proportion reaches the nucleus, which endorses it as a biological carrier
of antitumor agents targeting cytosol molecules and cell nuclei. Finally, the
analysis of the activity of conjugate Cj7 in cell lines with different levels of
octreotide receptor expression has shown that the cytotoxic effect of the
conjugate is directly proportional to the expression of its receptor, which
indicates that the peptide confers selectivity of action on the ruthenium

complex.

The folic acid conjugate has been synthesized by binding an analog of the
picoplatin complex to the folic acid through a polyethylene glycol molecule.
Again, the binding causes a loss of the already moderate cytotoxic activity of
the metal complex. This emphasizes the importance of using metal complexes
with high cytotoxic activity to obtain active conjugates. The decrease in the
activity detected by the conjugate has also been attributed to the polyethylene
glycol molecule used to improve the solubility of the conjugate, because it may
have limited the release of the metal complex. This result demonstrates the
importance of exploringe new linker molecules to enhance the activity of these

types of conjugates.
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Furthermore, there is currently great interest in learning about the mechanisms
through which tumor cells become resistant to chemotherapeutic drugs. The
second part of this thesis focuses on the study of therapy resistance
mechanisms aimed at inhibiting the receptors of the epidermal growth factor
(HER-EGF) family, which plays a very important role in the pathogenesis of
many tumors and is an important target for anticancer therapies. In particular,
we studied whether the resistance mechanism based on overexpression and
activation of alternative HER-pathway components is involved in inhibiting the
EGFR in prostate cancer. Initially, we analyzed the role of the HER-EGF pathway
in maintaining growth and cell proliferation in two androgen-independent
prostate cancer cell lines, DU-145 and PC- 3. We demonstrated that both cell
lines express several HER receptors and ligands and can grow in a medium with
a very low concentration of exogenous growth factors. Then, we showed that
the sensitivity of both cell lines to three EGFR inhibitors (cetuximab, gefitinib
and erlotinib) is dependent on the expression of the PTEN gene, as the DU-145
cells, which express this gene, are more sensitive than the PC-3 cells, which do
not. Treatment with these drugs also reveals that both cell lines adapt HER
receptor and ligand expression after blocking the EGFR for a short period of
time; this response is also PTEN-gene expression dependent, suggesting that
overexpression of HER receptors and ligands is reduced when the signaling
pathways activated by EGFR are constitutively activated. Finally, the
development of an erlotinib-resistant DU-145 line indicates that the HER3
receptor plays an important role in the resistance. This receptor is able to
activate this pathway to maintain proliferation when the EGFR receptor is
inhibited. These results show that the dual inhibition of EGFR and HER3 could
improve the efficacy of current cancer treatments that directly inhibit the EGF-

HER family in prostate cancer.
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In short, the results obtained in this thesis have provided knowledge to improve
the selectivity of transition metal chemotherapeutic agents and to establish a
mechanism involved in EGFR inhibitors resistance in prostate cancer, which are

relevant to finding more efficient alternative therapeutics for cancer treatment.
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Introduccié
El cancer

1.1 Elcancer

El cancer és, en [lactualitat, la principal causa de mort en els paisos
desenvolupats i la segona causa de mort en els paisos en vies de
desenvolupament WA Europa, segons dades de I'Organitzacié Mundial de la
Salut (WHO, World Human Organization), cada any apareixen més de 3 milions
de nous casos de cancer i moren, aproximadament, 1.7 milions de persones
degut a aquesta malaltia. Aquestes dades reflecteixen la importancia del cancer
en la salut publica i la necessitat de desenvolupar metodologies i terapies

eficients pel seu diagnostic i tractament.

El cancer inclou un grup de malalties caracteritzades per una divisid i
proliferacié anormal de les cel-lules provocades per un canvi en els mecanismes
de control del creixement cel-lular. Quan les cél-lules adquireixen aquesta
habilitat de proliferar en excés i sense control, es forma una acumulacié de
cél-lules que rep el nom de tumor o neoplasma. Els tumors es consideren
benignes quan les cél-lules neoplastiques es troben agrupades en una zona
localitzada i poden ser extirpades per cirurgia. D’altra banda, quan aquestes
cél-lules adquireixen la capacitat d’envair teixits del seu voltant, el tumor és
considerat maligne i s’anomena cancer. Les cél-lules canceroses tenen la
capacitat d’envair altres organs i teixits migrant a través del torrent sanguini o
els vasos limfatics formant metastasis que condueixen a I'aparicié de tumors

secundaris %3,

Existeixen molts tipus de tumors ja que aquests es classifiquen en funcié dels
teixits que afecten i de les cél-lules dels quals provenen. En tots els casos, pero,
el seu origen és monoclonal ja que provenen de la divisié anormal d’una Unica
cél-lula que pateix diversos canvis genétics que li permeten tenir un creixement

incontrolat. Aquestes anomalies poden ser degudes a canvis o mutacions en el
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seu material genetic o a canvis epigenetics que afecten la pauta d’expressid del
DNA ®%  Actualment, es coneixen dos tipus de gens relacionats amb el
desenvolupament de tumors: els oncogens i els gens supressors de tumors. Els
oncogens son gens que regulen la proliferacié cel-lular i que es troben activats
en les cél-lules tumorals; tenen el seu origen en l'alteracié d’uns gens de les
cel-lules normals, anomenats proto-oncogens, que estan relacionats amb
funcions reguladores del cicle i la divisié cel-lulars com, per exemple, els factors
de creixement o les proteines amb activitat quinasa. D’altra banda, els gens
supressors de tumors sén gens que exerceixen un control negatiu sobre la
proliferacié cel-lular, per la qual cosa, en les cél-lules tumorals es troben
desactivats; la funcié d’aquests gens esta relacionada amb el control del cicle
cel-lular, la diferenciacio, I'adhesié cel-lular, 'apoptosi i el manteniment de la

integritat genomica de les cél-lules *©.

En el procés de desenvolupament d’un tumor, les cel-lules evolucionen
progressivament a un estat neoplastic a través de deu alteracions essencials
1) aconseguint una proliferacié incrementada i sostinguda a través de factors
de creixement provinents de la propia cél-lula, de la matriu extracel-lular o
d’una altra cel-lula; 2) sent insensibles als senyals inhibidors del creixement; 3)
evadint els senyals d’apoptosi; 4) adquirint un potencial replicatiu il-limitat; 5)
aconseguint la capacitat de crear nous vasos sanguinis (angiogénesi); 6) envaint
i metastatitzant altres teixits; 7) reprogramant el metabolisme energeétic; 8)
evadint la destruccié6 immunitaria; 9) presentant una gran inestabilitat
gendmica i capacitat de mutacié i 10) adquirint factors de la inflamacié que

facilitin el seu desenvolupament (figura 1.1)

. En conjunt, totes aquestes
alteracions confereixen unes propietats a les cél-lules tumorals que fan molt

dificil el tractament i eradicacié de les neoplasies malignes.
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Figura 1.1. Alteracions essencials en el cancer @,

1.2 Eltractament oncologic

El tractament oncologic té com a objectiu principal eradicar totes les cel-lules
tumorals de I'organisme amb la finalitat de curar definitivament el pacient. En
alguns casos en que la cura no és possible, també és utilitzat per tal de pal-liar o
millorar els simptomes de la malaltia i per preservar la qualitat de vida del
pacient. En I'actualitat, el tractament del cancer es caracteritza per utilitzar tres
eines fonamentals que, soles o en combinacid, permeten establir la millor
estrategia terapéutica per cada tipus de tumor: la cirurgia oncologica, la

radioterapia oncologica i la terapia farmacologica antineoplastica.
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1.2.1 Eltractament quirirgic del cancer

La cirurgia ha estat durant molt de temps I'Unica estratégia considerada
curativa pel tractament oncologic i, actualment, continua tenint una gran
importancia en el tractament de la majoria de tumors solids. Tot i aixd, només
és efectiva en un 40% dels pacients, ja que en molts dels malalts es
desenvolupa una forma metastasica del tumor que no pot ser eliminada amb
aquesta intervencio © En aquests casos, pero, la cirurgia continua tenint un
paper molt important ja que pot ser utilitzada amb I'objectiu de fer un control
local del tumor, preservar la funcié dels organs afectats, obtenir informacid de
I’estatge del tumor o facilitar el seu tractament amb terapies posteriors, com la

radioterapia i la terapia farmacologica @

1.2.2  laradioterapia oncologica

La radioterapia permet fer el diagnostic i el tractament del pacient oncologic a
través de la irradiacié de la zona tumoral mitjangant radiacions ionitzants. Les
radiacions sén una forma fisica de tractament que trenquen el DNA i generen
radicals lliures a partir de les molécules d’aigua que es troben a l'interior de la
cel-lula, la qual cosa danya les membranes cel-lulars, les proteines i els organuls
de les cellules i comporta, finalment, la mort cel-lular. Actualment,
I’administracié de la radiacié pel tractament de tumors es pot fer en forma de
fotons (raigs X i raigs gamma), que és la forma més freqlientment utilitzada, o
en forma de particules (protons, neutrons i electrons). La radioterapia és una
tecnica molt complexa, ja que a més de considerar el tipus de radiacié també
cal tenir presents parametres com el volum de la irradiacid, la dosis o el temps

de irradiacié, que dependran del pacient i del tipus de tumor a tractar (58),
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En el tractament antineoplastic, la radioterapia pot ser utilitzada amb finalitats
curatives, adjuvants o pal-liatives. La radioterapia amb finalitats curatives
permet fer la cura de I'Grgan irradiat conservant la seva fisiologia i, en molts
casos, la seva funcié. D’altra banda, la radioterapia amb finalitats adjuvants
s’utilitza després de la cirurgia o la quimioterapia amb I'objectiu de millorar el
control local de la malaltia i disminuir, aixi, el risc de recaiguda. Per ultim, la
radioterapia amb finalitats pal-liatives s’utilitzara per millorar Ia
simptomatologia en determinades situacions com, per exemple, per control-lar
el dolor en les metastasis 0ssies o per millorar els simptomes neurologics en les

metastasis cerebrals .

1.2.3 laterapiafarmacologica antineoplastica

La terapia farmacologica antineoplastica es basa en el tractament del pacient
mitjancant farmacs amb I'objectiu d’eradicar les cel-lules tumorals de
I'organisme. En I'actualitat, s’utilitza sola o en combinacié amb la cirurgia i la
radioterapia per tal de disminuir el volum inicial del tumor, fer un control local
de la malaltia, eliminar les metastasis que s’hagin desenvolupat o alleujar

algunes manifestacions de la malaltia com, per exemple, el dolor.

Actualment, els farmacs utilitzats en el tractament antitumoral es classifiquen
en quatre grups principals: els agents quimioterapics convencionals, els agents
utilitzats en la terapia hormonal, els agents utilitzats en la terapia dirigida i els

agents utilitzats en la terapia bioldgica o immunoterapia ©.

- Els agents quimioterapics convencionals van ser els primers farmacs

utilitzats en el tractament oncologic. Es classifiquen en funcié de si actuen
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sobre el DNA (a través d’'una forma directa o indirecta) o si s’uneixen als
microtubuls de la cel-lula.

Entre els farmacs que actuen sobre el DNA a través d’una accié directa es
troben els compostos alquilants, els inhibidors de les topoisomerases i els
antibiotics antitumorals. Els agents alquilants (taula 1.1, A) sén un grup de
farmacs que es caracteritzen per originar uns intermediaris més reactius que
interaccionen covalentment amb les bases del DNA. A través d’aquest
mecanisme, impedeixen que les cel-lules puguin fer la replicacié normal del
DNA o la divisio cel-lular i activen vies cel-lulars que conduiran a I'apoptosi
de la cél-lula. Els inhibidors de les topoisomerases (taula 1.1, A) actuen
sobre aquests enzims impedint que es dugui a terme la correcta relaxacié de
la molecula del DNA, per la qual cosa, afecten la seva replicacidé i
transcripcié. Els antibiotics antitumorals (taula 1.1, A) sén unes substancies
produides per bacteris que indueixen unes lesions al DNA que comporten la

parada del cicle cel-lular®®.

En la classificacié dels farmacs antitumorals,
alguns d’aquests antibiotics antitumorals (com les antraciclines i les
actinomicines) es classifiquen com a inhibidors de les topoisomerases ja
que, tot i ser produides per bacteris, actuen inhibint aquests enzims ©.

Pel que fa als agents que actuen sobre el DNA a través d’una accid indirecta,
es troben els antimetabolits (taula 1.1, A). Els antimetabolits es
caracteritzen per tenir una estructura similar als precursors de les purines i
les pirimidines, per la qual cosa, interfereixen en la biosintesi d’aquestes
molécules i provoquen canvis en el temps i en la progressio de la sintesi del
DNA.

D’altra banda, dins de la quimioterapia convencional també es troben els

agents antimicrotibuls (taula 1.1, A). Aquests tipus de compostos duen a

terme la seva accidé unint-se als microtubuls de la cél-lula a través de
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diferents mecanismes, fet que acaba provocant uns canvis en aquestes

estructures que impedeixen que es pugui culminar el cicle cel-lular.

La terapia hormonal és una estrategia utilitzada pel tractament de cancers

gue tenen un creixement depenent de les hormones, com el cancer de
mama, el de prostata o el d’ovari. L'objectiu de la terapia hormonal és
modificar o inhibir I'efecte que fan les hormones sobre el creixement i el
desenvolupament d’aquests tumors per tal de parar el creixement de les
cel-lules neoplastiques o, fins i tot, provocar-ne la mort.

Actualment s’utilitzen diferents farmacs i estrategies en la terapia hormonal.
Aguests es classifiquen, en funcié del seu mecanisme d’accid, en terapies
additives (taula 1.1, B) quan es basen en I'administracido d’analegs dels
estrogens, els androgens, els progestagens, els corticoides o la
somatostatina; en terapies competitives (taula 1.1, B) quan es basen en
I'administracié de moduladors selectius del receptor d’estrogens (SERM,
selective estrogen receptor modulator), d’antiestrogens purs i
d’antiandrogens; i en terapies inhibidores (taula 1.1, B) quan s’utilitzen
inhibidors de I'aromatasa i analegs dels factors alliberadors de I’hormona

luteinitzant (LH-RH, luteinizing hormone releasing hormone)(s).

La terapia dirigida és una estratégia utilitzada en el tractament oncologic
que ha sorgit gracies als avencgos realitzats en el coneixement de la biologia
de les cel-lules tumorals. Aquests avencos han permes descriure vies
imprescindibles pel creixement i el desenvolupament de les cel-lules
tumorals relacionades amb la seva capacitat de proliferar de forma
incontrolada, d’evadir els mecanismes de mort cel-lular i el sistema
immunoldgic i amb la seva capacitat d’invasié i de metastasi . La terapia

dirigida es basa en el disseny de farmacs que actuen sobre moléecules que
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tenen un paper essencial en aquests processos perd que no es troben tan
expressades en les cél-lules normals, la qual cosa permet que aquests agents
tinguin una accié especifica sobre les cel-lules canceroses. En I'actualitat,
diversos d’aquests farmacs tenen el seu Us aprovat en clinica, com les
molécules petites inhibidores de I'activitat tirosina quinasa de determinats
receptors, els inhibidors de la histona deacetilasa i la DNA metiltransferasa i

els inhibidors del proteasoma®.

Les molécules petites inhibidores de I’activitat tirosina quinasa (taula 1.1,
C) es caracteritzen per bloquejar les vies de transduccid de la senyal de
diversos receptors en inhibir la seva activitat tirosina quinasa. Aquest
bloqueig provoca una parada en el creixement de les cel-lules tumorals o
activa mecanismes que indueixen la seva apoptosi (10)

Els inhibidors de la histona deacetilasa i la DNA metiltransferasa (taula 1.1,
C) inhibeixen I'activitat d’'uns enzims que regulen |'activitat de determinats
gens involucrats en I'aparicid i el desenvolupament d’alguns tipus de tumors

1L12) ver la qual cosa, restauren el control del cicle cel-lular i la senyalitzacié

de I'apoptosi en aquestes cel-lules neoplastiques ©.

Els inhibidors del proteasoma (taula 1.1, C) actuen inhibint el sistema
ubiquitina-proteasoma, un sistema involucrat en la degradacié de diverses

proteines com les que controlen el cicle cel-lular, I'apoptosi, la reparacio del

(13)

DNA i la resposta a I'estres, entre d’altres "', La seva inhibicié s’ha associat

amb la prevencié de la degradacié d’aquestes proteines, fet que comporta
una parada en el cicle cel-lular i I'activacié del mecanisme de la mort

cel-lular programada en les cél-lules neoplastiques Gl
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La terapia biologica (també anomenada immunoterapia) es basa en

I"administracié de substancies que es troben a I'organisme de forma natural,
com els anticossos, les citoquines o les seqiieéncies antisentit, amb |'objectiu
d’activar i potenciar la resposta immunologica del pacient perqué reconegui

13 Alguns d’aquests farmacs tenen

les cel-lules tumorals que I'afecten
elements en comu amb els agents utilitzats en la terapia dirigida, ja que
reconeixen molécules especifiques de la cel-lula i bloquegen la seva accid.
Actualment s’estan utilitzant diversos tipus de terapies per tal d’activar la
immunitat antitumoral, entre les quals és important destacar els anticossos
monoclonals i les citoquines ' (taula 1.1, D).

Els anticossos monoclonals realitzen la seva activitat unint-se a la molecula
especifica per la qual han estat dissenyats. A través d’aquesta unid, I'anticos

indueix la inhibicio i la neutralitzacid de la molécula on es troba unit o activa

la resposta immunologica del pacient, provocant I'activacié del sistema de

(15,16)

complement i/o del mecanisme de citotoxicitat mediat per la cél-lula
Pel que fa a les citoquines, el seu Us en la terapia antitumoral s’ha relacionat
amb el paper que tenen en la resposta immunoldgica de [Ihoste.
Actualment, estan sent utilitzades en clinica l'interferé-a (INF-a) i la

interleucina-2 (IL-2) ).

En I'actualitat, doncs, existeixen un elevat nombre de farmacs i multiples

estrategies per atacar la cel-lula neoplastica, pero la majoria d’aquests agents

presenten limitacions ®) Una d’aquestes limitacions esta relacionada amb la

baixa selectivitat que tenen per les cél-lules neoplastiques, ja que aix0 provoca

I'afectacio d’altres tipus cel-lulars i I’aparicio d’efectes adversos en els pacients.

Una altra limitacid s’ha relacionat amb el desenvolupament de resisténcies per

les cel-lules tumorals, fet que comporta que agents que inicialment sén efectius
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sobre les cél-lules canceroses, deixin de ser-ho. Aquests fets han provocat que
la recerca antitumoral actual estigui molt dirigida a desenvolupar nous
compostos que permetin atacar les cel-lules neoplastiques selectivament i que
hi hagi un gran interés en establir els mecanismes a través dels quals les
cél-lules tumorals esdevenen resistents a les terapies, ja que aix0 permetria

trobar alternatives terapeutiques més eficients pel tractament del cancer.

1.3 Lavehiculitzacié de farmacs en el tractament oncologic

La terapia dirigida és una estratégia molt prometedora per tal de millorar
I’especificitat dels farmacs antitumorals i minimitzar els seus efectes adversos.
Una de les alternatives que inclou es basa en la unié d’'un compost antitumoral
a un agent vehiculitzador que té els seus receptors sobreexpressats en les
cél-lules tumorals amb I'objectiu de dirigir especificament el farmac amb accid
citotoxica a I'interior d’aquestes cél-lules *”. Amb el disseny i I'estudi d’aquests
compostos es pretén millorar algunes de les limitacions dels agents utilitzats en
el tractament oncologic convencional com, per exemple, els complexos

metal-lics.

1.3.1  Els compostos metal-lics com a farmacs antitumorals

En l'actualitat, els compostos que contenen un atom de plati com a element
central son el grup de farmacs més utilitzat en la terapia antitumoral ©.
Aguests farmacs, sols o en combinacié amb altres agents quimioterapeutics,
son pilars en el tractament de diversos tipus de cancers com els del tracte

respiratori, els del tracte gastrointestinal, els ginecologics o els del tracte

27
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genitourinari i, a més, sén elements clau per al tractament d’alguns tipus de
limfomes i per als cancers infantils ©*®. Tot i aix0, el seu Us és limitat degut als
efectes adversos que provoquen i al desenvolupament de resisténcies per part
de les cél-lules tumorals, la qual cosa comporta que es continuin estudiant nous
compostos de plati o d’altres metalls de transicid per tal de millorar algunes de

les seves propietats com, per exemple, I'especificitat o la via d’administracio

(19,20)

1.3.1.1  Es compostos de plati

El cis-diaminodicloroplati (cis-[Pt'Cl,(NH;),], també conegut com a cisplati
(figura 1.2), és un senzill compost de plati (Il) format per un atom de plati unit a
dos atoms de clor i a dos grups amino que té el seu Us aprovat en clinica pel
tractament dels tumors de bufeta, de testicle, d’ovari, de cap i coll, el cervical i

alguns tipus de limfoma ®*%%%,

Per tal de dur a terme la seva accio, el cisplati és activat a l'interior de la cél-lula
mitjangant un mecanisme de substitucid dels seus lligands clorur per molecules
d’aigua. Aquest mecanisme, que depen de la concentracié de ions clorur,
permet que sigui administrat per via intravenosa i que arribi a la cel-lula pel
torrent sanguini de forma inalterada, ja que I'elevada concentracié de ions

@2 Una

clorur que es troba en la sang (~100 mM) impedeix que s’hidrolitzi
elevada proporcié del cisplati administrat, pero, no dura a terme la seva accié,
ja que aproximadament el 90% del cisplati que es troba en sang és eliminat a
través de la seva unid a algunes proteines plasmatiques com, per exemple,
I'albimina. Per tal d’accedir a l'interior de la cél-lula el cisplati utilitza

principalment mecanismes de difusid passiva; tot i aixo, també internatitza a

través d’algunes proteines transportadores, com els transportadors de coure
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2329 Un cop a I'espai intracel-lular, la baixa concentracié de ions clorur del

citoplasma (~20 mM) provoca que el cisplati s’hidrolitzi i canvii una o dues

molécules de clor per molécules d’aigua

, la qual cosa genera les espécies
monohidratada [PtCI(H,0)(NHs),]" i dihidratada [Pt(H,0),(NHs),]** que sén molt

més reactives i interaccionen amb biomolécules com el DNA, 'RNA o algunes

proteines (26)
0]
0]
Clo,, “NH;Z HaN_ 0O
"t Pt
~ N /7
Cl NH HaN e 5
Cisplati o
Carboplati Oxaliplati
NH; o)\o Hs
. N cl, T .N
Pt. _Pt,
2 B Cl é N
Cl [ \( H,
=
Picoplati Satraplati

Figura 1.2. Estructura quimica de farmacs antitumorals analegs de plati utilitzats en
clinica en I'actualitat (part superior) o avaluats en assaigs clinics (part inferior).

L'activitat citotoxica del cisplati es deu a la seva interaccié amb el DNA, ja que
provoca uns canvis en la seva estructura que interfereixen en el cicle cel-lular i
activen mecanismes de mort cel-lular. El seu efecte s’ha relacionat,
principalment, amb la interaccié que s’estableix entre I'atom de plati i la posicié
N7 de les bases de guanina, fet que genera adductes bifuncionals entre dues
guanines intracatenaries (representen el 60-65% de les lesions), entre una
guanina i una adenosina intracatenaries (20-25% de les lesions) o entre dues

) (27,28)

guanines intercaternaries (5% de les lesions ; en un percentatge molt

menor (<1%), a més, es formen adductes bifuncionals intracadena o adductes

29
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9 E| mecanisme

monofuncionals entre el cisplati i el DNA o algunes proteines
concret a través del qual es produeix la mort cel-lular, pero, encara no esta
totalment establert. En aquest procés, sembla que hi juguen un paper molt
important les proteines que reconeixen i s’uneixen al DNA lesionat després

(@832 ja que eviten que el dany produit pel

d’interaccionar amb el cisplati
cisplati sigui reparat i, per tant, impedeixen que tinguin lloc processos cel-lulars
com la replicacié i la transcripcid i provoquen que s’activin vies de transduccié
de la senyal implicades en el procés d’apoptosi i amb I'allargament de la fase
G2 del cicle cel-lular, la qual cosa comportara, finalment, la mort de la cél-lula

per apoptosi ®?.

Actualment, el cisplati té un paper molt important en la terapia oncologica pero
el seu Us en clinica és limitat ja que no pot ser administrat per via oral, algunes
cel-lules tumorals es tornen resistents a aquesta farmac i, degut a la seva baixa
selectivitat, produeix efectes adversos com la nefrotoxicitat, I'ototoxicitat, la
neurotoxicitat, nausees i vomits ®>3*. Aquestes limitacions han promogut que
hagi augmentat I'interes per tal d’establir quins sén els principals mecanismes
implicats en I'aparicidé de resisténcies i de buscar alternatives que siguin menys
toxiques, que tinguin una activitat similar a aquest compost i que permetin

millorar la seva via d’administracio.

Pel qué fa als mecanismes de resistencia, aquests es classifiquen en funcié de si

impedeixen la unié entre el cisplati i el DNA o si permeten reparar el dany

ocasionat per aquest farmac (figura 1.3) . Per tal d’impedir la unié del cisplati

al DNA, s’han descrit mecanismes que disminueixen I'entrada a l'interior de la

cél-lula a través d’una reduccié en I'expressid dels receptors implicats, com el
(36,37).

receptor del coure Ctrl ; mecanismes que augmenten els nivells de

molécules que contenen grups tiol al citoplasma (com el glutatié o les
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metal-loproteases) que interaccionen amb el cisplati i inhibeixen les seves

funcions ®®*%; i mecanismes que augmenten el flux de sortida del cisplati a

I’exterior de la cel-lula a través de determinats transportadors, com les ATPases

ATP7A i ATP78B 374142

Difusié Bilf:-i“ Excrecio
2 ‘ Metalotionina e
Cl., .NH, P3ssVa

P \ 2
'\ 5lu | Cys
CI/ \NHa “ Glu | Cy: ‘G'\y
\\\- /1 Glutatio Sortida
Entrada * Cl.,  «NH3 Cl.,, — NHj ATP7A @ i
—_—

CTR1 Pt _ ‘Pt .
o SNH;  H,07 | TSNH, ATP7E ATPTB

'O,
X Citocrom C
(g

Q

Mitocondri

Figura 1.3. Mecanismes de resisténcia de la cel-lula tumoral al cisplati. La cel-lula
tumoral desenvolupa mecanimes diversos per tornar-se resistent al cisplati: redueix
I'expressio de receptors implicats en I'entrada del cisplati, com el receptor del coure
Ctrl (A); augmenta nivells d’espécies que contenen tiols al citoplasma, com el glutatié o
les metal-loproteases (B); augmenta el flux de sortida del cisplati a I'exterior de la
cel-lula a través de determinats transportadors, com les ATPases ATP7A i ATP7B (C);
modifica les vies de senyalitzacié implicades en I'apoptosi (D); perd mecanismes de
reparacié per mismatch (E); millora els mecanismes de replicacié (F); o millora els
mecanismes de reparacié del DNA (G) (19)

D’altra banda, entre els mecanismes basats en reparar el dany exercit pel

cisplati sobre el DNA, alguns es basen en millorar la reparacié del DNA i
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eliminar els adductes formats a través dels sistemes normals de reparacié (com
I’excisié de nucleotids, I'escissié de bases, la reparacio per desaparellament i la
reparacid del trencament de la doble cadena de DNA), mentre que els altres es
basen en augmentar la tolerancia de les cél-lules a aquests adductes a través de

la perdua dels mecanismes de reparacié per desaparallament “s3)

, la qual cosa
es tradueix en una disminucié de I'apoptosi, una millora en els mecanismes de
replicacié i una disminucid en I'expressié o en la pérdua de vies de senyalitzacio

implicades en 'apoptosi .

En relacié al desenvolupament de nous farmacs, el primer compost alternatiu al
cisplati que es va utilitzar va ser el carboplati. El carboplati (cis-diamino-[1,1-
ciclobutandicarboxilat (2-)]-0,0'-plati(ll), figura 1.2) és un analeg del cisplati
més estable ja que presenta uns lligands que s’hidrolitzen més lentament i que
donen lloc a un farmac que és menys reactiu i menys toxic que el cisplati. El
carboplati presenta un espectre d’activitat similar i menys efectes adversos que
el seu precursor, la qual cosa permet administrar-lo en aquells pacients que sén
intolerants al cisplati. Tot i aix0o, el carboplati també presenta algunes
limitacions, ja que el seu Us s’ha relacionat amb [I'aparici6 d’efectes
mieolosupressors, requereix ser administrat a una concentracié entre 20 i 40
vegades superior que la utilitzada pel cisplati, és menys actiu que el cisplati en

alguns tipus de tumor i, a més, presenta resistéencia creuada amb el cisplati

(18,45)

Un altre farmac que té el seu Us aprovat en clinica és I'oxaliplati (1,2-
diaminociclohexa-oxalat-plati(ll), figura 1.2) un compost de Pt(ll) de tercera

generacié que té activitat sobre tumors que sén insensibles al cisplati o al

(18,46)

carboplati i que té un espectre de resistencia diferent Aquestes
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diferéncies sén degudes al fet que l'oxaliplati indueix la formacié d’uns
adductes sobre el DNA que es reconeixen i processen diferent que els formats

pel cisplati i el carboplati &4

. En I'actualitat I'oxaliplati s’utilitza en clinica pel
tractament del cancer de colon avangat i metastatic, tot i que també s’esta
. . ’ . N [ s . (18,47,48) 1.
estudiant el seu Us en els tumors d’ovari, gastric i esofagic . L'Us de
I’oxaliplati també s’ha relacionat amb I'aparacié d’efectes adversos, sobretot de

neuropaties motores i sensorials “9),

El picoplati (cis-aminodicloro(2-metilpiridina)plati(ll), figura 1.2) és un altre
complex de Pt(ll) que esta sent avaluat en assaigs clinics i que va ser dissenyat
per superar alguns dels mecanismes de resisténcia descrits pel cisplati. El
picoplati presenta un lligand 2-metilpiridina a la seva estructura que li confereix
un major impediment estéric al voltant de I'atom de plati, fet que li permet
formar uns adductes més voluminosos sobre el DNA que no poden ser reparats
mitjancant les proteines reparadores del DNA i, a més, limita la inactivacié del
picoplati a través de molécules detoxificants, com el glutati6 o les

metal-loproteases (*#1%%°

. Actualment s’esta estudiant I’Us del picoplati, sol o
en combinacié amb altres farmacs, en el tractament d’alguns tipus de cancer
com el de pulmé i el d’ovari, la qual cosa ha demostrat que presenta una bona
activitat en el tractament d’aquests tipus de tumors i que té menys efectes
adversos que altres compostos de plati; el seu Us, pero, s’ha relacionat amb

I'aparicié de trombocitopénia i neutropénia'***?,

D’altra banda, l'interés per trobar farmacs que puguin ser administrats per via
oral i que presentin una major efectivitat i menys efectes adversos que els
compostos de Pt(Il), ha promogut el desenvolupament de complexos de Pt(IV).

Aguests complexos es caracteritzen per ser molt més inerts que els compostos
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de Pt(ll), per la qual cosa, tenen una major capacitat d’arribar intactes a la
diana cel-lular i mostren menys efectes adversos Y. Tot i que inicialment sén
inactius, a I'organisme sén reduits a l'interior o a I'exterior de la cél-lula per

(52,53)

molecules com I'acid ascorbic, el GSH o les metal-loproteines , fet que

genera la corresponent especie activa de Pt(ll) que s’unira al DNA i realitzara

Iactivitat citotoxica ©**.

La utilitzacié d’aquests complexos resulta molt
interessant ja que al tenir dos lligands més que les espécies de Pt(ll), poden
incorporar grups en la seva estructura per tal de millorar determinades
caracteristiques, com la via d’administracié, els efectes secundaris o la

Y Fins al moment cap d’aquests

selectivitat per les cél-lules tumorals
compostos ha sigut aprovat en clinica, pero alguns, com el satraplati, estan sent
avaluats en assaigs clinics. El satraplati (bis-acetat-amino-diclor-
ciclohexilamina-plati(IV), figura 1.2) és un derivat del carboplati que presenta
una bona absorcié per via oral, té menys efectes secundaris que el cisplati i el
carboplati i és actiu en el tractament del cancer de prostata refractari a la
terapia hormonal, per la qual cosa, s’estan duent a terme nous assaigs per

comprovar la seva eficacia en el tractament d’altres tipus de tumors *&°%°7).

A més dels compostos de plati, en les darreres décades han anat adquirint
importancia els compostos basats en la utilitzacié d’altres metalls de transicid,
com el ruteni, I'osmi, I'or, el tecneci, el reni i el coure, ja que al tenir propietats
diferents de les del plati, actuen sobre les cél-lules tumorals a través d’altres
mecanismes d’accid. Aquestes estratégies s’estan convertint en terapies
alternatives per aquells cancers que han desenvolupat resisténcies al cisplati o

per aquells tumors pels quals el cisplati i els seus derivats no sén efectius (58-60)
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1.3.1.2  Eiscompostos de ruteni

El ruteni és un metall de transicié del mateix grup del plati que presenta unes
caracteristiques molt adequades pel desenvolupament de compostos amb
activitat antitumoral “**?. Entre aquestes caracteristiques destaca, en primer
lloc, que presenta una cinetica de bescanvi de lIligand lenta molt similar a
I'observada pel cisplati, la qual cosa li dona una elevada estabilitat cinética i
condiciona els seus processos d’activacio i desactivacid, fets que estan molt
relacionats amb la seva activitat biologica ®®. Per altra banda, al presentar una
geometria de coordinacié octaedrica diferent de la del plati (que és plana-
quadrada) duu a terme la seva activitat a través de mecanismes d’accid
diferents, la qual cosa li permet ser actiu en cel-lules tumorals que no responen

als compostos de plati ¥

. Una altra propietat interessant del ruteni és que,
fisiologicament, es troba en tres estats d’oxidacio (Ru(ll), Ru(lll) i Ru(IV)), dels
quals, el Ru(lll) és I'estat predominant pero és relativament inactiu i el Ru(ll) és
I’estat més reactiu; aixd ha permes sintetitzar compostos de Ru(lll) i Ru(lV) que
s’activen a l'interior de les cél-lules tumorals a través del mecanisme “activacio
per reduccié”, que té lloc com a conseqliéncia de les condicions de la cel-lula
(baixa concentracio d’oxigen, elevats nivells de glutatié i pH acid) i que permet
acumular i activar els complexos de ruteni al seu interior ®*. Una altra propietat
que facilita I'entrada del ruteni a 'interior de les cel-lules tumorals és que pot
unir-se a transportadors com la transferrina, una proteina que es troba
sobreexpressada en les cel-lules tumorals amb la finalitat d’augmentar

I’acumulacié de ferro al seu interior >

. A més, alguns d’aquests complexos
tenen la capacitat d’inhibir el trencament de les unions entre les cél-lules
tumorals i, per tant, inhibeixen el seu poder d’invasid, migracio i re-adhesio a
un nou substrat, caracteristiques que els fan més eficagos contra les metastasis

tumorals que contra els tumors primaris .
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Pel qué fa al seu mecanisme d’accid, la majoria de compostos de ruteni

s'uneixen al DNA a través d’adductes i distorsions diferents dels del cisplati i

(60)

altres compostos de plati per la qual cosa, tenen un mecanisme d’accié

diferent. El seu efecte, a més, s’ha relacionat amb la interaccié que estableixen

amb determinades proteines, com la topoisomerasa Il, la catepsina B, la

(60,67)

tioredoxina reductasa o algunes metal-loproteases , i amb la cadena de

transport d’electrons .

H;C -
% _0O HN_ -~
HsCh“S% ~ N W
N
Clu,, | ; WCl Clo,, | oCl HN/ e

H w
CI/ \CI ( Ci/ \CI
Rl

NAMI-A KP1019

Figura 1.4. Estructura quimica del NAMI-A i el KP1019, dos analegs de ruteni que estan
sent avaluats en assaigs clinics en I'actualitat.

En els darrers anys s’han desenvolupat diversos grups de complexos de ruteni
que presenten lligands com el dimetilsulfoxid (DMSO, dimethyl sulfoxide), el
grup polipiridil o alguns grups arena, units a Ru(ll) o Ru(lll) ®®. Un grup molt
destacable és el qué presenta el Ru(lll) unit a grups heterociclics o grups arena,
ja que en formen part el trans-[tetracloro(dimetilsulfoxid)-(1H-imidazol)
rutenat(lll)] (NAMI-A) i el trans-[(tetracloro)bis-(1H-indazol)rutenat(lll)]
(KP1019) (figura 1.4), els dos unics complexos de ruteni que estan sent avaluats

en assaigs clinics. EIl NAMI-A és un compost de Ru(lll) coordinat al DMSO i a
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I'imidazol que, a través de diferents mecanismes /°7%

, prevé la formacio de
metastasis i n’inhibeix el creixement 777, D’altra banda, el KP1019 és un
complex de Ru(lll) amb dues molécules d’indazol coordinades al centre
metal-lic ¢ que es caracteritza per provocar un efecte citotoxic directe sobre
les cél-lules a través de diferents mecanismes 779 Aquestes caracteristiques
i els satisfactoris resultats obtinguts en assaigs preclinics amb el NAMI-A i el
KP1019 han promogut la seva entrada en assaigs clinics, la qual cosa ha

demostrat el seu bon perfil de seguretat en humans 882

e cy "

pC N
(ST
]

Figura 1.5. Estructura quimica general dels arenocomplexos de Ru(ll) amb estructura
tipus: A) [(n°-areno)RuCl(en)]" i B) RAPTA.

Un altre grup d’arenocomplexos de Ru(ll) amb una bona activitat antitumoral
tenen I'estructura general [(n®-areno)Ru(Z)(X)(Y)] (on Z és un grup sortint i X i Y
sén dos lligands). Dins d’aquest grup destaquen els [(n°-areno)RuCl(en)]* (en =

etilendiamina) (figura 1.5), que tenen una activitat citotoxica comparable o fins

(83,84)

i tot superior a la del cisplati , i els complexos RAPTA (figura 1.5), que

(85)

presenten una bona activitat citotoxica i sén antimetastatics ™. L'efecte

d’aquests complexos de Ru(ll) s’ha relacionat, basicament, amb la seva accié
(86) . T, . . .
sobre el DNA ™", encara que també actuen inhibint alguns enzims i proteines

que intervenen en la progressié i el desenvolupament del cancer, com la

N (87) (88)

tioredoxina reductasa, la catepsina i el glutatio S-transferasa
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1.3.1.3  Els compostos d’osmi

L'osmi és un altre metall de transicié que s’esta estudiant en la terapia
antitumoral. Inicialment no va ser tant considerat com el ruteni, tot i ser el seu
congenere més lleuger, degut a la toxicitat que s’havia relacionat a I'osmi
(sobretot al compost 0sO,) €0) § al fet gue és més inert que altres metalls de
transicio *°. Tot i aixd, els bons resultats obtinguts amb els complexos de ruteni
i les caracteristiques diferencials que presenta I'osmi en relacié a altres metalls,
han promogut el seu estudi ja que introdueix nous mecanismes d’accié per
atacar les cel-lules. Un d’aquests mecanismes es deu justament al fet que, al ser
més inert, presenta unes reaccions de substitucié molt més lentes i una cinética
de bescanvi de lligand diferent a la d’altres metalls de transicio, fet que li

permet unir-se a les bases de guanina a través d’un mecanisme alternatiu %%,

Actualment s’han desenvolupat diversos complexos d’osmi, alguns dels quals
sén analegs dels compostos de ruteni NAMI-A o KP1019 que tenen una activitat
citotoxica similar o superior a la dels analegs de ruteni originals ®*°. A més,
també s’ha estat treballant en un grup d’areno complexos d’Os(ll) amb
I'estructura general [(n°-areno)Os(Z)(XY)] (on XY és un lligand i Z un bon grup
sortint). Aquests complexos presenten una molt bona activitat citotoxica fins i
tot en linies cel-lulars resistents al cisplati, fet que ha indicat que tenen un

mecanisme d’acci6 diferent al dels complexos de plati convencionals #%%.
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1.3.2  Molécules vehiculitzadores de farmacs antitumorals

Les cel-lules tumorals sobreexpressen diverses molécules en comparacié amb
les corresponents cel-lules normals. Entre aquestes molecules s’inclouen alguns
receptors de factors de creixement, com el receptor del factor de creixement
epidermic (EGFR, epidermal growth factor receptor) o el receptor del factor de
creixement fibroblastic (FGFR, fibroblast growth factor receptor), la
transferrina, la interleucina-13, el receptor de la somatostatina (SSTR,
somatostatin receptor) o el receptor dels folats (FR, folate receptor) °**°.
Aquests receptors han esdevingut dianes en el tractament oncologic i han
permeés desenvolupar diverses estrategies, una de les quals es basa en conjugar
un lligand d’aquests receptors a un radiondclid o un farmac antitumoral amb
I'objectiu de visualitzar o tractar, respectivament, els tumors que

(97)

sobreexpressen el receptor ©". En els darrers anys s’han estudiat diverses

molécules transportadores, com els analegs de la somatostatina (SST,

99200 que, units a radionuclids o a farmacs

somatostatin) ©® i lacid folic
antineoplastics, han demostrat la seva capacitat per dirigir aquestes terapies a

I'interior de les cél-lules tumorals.

1.3.2.1 laviadelasomatostatina

La somatostatina (SST, SMS), és un polipeptid ciclic que pertany a la familia dels
neuropeptids i que es troba present a I'organisme en dos isotipus, la SST-14
(formada per 14 aminoacids) i la SST-28 (formada per 28 aminoacids), una

extensié N-terminal de la SST-14 (figura 1.6).
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Figura 1.6. Estructura quimica dels dos isotipus de somatostatina, la SST-14 i la SST-28
(101)

La SST desenvolupa diferents funcions a I'organisme, perd la més important i
coneguda és que inhibeix la secrecié de ’lhormona del creixement (GH, growth
hormone), la prolactina, la tirotropina, moltes hormones del tracte
gastrointestinal (com la gastrina, la neurotensina o la secretina), el glucagé, la
insulina i el polipeptid pancreatic. A més, té funcions inhibidores de I'activitat
exocrina de les glandules salivals, de la mucosa gastrointestinal, dels acins
pancreatics i del fetge, inhibeix I'absorcié d’alguns nutrients i ions, modifica la
motilitat intestinal i alguns parametres renals, modula activitats del sistema
nervidés central relacionades amb la cognicié i la locomocié i té efectes

antiproliferatius *°>%%,

La SST realitza les seves funcions unint-se als seus cinc receptors, anomenats
SSTR-1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4 i SSTR-5. Els SSTR pertanyen a la superfamilia de
receptors acoblats a la proteina G i estan formats per una cadena polipeptidica
simple amb un domini extracel-lular responsable de la unié al lligand, un domini
intracel-lular acoblat a la proteina G que media la transduccié de la senyal a

(103)

I'interior de la ceél-lula i set dominis transmembrana . Aquests receptors
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tenen entre un 40 i un 50 % d’homologia i es diferencien, basicament, pels seus
extrems amino- i carboxi-terminals, la qual cosa explica les seves diferencies en
relacié a I'especificitat d’unié al lligand i en la modulacid de les rutes de

senyalitzacié intracel-lular *%20%

. Tots cinc receptors presenten una elevada
afinitat tant per la SST-14 com per la SST-28, pero els receptors SSTR1-4
mostren més afinitat per la SST-14 i el receptor SSTR5, per la SST-28 (105 peg|
qgue fa a les rutes que modulen, cada receptor regula especificament diverses

vies (1%

pero, en general, tots cinc modulen rutes com la via de les
serina/treonina i tirosina fosfatases, la via de I'adenilat ciclasa i la via de la
proteina quinasa activada per mitogen (MAPK, mitogen-activated protein
kinases). Per altra banda, la unié del lligand al receptor pot induir la formacié

R (106)

d’homo i heterodimers entre els diferents SST i la internalitzacio dels

receptors SSTR2, 3,4 i 5 "%

Els SSTR es troben expressats en el pancreas, el pulmd, I'estémac, els ronyons,

la glandula tiroides, el cervell i Vintesti prim ©&%2%)

A més, estan
sobreexpressats de forma aberrant en diversos tipus de tumors
neuroendrocrins i no neuroendocrins com els de pulmd, el gastrointestinal, el
pancreatic, el pituitari, el medul-lar, el de prostata, el de mama, el colorectal, el
d’ovari o el de cérvix; a més, també es troben sobreexpressats en els vasos

©4%) piversos estudis han demostrat que en cada tumor

sanguinis angiogenics
es pot trobar expressat més d’un tipus de SSTR perd que la seva sobreepressid
no és homogeénia, ja que molts tumors sobreexpressen el SSTR2, alguns

expressen els receptors SSTR1, SSTR3 i SSTR5, i pocs expressen el SSTR4 (98,107)

El descobriment que la SST inhibeix la proliferacié cel-lular i que alguns dels

seus receptors es troben sobreexpressats en determinats tipus de tumors va
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(108)

promoure la seva avaluacié com a agent antitumoral Les seves

caracteristiques, pero, van impedir que pogués ser aplicada en clinica, ja que és
degradada enzimaticament i té una vida mitja molt curta (entre 2 i 3 minuts).
Aquests resulats van promoure el desenvolupament d’analegs de la SST que
tinguessin una major resisténcia a la degradacid enzimatica perd que
mantinguessin el pont disulfur i la seqiiéncia aminoacidica X7—Trp8—Ly59—Y10 (on

) (109)

la X pot ser una Phe o una Tyr i la Y un Thr o una Val ja que aquestes

caracteristiques permeten conservar |'afinitat pels receptors i la seva activitat

biologica %9 Seguint aquestes premisses, s’han desenvolupat centenars

d’analegs sintetics de la SST caracteritzats per tenir una cadena aminoacidica
més curta que la SST natural (figura 1.7, A) i per presentar D-aminoacids enlloc

de L-aminoacids, d’entre els quals destaca |'octreotide, ja que és I'analeg més

utilitzat en clinica en 'actualitat **%),

L'octreotide (D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,) (figura 1.7) és més

(110)

estable que la SST i té una elevada afinitat pel receptor SSTR2 ", per la qual

cosa s'utilitza en el diagnostic i la localitzaci6 de diversos tumors
neuroendocrins, com els carcinoids, els tumors pancreatics endocrins i els

MY Fins al moment s’han sintetitzat diversos conjugats

tumors pituitaris
octreotide-radionucli amb I'objectiu de visualitzar el tumor a través de la seva
internalitzacié i acumulacié en les cel-lules tumorals ™2, com el *°y-DOTA-(D-
Phe’, Tyr3)-octreotide, I'analeg més utilitzat en radioterapia, i el In-DTPA-(D-

Phe')-octreotide, el més utilitzat en gammagrafia ™.
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Figura 1.7. A. Estructura aminoacidica de la SST-28, la SST-14 i I'octreotide c8) g
Estructura quimica de l'octreotide ™.

D’altra banda, també s’han sintetitzat conjugats constituits per un analeg de la
SST i un farmac antitumoral amb la finalitat de dirigir especificament aquests
agents a l'interior de les cel-lules tumorals que sobreexpressen els SSTR (taula
1.2). Un d’aquests agents, el JF-10-81, té la camptotecina (CPT, camptothecin)
unida a I'extrem N-terminal d’un analeg de la SST, el JF-07-69 (D-Lys-D-Tyr-Lys-
D-Tyr-D-Lys-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH,), a través d’un grup carbamat;
aquest compost té una elevada afinitat pel receptor SSTR2, internalitza
rapidament a l'interior de les cel-lules a través d’aquest receptor i conserva una
activitat antiproliferativa molt similar a la de la CPT en diferents linies cel-lulars
113) També s’han sintetitzat conjugats constituits per la doxorubicina (DOX,
doxorubicin) i el seu derivat 2-pirrolino-DOX, units a un octapéptid analeg de la

SST, el RC-121 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,), els quals han mostrat
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ser més efectius i menys toxics que els farmacs inicials sense conjugar *****°_ |

metotrexat (MTX, methotrexate) és un altre farmac que s’ha unit a analegs de
la SST i que ha donat lloc a alguns conjugats, com I'’AN-51 i el MTX-SST, que
dirigeixen especificament el MTX a l'interior de les cel-lules tumorals i que
tenen una major efectivitat antitumoral i menors efectes adversos que el MTX
©8117) E| paclitaxel (PTX) o taxol també s’ha unit a 'extrem N-terminal de
I'octreotide amb I'objectiu de millorar la seva selectivitat; aquest conjugat té
una major activitat citotoxica en les cel-lules que expressen els receptors SSTR2
i SSTR5 que en les cél-lules que no els expressen, la qual cosa suggereix que
aquesta unié dirigeix selectivament el PTX cap a les cél-lules diana, disminuint,

aixi, els seus efectes adversos 1.

JF-10-81 CPT unida a I'analeg JF-07-69
AN-238 2-pirrolino-DOX unida a I'analeg RC-121
AN-162 DOX unida a I’'analeg RC-121
AN-51 Metotrexat unit a I'analeg RC-121
MTX-SST Metotrexat unit a I'analeg JF-07-69
PTX-SST Paclitaxel unit a octreotide

Taula 1.2. Alguns complexos farmac-analeg de la SST sintetitzats i provats fins al
moment

1.3.2.2  laviadel'acid folic

Una altra de les molécules estudiades actualment per tal de vehiculitzar
farmacs a linterior de les cel-lules tumorals és I'acid folic. L’acid folic, o
vitamina B9, és una vitamina hidrosoluble essencial per la proliferacié i el
manteniment de les cel-lules que participa en la transferencia de grups metil a
les vies metaboliques involucrades en la sintesi de nucleotids ™. A I'organisme

es troben diferents formes de la vitamina B9, pero les més destacables sén el 5-
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metiltetrahidrofolat, que és la principal forma circulant en I'organisme, i I'acid

folic, que és la forma parental d’aquest grup de vitamines (figura 1.8).

Oy _-OH 0Oy _OH

o ™% 0 N
OH N E o o N E 2N
H/\/Y | H/\/\n/
M 0 AN 0
HQN)%N N7 H NJ%N NZ
Acid folic 5-metiltetrahidrofolat

Figura 1.8. Estructura quimica de I’acid folic i el 5-metiltetrahidrofolat.

Tot i la funcié essencial dels folats, I'organisme huma no té la capacitat de
sintetitzar-los, per la qual cosa, s’obtenen de la dieta a través de determinats
aliments, com el fetge i els vegetals de fulla verda. Un cop a 'organisme, els
folats entren a I'interior de la cél-lula a través del portador de folat reduit (RFC,
reduced folate carrier), el transportador de folat acoblat a proté (PCFT, proton-
coupled folate transporter) o el receptor de folat (FR, folate receptor).
D’aquests tres receptors, el RFC i el PCFT sén considerats els transportadors
principals ja que, tot i que tenen una baixa afinitat pels folats, permeten la seva
absorcié en la major part de les cel-lules. El RFC s’ha descrit com el sistema de
transport de folats més important, ja que esta expressat de forma
generalitzada en la majoria de cél-lules i texits de I'organisme, desenvolupa una
funcié fonamental en I'homeostasi del folat i permet un transport rapid i
adequat dels folats a I'interior de la cél-lula ****%. E| PCFT és un transportador
que es troba altament expressat a la zona apical del duodé i a la zona proximal
del jeju, per la qual cosa, la seva funcié esta principalment relacionada amb el

(20422 per (ltim, el FR és una proteina N-

transport del folat a l'intesti
glicosilada que presenta una elevada afinitat pels folats i que només es troba en

determinades localitzacions, com la zona apical de les céel-lules del teixit
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epitelial i en alguns tipus de cancers, com el d’ovari, el de ronyd, el de pulmé, el
de mama, el d’endometri i el de cél-lules mieloides d’origen hematopoietic ©°.
Aquestes caracteristiques fan que el FR sigui el principal transportador dels
conjugats que contenen folat, ja que practicament no tenen afinitat pels RFC i

PCFT perd presenten una elevada afinitat pel FR .

En les darreres décades s’han sintetitzat diversos conjugats de folat amb
I'objectiu de fer el tractament i/o el marcatge dels tumors que expressen el FR.
El seu estudi ha demostrat que la unié entre el FR i el conjugat genera un
complex (conjugat-FR) que és internalitzat en la cél-lula a través d’un
mecanisme d’endocitosi mediada pel receptor (figura 1.9). Amb aquest
mecanisme, el complex entra a l'interior de la cél-lula mitjangcant un endosoma
primerenc que, quan madura, adquireix un pH acid que provoca canvis en la
conformacié del receptor i permet lalliberacié del conjugat de folat.
Posteriorment, les condicions que adopta I'endosoma fan possible que es
trenqui la unié entre el folat i I'agent actiu i permeten I'alliberacié d’aquest

agent al citoplasma per tal que dugui a terme la seva activitat “2>*2%),

L’estudi d’aquest mecanisme ha demostrat que la molécula que uneix I'agent
actiu al folat és un element clau a I’hora de sintetitzar aquests conjugats, ja que
ha de mantenir unit el conjugat al FR durant tot el procés d’internalitzacié pero

ha de permetre alliberar el compost quan I'endosoma adquireix les condicions

T 12 . . ..
idonies Y. Fins al moment han estat avaluades dues estratégies principals

per tal de fer aquesta unid. La primera, es basa en la introduccié d’una

molécula que conté un pont disulfur en la seva estructura per tal que les

(125)

condicions reductores de linterior de I'endosoma trenquin aquesta

(124,126)

estructura i alliberin el compost . La segona, es basa en la utilitzacio de

molécules que contenen grups ésters amb l'objectiu que el compost sigui
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(127128 ) aleccié d’una de les dues

alliberat degut al pH acid dels endosomes
alternatives depén de les caracteristiques del compost que s’uneix al folat o de

les propietats del conjugat final; fins al moment, pero, la primera és la que ha

mostrat uns millors resultats, ja que fa una alliberacié més rapida del compost i

(99)

permet obtenir uns conjugats més efectius

Agent —> @ Y
o
Folat — o

Receptor
de folat

Invaginacié S
. \
-] .
L] /'-\ / Formacié

d’endosomes

(o
Alliberacié de
'agent

Reciclatge del
D receptor

Figura 1.9. Endocitosi mediada pel receptor de conjugats amb folat. Els conjugats
folat-agent s’uneixen al FR amb elevada afinitat. La membrana plasmatica invagina al
voltant del complex FR/folat-agent (A) i forma un endosoma (B) a l'interior del qual
I’agent és alliberat del folat (C). Finalment, el FR és reciclat i retorna a la membrana
plasmatica (D) 99,

S’han sintetitzat diversos conjugats constituits pel folat i per agents radioactius
0 agents quimioterapéutics que estan sent avaluats en assaigs clinics ©9) la
primera molécula assajada en humans ha estat el *'In-DTPA-Folat (figura 1.10),
un conjugat que té una elevada selectivitat pels teixits que sobreexpressen el

FR, una rapida eliminacié dels teixts que no I'expressen i un lleu marcatge no
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(100,129

especific i pocs efectes adversos ) per la qual cosa, ha estat utilitzat en el

marcatge de tumors malignes que expressen el FR. L'éxit obtingut amb aquest
compost ha promogut el desenvolupament del complex **"Tc-Folat (EC20)

(figura 1.10), que presenta unes caracteristiques similars .
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Figura 1.10. Estructura quimica del ~'In-DTPA-Folat, el *Tc-Folat (EC20) i la Desacetil-

vinblastina-Folat (EC145).

D’altra banda, s’ha estat treballant en el desenvolupament de conjugats que
tenen un agent quimioterapeutic unit al folat a través d’'una molécula que
I'allibera a l'interior de la cél-lula. Entre aquests complexos destaca I'EC145, un
conjugat format per la desacetil-vinblastina, el folat i una molécula enllacadora
gue conté un pont disulfur (figura 1.10). L’avaluacié en assaigs clinics de I'EC145
ha confirmat la seva activitat antitumoral en el cancer d’ovari i de pulmé 3%

ha demostrat que té una toxicitat menor que la desacetil-vinblastina lliura

100,132 , ;. ; .
(100132 També s’han avaluat en clinica tres compostos més que estan units al
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folat a través d’un espaiador hidrofilic (per millorar la solubilitat del conjugat) i
un pont disulfur (per millorar I'alliberacié del farmac) i que han demostrat que
mantenen un efecte citotoxic similar que els seus farmacs homolegs lliures perd
gue presenten una toxicitat menor, la qual cosa confirma que la unié de

compostos al folat disminueix la toxicitat inicial dels farmacs estudiats “°.

1.4 Lafamilia HER-EGF en la resisténcia als tractaments oncologics

El desenvolupament de resisténcies per part de les cel-lules tumorals és una
altra limitacié als tractaments antineoplastics actuals ja que permet mantenir el
creixement i la divisié de les cél-lules tumorals tot i ser tractades amb farmacs
gue haurien de provocar la seva mort o una aturada en la seva proliferacio.
Aquesta limitacié s’ha descrit pels agents oncologics convencionals pero també
s’ha relacionat amb algunes de les noves terapies dirigides com, per exemple,

amb els inhibidors de la familia HER-EGF.

1.4.1 Lafamilia HER-EGF

La familia de receptors del factor de creixement epidérmic huma (HER, human
epidermal growth factor receptor) pertany a la superfamilia de receptors amb
activitat tirosina quinasa i consta de quatre membres: EGFR (epidermal growth
factor receptor o HER1), HER2 (també conegut com a ErbB2 o Neu), HER3
(ErbB3) i HER4 (ErbB4). Tots quatre receptors sén enzims ancorats a la
membrana cel-lular que consten d’un domini extracel-lular involucrat en el
reconeixement i la unié al lligand, un domini hidrofobic transmembrana amb

estructura oa-helix i un domini intracel-lular que consta d’'una regid

49



50 ’ Introduccié

juxtamembrana, un domini tirosina quinasa i un extrem carboxi terminal (figura
1.11). El domini intracel-lular dels receptors HER és altament conservat, excepte
en el cas de HER3, que conté substitucions d’alguns aminoacids crucials per la
seva funcié que provoquen que aquest receptor sigui considerat una pseudo-

(133,134)

tirosina quinasa D’altra banda, els dominis extracel-lulars d’aquests

receptors sdn menys conservats, fet que es relaciona amb la diferent

e . ., . 134
especificitat d’'unié a lligand dels quatre membres (134)
EGF, TGF-o. HB-EGF
AME EPR NRG-1 N3
EPIGEN BTC NRG-2 NRIG"‘
Domini |
Domini Domini Il
extracel-lular Domini Il
Domini IV
m e e eI mTransmemhrana
Juxtamembrana
Tirosina
- guinasa
Domini
intracel-lular
Residus
tirosina

EGFR HER2 HER3 HER4

Figura 1.11. Receptors HER i els seus lligands. Els receptors HER estan constituits per
un domini extracel-lular format per 4 dominis, per una regié transmembrana i per un
domini intracel-lular que conté I'activitat tirosina quinasa del receptor i els residus de
tirosina que poden ser fosforilats. Els dominis dels receptors HER2 i HER3 que no son
funcionals o que tenen menys funcionalitat estan indicats amb una “X”. Els lligands de
la familia HER es classifiquen en funcié de la capacitat que tenen per unir-se als
receptors (139,
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L'activacié dels receptors HER es produeix a través de la unié del lligand, la qual
cosa indueix la hetero-dimeritzacié del receptor amb un altre membre de la
mateixa familia o la seva homo-dimeritzacié. Aquest fet provoca la fosforilacié
de residus de tirosina especifics de la seva cua citoplasmatica i permet
I'activacié de diferents vies de senyalitzacié intracel-lular, predominantment la
de les quinases reguladores de la senyalitzacid extracel-lular 1/2 (ERK1/2,
extracellular signal-regulated kinases) i la de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(P13K, phosphoinositide 3-kinase)/Akt (també coneguda com a proteina quinasa
B (PKB, protein kinase B)) (figura 1.12) “***3¥_Aquestes vies controlen diferents
processos biologics com la proliferacio cel-lular, la diferenciacié, la
supervivencia, la migracié o I'angiogénesi, la qual cosa relaciona la familia HER-

EGF amb molts processos biologics diferents 13439140

Els lligands dels receptors HER pertanyen a la familia dels factors de creixement
peptidics relacionats amb I'EGF. Aquests lligands es classifiquen en tres grups
depenent de la seva especificitat d’unié al receptor. El primer grup inclou I'EGF,
el factor de creixement tumoral a (TGF-a, tumor growth factor «),
I'amfiregulina (AMF, amphiregulin) i I'epigen (EPG), que son els lligands que
especificament s’uneixen a I'EGFR. El segon grup, que esta format per aquells
lligands que tenen especificitat tant per EGFR com per HER4, inclou la
betacelulina (BTC, betacellulin), el factor de creixement epidérmic amb
capacitat d’unid a I’'heparina (HB-EGF, heparin-binding epidermal growth factor)
i I'epiregulina (EPR, epiregulin). El tercer grup de lligands és el que esta
conformat per les neuregulines (NRG, neuregulin), les quals es divideixen en
dos subgrups en funcid de la capacitat que mostren d’unid als receptors. Aixi, la
NRG-1 i la NRG-2 s’uneixen a HER3 i HER4, mentre que la NRG-3 i la NRG-4,

g4 (134135

s’uneixen només a HER ). Actualment, no es coneix cap lligand de la

familia EGF que s’uneixi a HER2 pero, tot i aix0, aquest receptor és molt
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important ja que és la parella preferida pels altres receptors a ’hora de formar

hetero-dimers %),

A\ 4

p27
Transcripcio A

Ciclina D1, E Supervivéncia Proliferacié
i migracié

9l

Progressid del cicle cel-lular

Figura 1.12. Vies de senyalitzacié relacionades amb I'activacié dels receptors HER a
través dels seus lligands. La unié del lligand indueix la homo o hetero-dimeritzacioé dels
receptors provocant la fosforilacid dels residus de tirosina de la cua C-terminal dels
receptors HER i activant diferents vies de transduccié de la senyal implicades en la
transcripcid, la progressio del cicle cel-lular, la supervivencia i la proliferacié i la
migracio (142)

La familia HER-EGF s’ha relacionat amb el desenvolupament i la patogenia de
molts carcinomes humans, entre els quals s’inclouen el cancer de pulmé de
cél-lules no petites (NSCLC, non-small cell lung carcinoma), I'adenocarcinoma
colorectal, el glioblastoma, el carcinoma de coll i cap i els cancers gastric,

138,143,1. . .y
(138,143,144) | 73 ctivacio

pancreatic, de mama, d’ovari, de cervix i de prostata
oncogenica d’aquesta via es produeix a través de diferents mecanismes, com

una expressido excessiva de lligand, una elevada expressid dels receptors
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(sobretot de EGFR i HER2), I'aparicié de mutacions activadores de la via HER, la
fallada en els mecanismes d’inactivaciéd d’aquesta via o la transactivacié a

través de la dimeritzacio dels receptors *#+14314%),

1.4.2 Terapies dirigides a inhibir la familia HER-EGF en el tractament

oncologic

En els darrers anys s’han desenvolupat diverses molécules dirigides a inhibir els
HER en els carcinomes humans, com els anticossos monoclonals, les molécules
petites inhibidores de I'activitat tirosina quinasa, les proteines recombinants i

(146)

les molecules mimetitzadores de peptids . Entre aquestes, destaquen els

anticossos monoclonals i les molécules petites inhibidores de [I'activitat

tirosina quinasa ja que actualment estan sent utilitzades en clinica **¢**°.

1.4.2.1  Elsanticossos monoclonals

Els anticossos monoclonals sén agents que reconeixen epitops dels HER i s’hi
uneixen amb elevada afinitat. Aquestes moléecules realitzen la seva activitat a
través de diferents mecanismes: estabilitzant la conformacié inactiva del
receptor o bloquejant la formacié de la seva conformacio activa, bloquejant la
zona d’unié del lligand, impedint la dimeritzacid dels receptors, induint la
internalitzacid o la destruccié dels receptors o activant la resposta

. N \ . 151,152
immunologica en contra de les cél-lules a les quals es troben units *****2.

Actualment, existeixen diversos anticossos monoclonals dirigits contra els

receptors EGFR i HER2 que han mostrat activitat clinica en una gran varietat de
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neoplasies i que s’estan usant en clinica, com el Cetuximab (Erbitux®), el

Panitumumab (Vectibix®) i el Trastuzumab (Herceptin®).

El cetuximab (C225, Erbitux®), és una immunoglobulina (Ig) G1 quimérica que
s’uneix al domini lll del receptor EGFR amb una afinitat molt elevada, semblant
ala de 'EGF i el TGF-a. La unid del cetuximab a 'EGFR indueix la internalitzacio
i la degradacié del receptor sense haver estat préviament fosforilat i activat
(153’154), la qual cosa resulta en una disminucié en I'activitat del receptor, una
reduccid en la disponibilitat del receptor en la membrana plasmatica i prevé
I'activacié de les vies de transduccio de la senyal associades a 'EGFR. A través
d’aquests mecanismes el cetuximab inhibeix el creixement i la proliferacié de
diferents tipus de cel-lules tumorals bloquejant la fase G1 del cicle cel-lular,
induint I'apoptosi de les cel-lules, inhibint I'angiogénesi tumoral, inhibint la
invasid i metastasi i activant la resposta citotoxica mediada per les cél-lules i

(154156) Actualment el seu Us en clinica estd autoritzat

depenent d’anticossos
per I'agéncia europea d’avaluacié de medicaments (EMEA, european medicines
evaluation agency) i la Food and Drug Administration (FDA) dels EUA pel
tractament del cancer colorectal metastatic i pel carcinoma de cel-lules
escamoses de cap i coll (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma),

administrat en combinacié amb radioterapia i altres agents quimioterapeutics.

El panitumumab (Vectibix®), és una IgG2 humana que s’uneix al domini
extracel-lular de I'EGFR amb una elevada afinitat, la qual cosa impedeix la unio
del lligand i prevé la fosforilacid del receptor i I'activacié de determinades
guinases associades a 'EGFR. Aquesta accié provoca la inhibicié del creixement
cel-lular, la induccié de I'apoptosi, la disminucié de la produccié de citoquines
proinflamatories i del factor de creixement vascular i la internalitzacié de I'EGFR

(157 El panitumumab té el seu Us aprovat en clinica per la EMEA i la FDA en el
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tractament del cancer colorectal metastatic, administrat sol o en combinacié

amb altres agents quimioterapeutics.

El trastuzumab (Herceptin®) és una IgG1l humanitzada que s’uneix a la regid
extracel-lular del receptor HER2. Aquesta unié provoca la disminucid de
I'expressié de HER2 en la membrana cel-lular, 'augment de I'’endocitosi i la
degradacié del receptor, una disminucid en l'activaci6 de les vies de
senyalitzacié activades per HER2, la inhibicié de la senyalitzacié activada per
altres membres de la familia HER al prevenir I’heterodimeritzacié d’aquests
receptors amb el receptor HER2 o I'activacié de la resposta citotoxica mediada
per les cél-lules i depenent d’anticossos ****°. A través d’aquests mecanismes,
produeix la seva activitat antitumoral disminuint la proliferacié cel-lular,

(160161) " F| trastuzumab,

augmentant |'apoptosi i disminuint I'angiogénesi
administrat juntament amb radioterapia i altres agents utilitzats en
guimioterapia, té aprovat el seu Us en clinica per la EMEA i la FDA pel
tractament del cancer de mama primerenc i metastatic i pel tractament del

cancer d’estémac metastatic (16%263),

1.4.2.2  Les molécules petites inhibidores de Factivitat tirosina quinasa

Les molecules petites inhibidores de I'activitat tirosina quinasa (TKI, tyrosine
kinase inhibitors) son compostos sintetics que tenen una estructura derivada de
la quinazolina i, per tant, molt semblant a la de I’ATP. Aquesta caracteristica els
permet inhibir competitivament la unié de I’ATP a la regid intracel-lular del
receptor, impedint, aixi, la seva activitat tirosina quinasa, evitant la fosforilacid
del receptor i impedint I'activacié de les vies de senyalitzacié activades pel

(164,165)

receptor . A diferéncia dels anticossos monoclonals, que sén molt

especifics per la diana per la qual han estat dissenyats, els inhibidors de
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(166)

I’activitat tirosina quinasa no tenen una especificitat tan elevada , per la

qual cosa poden inhibir I'activitat d’altres receptors amb activitat quinasa *®”.
Per altra banda, poden ser administrats oralment, la qual cosa representa una

gran qualitat a I’'hora de ser utilitzats en clinica.

En els darrers 20 anys s’han desenvolupat diversos TKI de diferents receptors.
El gefitinib (Iressa®) i I'erlotinib (Tarceva®) inhibeixen la fosforilacié del domini
tirosina quinasa del EGFR, fet que s’ha relacionat amb una inhibicid de la
proliferacié del tumor i amb la induccié de I'apoptosi en les cél-lules tumorals
(168,169 " Actualment, el gefitinib té el seu Us aprovat en clinica per la FDA i la
EMEA en el tractament del NSCLC quan els tractaments convencionals han
fallat. D’altra banda, l'erlotinib s’utilitza en monoterapia pel tractament del
cancer NSCLC i pel cancer pancreatic avancat en combinacié amb Ia

gemcitabina.

El lapatinib (Tyverb®) és un inhibidor de I'activitat tirosina quinasa dels
receptors EGFR i HER2 que s’esta utilitzant pel tractament del cancer de mama,
ja que s’ha descrit que inhibeix la proliferacié cel-lular, indueix I'apoptosi i
provoca una parada del cicle cel-lular en cél-lules que sobreexpressen el

150)

receptor HER2 |

1.4.3 Resisténcia a les terapies dirigides a inhibir la familia HER-EGF

Tot i que actualment diversos anticossos monoclonals i TKI dirigits a inhibir la
familia HER-EGF estan sent utilitzats en clinica amb exit, en alguns casos tenen

(70171 degut, principalment, al desenvolupament

una eficacia clinica limitada
de resistencies per part de les cel-lules tumorals. Es coneixen diferents

mecanismes implicats en I'aparicid d’aquestes resistencies, d’entre els quals
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destaquen I'activacié d’altres receptors de factors de creixement alternatius a
la via HER-EGF, l'aparicié de mutacions en els receptors HER, |'activacio
constitutiva de les vies de senyalitzacié de forma independent a I'activacié dels
receptors HER, 'augment de factors i mediadors de I'angiogénesi i 'augment
en la produccié autocrina/paracrina dels receptors i els lligands de la propia via

HER-EGF (figura 1.13) “7+173),

1.43.1  Activacié de receptors de factors de creixement alternatius a la familia
HER-EGF

La inhibicié de la familia HER-EGF pot provocar que s’activin altres sistemes de
senyalitzacid no relacionats amb aquesta familia, com la via del factor de
creixement de la insulina (IGF-IGFR, insulin growht factor - insulin growth factor
receptor) o la via del factor de creixement hepatocitic (HGF-HGFR, hepatocyte
growth factor - hepatocyte growth factor receptor). La via IGF-IGFR és una ruta
que s’ha trobat activada en diferents linies tumorals de cancer de mama, de
prostata i en gliomes resistents a inhibidors de la via HER, a través d’un
augment en I'expressié de IGF o IGFR o de I'activacié de les seves rutes de
senyalitzaci6 (P13K-Akt i Ras/Raf/MEK/ERK) “"**72174) E| receptor HGFR, que és
activat per I'HGF, és un receptor que esta involucrat en moltes funcions
biologiques, com el creixement i la supervivencia cel-lulars; la seva activacio
també s’ha relacionat amb la resistencia a terapies dirigides contra la via HER,

sobretot amb els TKI 7).,
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1.43.2  Mutacions en els receptors HER

Una de les mutacions més ben caracteritzades és la que déna lloc a la variant
vlll de 'EGFR (EGFRVIII). L'aparicié d’aquesta variant es deu a una deleccié des
del domini 2 fins al domini 7 de la zona extracel-lular del receptor, la qual cosa
permet que el receptor estigui constitutivament activat sense necessitat d’unir-
se al lligand. La sobreexpressié d’aquesta variant EGFRvIII en el HNSCC i en el
glioblastoma multiforme (GBM), s’ha relacionat amb el desenvolupament de
resisténcies per part d’aquestes cel-lules al tractament amb cetuximab i

gefitinib, respectivament 76%77),

Una altra mutacid coneguda relacionada amb I'aparicié de resisténcies als TKI
és un canvi entre una treonina de la posicid 790 que passa a ser una metionina
(T790M) en el receptor EGFR. Aquesta mutacid produeix una disminucio en la
resposta al gefitinib i a I'erlotinib en pacients que inicialment responien al

tractament (7

1.43.3  Activacid constitutiva de les vies de senyalitzacid activades pels receptors
HER

Un altre mecanisme implicat en la resisténcia és I'activacio persistent de vies de
senyalitzacio intracel-lulars activades pels receptors HER independentment de
I’activacié pel lligand. Aquestes vies intracel-lulars, com la de la PI3K/Akt o la de
les MAPK, estan involucrades en la proliferacid, la supervivéncia, la

. . ey . o 139,1
diferenciacié i la motilitat cel-lulars 39140

. La seva activacié es produeix a
través de diferents mecanismes com I'amplificacié directa del gen de la PI3K, la
preséncia de mutacions activadores a la subunitat p85 de la PI3K, la

sobreexpressié del gen de I'Akt o la pérdua de funcié de gens inactivadors de la
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via, com el gen homoleg de fosfatasa i tensina (PTEN, phosphatase and tensin
homo/og) (171,175,178).

La resistencia també s’ha relacionat amb la desregulacié d’altres mediadors
implicats en les vies de transduccio de la senyal, com la familia de quinases Src
o Ras 38 La familia de quinases Src sén un grup de molécules amb activitat
tirosina quinasa que medien el creixement i la supervivéncia cel-lulars; la seva
activacio constitutiva s’ha relacionat amb la progressié de diferents tipus de

@) i amb el desenvolupament de resisténcies a les terapies inhibidores

tumors
de la via HER " per altra banda, Ras és una GTPasa que és activada pel
receptor EGFR i que activa la via Ras/Raf/ERK/MAPK (181) per tant, la preséncia
de mutacions activadores de Ras disminueix I'efectivitat dels TKI, ja que activa
les vies de transduccié de la senyal de 'EGFR independentment de I'estimulacio

d’aquest receptor 8%,

Figura 1.13. Mecanismes de resisténcia a les terapies dirigides contra el receptor
EGFR. Activacié de vies de senyalitzacié de receptors de factors del creixement
alternatius (A). Aparicié de mutacions en el receptor (B). Augment en I'expressié i la
produccié de receptors alternatius i lligands de la via HER (C). Activacié constitutiva de

vies de senyalitzacio (D). Augment en I'angiogenesi (E) (a7
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1.43.4  Augment en¥angiogénesi

En les cél-lules tumorals, la via HER-EGF controla parcialment la produccié de
factors de creixement vasculars endotelials (VEGF, vascular endothelial growth
factor) i altres mediadors de I'angiogenesi, per la qual cosa, l'activacio
d’aquesta via s’ha relacionat amb un augment en I'angiogenesi tumoral
(73178.183) § |3 seva inhibici6 s’ha associat a una disminucié en la produccié de
VEGF 18418) pear altra banda, en el desenvolupament de la resistencia al EGFR
s’ha observat una sobreexpressié6 de VEGF que manté la supervivencia i
augmenta la capacitat d’angiogénesi de les cél-lules tot i tenir el receptor EGFR

inhibit 7378 fet que ha relacionat aquesta via amb I'aparacié de

resisténcies a aquets agents.

1.4.3.5  Augment de l'expressio de receptors HER alternatius i de la produccid de
Hligands de la familia HER-EGF

Un altre mecanisme es basa en la sobreexpressio de receptors HER alternatius a
I'inhibit i en 'augment de I'expressié i la produccid de lligands de la propia via.
Aquest mecanisme indueix la formacié d’uns bucles autocrins a les cél-lules
tumorals que mantenen activades les vies de senyalitzacié i de proliferacio
cel-lulars independentment que un dels receptors HER es trobi inhibit. En
aquest sentit, estudis previs del nostre grup amb linies cel-lulars de cancer de
mama han demostrat la capacitat d’aquestes cél-lules per compensar la pérdua
d’activitat de I'EGFR induida pel gefitinib a través d’un augment en I'expressié
genica de lligands de la via HER-EGF, especialment I'EPR, la NRG i 'EGF "®®. Uns
resultats similars s’han descrit per una linia cel-lular de NSCLC resistent a

cetuximab, en la qual s’ha observat un augment en I'expressié de I'EGF, I’AMF,
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I'HB-EGF i la BTC “87), i en una linia de cancer de mama resistent al trastuzumab,
on l'augment en I'expressié del TGF-a, 'HB-EGF i la NRG s’ha relacionat amb un

augment en la fosforilacié de EGFR i de I’heterodimer EGFR/HER2 (188)

La resisténcia a aquestes terapies també s’ha associat a canvis en I'expressié de
receptors alternatius a l'inhibit, sobretot a la sobreexpressid i activacio del
receptors HER2 i HER3. En aquest sentit, el desenvolupament de linies de
cancer de pulmd i de cancer de coll i cap resistents al cetuximab, ha resultat en
un augment en I'expressié i la senyalitzacié dels receptors HER2 i HER3 77,
Aguesta relacid també s’ha establert en cél-lules de cancer de cap i coll
resistents al gefitinib, en les quals, I'augment detectat en I'expressié de HER2 i
HER3 ha demostrat que aquests receptors poden ser usats com a marcadors
predictius per aquest tipus de cancer i com a dianes terapéutiques per ser
inhibides de forma combinada amb I'EGFR en aquest tipus de tumors “*%. En el
cancer de mama també s’ha observat un augment en I'expressié del HER3 que,
en resposta al tractament amb TKI dirigits a inhibir el EGFR i el HER2, activa una
via de senyalitzacié alternativa i compensatoria a I'inhibida *®°. D’altra banda,
aquest mecanisme de resisténcia també s’ha estudiat en alguns tumors que no
responen a les terapies dirigides a inhibir la via HER-EGF en els assaigs clinics
com, per exemple, el cancer de prostata (PCa, prostate cancer). En aquest
sentit, el desenvolupament d’una linia cel-lular de PCa resistent al gefitinib ha
demostrat que la resisténcia pot ser deguda, entre d’altres mecanismes, a un

augment en I'expressi6 del receptor HER2 Y.
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1.4.4 [Elcancer de prostata

El PCa és, en I'actualitat, el segon cancer diagnosticat amb més freqiiéncia en
homes a nivell mundial i és la sisena causa de mort per cancer en aquesta
poblacié @ pel que fa als paisos de la Unidé Europea, aquest tipus de cancer és
el més freqient en homes, seguit pel cancer de pulmé, amb un total de

338.700 casos nous 'any 2008 "%

Tot i que la seva etiologia no és totalment coneguda, I'aparicié i la progressio
del PCa s’ha relacionat a factors com l'edat, la raca i factors hereditaris del
pacient. En relacié a I'edat, s’"ha demostrat que la prevalenca del PCa augmenta
amb l'edat ja que el 65% del total dels PCa diagnosticats afecta a pacients
majors de 65 anys (%) D’altra banda, s’ha detectat que la raca afroamericana
mostra una prevalenca tres vegades superior a patir PCa que la raca caucasica,
mentre que la raca asiatica és la que mostra una menor prevalenca a patir
aquest tipus de patologia "*”. Pel qué fa als factors hereditaris, s’ha descrit que
els homes amb un familiar de primer grau amb antecedents de PCa tenen dues
vegades més probabilitats de desenvolupar aquest tipus de tumor, mentre que
els que tenen dos o més familiars amb aquesta malaltia son gairebé quatre

vegades més propensos a ser diagnosticats de PCa **.

1.4.41 Desenvolupament del cancer de prostata

El teixit prostatic normal té un creixement i unes funcions que sén basicament
controlades a través de I'accié de diferents hormones i factors de creixement.
Els androgens soén els principals reguladors d’aquestes funcions ja que a través
de la unio al receptor d’androgens (AR, androgen receptor), regulen I'expressio

de gens especifics implicats en el manteniment del fenotip i I’homedstasi de la
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glandula prostatica (figura 1.14). En l'inici d’'un PCa, s’esdevenen una série de
canvis en les cellules de la prostata que permeten el seu creixement
incontrol-lat /. En aquest estadi, les cél-lules prostatiques continuen sent
depenents dels androgens, per tant, els tractaments més utilitzats i eficacos en
aquests tipus de tumors sén les terapies hormonals basades en eliminar els
androgens testiculars del pacient (ADT, androgen deprivation therapy) **>*°°.
Inicialment la majoria de pacients responen a I’ADT pero, tot i aix0, alguns PCa
es tornen resistents i evolucionen a uns tipus de tumors refractaris a aquesta
terapia i amb una major capacitat de proliferacié i d’invasié que el PCa inicial
(1%). o] PCa resistent a la castracié androgénica (CRPC, castration-resistant
prostate cancer), que no respon a I'ADT perd que continua sent depenent

(197)

d’androgens i és sensible a altres terapies hormonals , i el PCa androgen-

independent (AIPC, androgen-independent prostate cancer o HRPC, hormone-

(1982000 Eo g

resistant prostate cancer), que no depén dels androgens
desenvolupament d’aquests tumors hi estan implicats diversos processos, entre
els quals s’inclouen I'amplificacié del gen del AR, les mutacions activadores del
AR, els canvis en molécules coreguladores del AR i I'activacid del AR

d (195198200202) " Eo coneixen diversos

independentment de la unid del lligan
factors de creixement polipeptidics i altres factors autocrins que activen la
senyalitzacio intracel-lular del AR independentment de la unié dels androgens,

entre les quals destaca la familia HER-EGF ?%32%%),

1.4.4.2 H cancer de prostata i la familia HER-EGF

La relacié entre la via HER-EGF i el PCa s’ha estudiat extensament en els ultims
anys. Alguns autors I’han relacionat amb I’activacié del AR ja que activa rutes de

transduccio de la senyal del AR en abséncia dels androgens i permet mantenir
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el creixement cel-lular a través del AR independentment de I'estimulacié del

lligand (figura 1.14) %219,

. Testosterona

APANNPAN S AALL BSANESLLL P PESIEN QLIPS EL N SIS § NIRRT PN GNP TIPS P QN SN

G —_
/ \ Proteines
S5o-reductasa JAK MEK
\ PI3K

mRNA

Figura 1.14. Senyalitzacié a través del receptor d’androgens en el teixit prostatic
normal i en el cancer de prostata. En el teixit prostatic normal, la testosterona lliura
travessa la membrana cel-lular i activa el receptor d’androgens (AR). La interaccid
d’aquest complex amb el DNA regula I'expressid de gens implicats en el manteniment
del fenotip i 'homeostasi de la glandula prostatica i, en concret, disminueix I'expressid
del gen de I'EGFR. En el PCa canvia la regulacid de I'expressié genica dels receptors HER
que, a través de les seves vies de senyalitzacid, permeten activar al AR
independentment de la preséncia de la testosterona. Aquests canvis provoquen la
progressio del PCa a un estat de resistencia que permet activar la senyalitzacié del AR
sense necessitat d’unié al seu lligand donant lloc a la proliferacié, la migracid i la
supervivencia de les cel-lules 1)

Pel qué fa al EGFR, s’ha demostrat que tot i que en el teixit normal de prostata
els androgens actuen inhibint I'expressié d’aquest receptor, en el PCa

I'expressié d’aquest receptor augmenta, fet que s’ha relacionat amb Ia
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progressié del PCa cap a 'estadi de resisténcia ®****?. En relacié a HER2, s’ha

descrit que I'activacié d’aquest receptor augmenta la transcripcié i I’estabilitat

del AR contribuint aixi, amb I'activitat d’aquest receptor en el CRPC #3%*_ |

HER3 també s’ha relacionat amb la progressid del PCa a la fase de resisténcia, ja

gue provoca un agument en l'activitat transcripcional del AR i en la progressio

(193218220) |

del cicle cel-lular relacio entre el HER4 i el PCa mostra més

controversia. En el teixit prostatic normal I'expressié de HER4 s’ha associat a la

diferenciacié cel-lular, una disminucié del creixement i una supressié del

(221)

desenvolupament tumoral D’altra banda, I'expressié elevada d’aquest

receptor en el PCa s’ha associat tant a unes caracteristiques menys agressives

del tumor i a una aturada en el creixement d’aquestes cél-lules tumorals #?22%%

com a un augment en la proliferacié cel-lular i en la capacitat migratoria de les

(225,226)

cél-lules tumorals . Pel que fa als lligands, s’ha demostrat que estan més

| (221,227) ;

expressats en les cél-lules tumorals que en el teixit prostatic norma i que

la seva expressio es relaciona amb un augment en |'activacio del AR en el PCa
(228, 3 més, tot i que no s’ha establert si aquesta sobreexpressié té alguna
significanga pronostica en el PCa, I'evidéncia ha demostrat que aquests péptids

promouen el creixement autonom i la diferenciacié d’aquestes cél-lules

(212,229,230)

La relacid establerta entre la familia EGF-HER i el PCa ha promogut I'avaluacié
de les terapies dirigides a inhibir aquesta familia en el tractament del PCa. Els
resultats han demostrat que in vitro i in vivo agents com el cetuximab, el
trastuzumab, el gefitinib o I'erlotinib inhibeixen el creixement de les cel-lules

tumorals prostatiques 3%

. D’altra banda, els assaigs clinics demostren que
aquests agents no tenen efectes beneficiosos en la majoria de pacients amb

235-2. . . . .
PCa (35239 Actualment, es desconeixen els mecanismes implicats en la manca
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d’efectivitat d’aquests tractaments en clinica, per la qual cosa, elucidar si el
desenvolupament de resistencies esta implicat en aquesta manca d’efectivitat

és de gran importancia per tal de trobar estratégies que permetin millorar-la.
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Actualment, el cancer és un dels problemes de salut publica més importants de

la nostra societat Y.

Un dels pilars del seu tractament és la terapia
farmacologica antineoplastica, una estratégia que ha millorat molt el pronostic
d’alguns tipus de cancer perd que continua presentant certes limitacions, com
els efectes secundaris i I'aparicid de resisténcies, per la qual cosa, incrementar
la selectivitat de les terapies i establir els mecanismes implicats en I'aparicié
d’aquestes resisténcies és encara un dels grans reptes de la recerca oncologica

actual.

En aquesta tesi ens hem plantejat una nova estrategia per millorar la
selectivitat i eficacia dels tractaments oncologics. Aquesta estratégia es basa en
vehiculitzar compostos metal-lics amb potencial activitat citotoxica a I'interior
de les cél-lules tumorals, a través de la seva unié a molécules que tenen els
seus receptors sobreexpressats en la membrana d’aquests tipus cel-lulars i que

internalitzen a través de diferents mecanismes.

El primer objectiu que ens hem proposat, doncs, és sintetitzar una série de
conjugats formats per compotos metal-lics de plati, ruteni i osmi amb potencial
activitat citotoxica i analegs de la somatostatina (octreotide) i de folat com a
portadors biologics, per tal de determinar si sén biologicament actius i si
confereixen als compostos una major selectivitat per les cél-lules tumorals que
sobreexpressen els seus receptors respecte la resta de cel-lules de I'organisme.

Aquest objectiu general esta integrat pels objectius especifics seglients:

1. Sintetitzar i caracteritzar diversos analegs d’octreotide i conjugar-los a
compostos metal-lics de plati (ll), areno-complexos de ruteni (Il) i areno-

complexos d’osmi (l1).
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2. Avaluar la capacitat dels analegs d’octreotide d’internalitzar a I'interior de

cél-lules tumorals que sobreexpressen el SSTR2.

3. Caracteritzar I'activitat citotoxica, el mecanisme d’accid i la selectivitat dels

conjugats i dels corresponents complexos metal-lics.

4. Analitzar I'efecte citotoxic d’'un conjugat constituit per un complex de plati
(IV) i per un analeg del folat per tal d’avaluar la capacitat del folat d’actuar

com a agent vehiculitzador de compostos metal-lics.

D’altra banda, els avencos realitzats en relacié a la terapia dirigida han permes
desenvolupar nous agents pel tractament oncologic, entre els quals destaquen
els farmacs que inhibeixen especificament els receptors de la familia HER-EGF.
Tot i els bons resultats que s’han obtingut amb aquestes terapies, el seu Us es
veu limitat pel desenvolupament de resistencies per les cel-lules tumorals. Dins
dels diversos mecanismes de resisténcia que s’han descrit, en aquest treball
hem volgut analitzar la capacitat de les cél-lules tumorals d’establir bucles
autocrins mitjangant la sobreexpressié dels HER i la produccié de lligands de la
propia familia que els permetin mantenir activades les vies de proliferacio
cel-lulars tot i tenir un dels receptors inhibit. En concret, s’ha volgut analitzar si
aquest mecanisme esta implicat en la baixa efectivitat clinica d’aquestes
terapies en el PCa, ja que el desenvolupament d’aquests tipus de tumors s’ha

relacionat amb aquesta via de factors de creixement

Aixi, el segon objectiu general que ens hem plantejat en aquest treball ha sigut
estudiar si les cel-lules de PCa presenten un mecanisme de resistencia intrinsec

que els permet modular I'expressié dels membres de la familia HER-EGF en
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resposta als inhibidors d’aquesta via. Aquest objectiu general esta integrat pels

objectius especifics seglients:

1. Caracteritzar I'expressid dels receptors i els lligands de la via HER-EGF en

dues linies de cancer de prostata androgen-independents.

2. Determinar l'efecte de tres inhibidors de I'EGFR, dos inhibidors de
I'activitat tirosina quinasa, el gefitinib i I’erlotinib, i un anticds monoclonal,
el cetuximab, sobre el creixement i la proliferacié d’aquestes linies

tumorals.

3. Determinar l'efecte del gefitinib, I'erlotinib i el cetuximab sobre I'expressié
dels receptors i lligands de la via HER-EGF en les dues linies de cancer de

prostata androgen-independents.

4. Caracteritzar si la sobreexpressio de lligands i receptors de la via HER-EGF
esta relacionat amb la resisténcia a agents inhibidors de 'EGFR mitjancant
el desenvolupament d’'una linia de carcinoma de prostata androgen-

independent resistent a I’erlotinib.
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Vehiculitzacié de compostos metal-lics com a nova estrategia antitumoral

3.1 Vehiculitzacié de compostos metal-lics com a nova estratégia

antitumoral

3.1.1  Vehiculitzacio de compostos metal-lics de Pt{l}}), Ru(ll} i Os(i1} a través

de la unio a analegs de l'octreotide

En el primer apartat d’aquesta tesi es va treballar conjuntament amb els
departaments de Quimica Organica (Dr Vicente Marchan i Dra Flavia Barragan) i
de Quimica Inorganica (Dra Virtudes Moreno) de la Facultat de Quimica de la
Universitat de Barcelona. Ells van sintetitzar i caracteritzar els péptids, els
conjugats metall-peptid i els complexos metal-lics control que posteriorment

van ser avaluats biologicament.

3.1.1.1. Sintesi quimica dels compostos metal ics, els peptids i els conjugats

En aquest projecte es van sintetitzar quatre complexos metal-lics (un complex
de Pt(ll) (Cx1), dos complexos de Ru(ll) (Cx2 i Cx3) i un complex d’Os(ll) (Cx4))
(figura 3.1), tres peptids (I'octreotide (P1) i dos analegs dicarba de I'octreotide
(P2 i P3)) i set conjugats complex metal-lic-péptid (Cj1, Cj2, Cj3, Cja, Cj5, Cj6 i
Cj7) (figura 3.2). També es van sintetitzar els péptids P1 i P3 derivatitzats amb
fluoresceina (P1-F i P3-F, respectivament) (figura 3.3). En general, tots els
reactius, resines i aminoacids utilitzats eren d’origen comercial (Aldrich, Fluka,

Novabiochem, Bachem i IrisBiotech).

A continuacid es descriu breument la sintesi dels diferents compostos.

75



76 ’ Materials i métodes

a)  Sintesi quimica dels complexos metal-lics de P(i), Ru{li} i Os{1l}

Els complex metal-lic de plati cis-dicloro-(1-(acid carboxilic etil éster)-1,2-
diaminoeta)plati (1) ([PtCl,(Etdap)], complex Cx1) es va sintetitzar seguint un

protocol préviament descrit per Moradell et al **°.

S U el o
2 H —|ﬁ
Cl‘Pt’N OEt \ ’\R ,Nz\_/lkoH RUw . A~ o . ? — [o]
cl’ N v PhaP" | N7 N—@—Q ——0s—N
o N il ome L5 L om

H;
Cx1 Cx2 Cx3 Cx4

Figura 3.1. Estructura quimica dels complexos metal-lics sintetitzats.

El complex de ruteni [(1°>-p-cym)RuCl(dap)][PFs] (complex Cx2) es va obtenir per
reaccié del dihidroclorur de (L)-2,3-diaminopropanoat de metil, amb el complex
[{(1°-p-cym)Ru(u-Cl)Cl},], en preséncia de NEts i NH,PFe.

Per sintetitzar el complex ([(1°-p-cym)RuCl(Im-BzCOOMe)(PPhs)][PF4]) (complex
Cx3) en primer lloc es va sintetitzar el complex intermedi [(7°-p-cym)RuCl,(Im-
BzCOOMe)] per reaccié entre [{(1>-p-cym)Ru(1-Cl)Cl},] i 'éster de metil de I’acid
4-(1H-Imidazol-1-il)benzoic. A partir de [(n6-p-cym)RuCl,(Im-BzCOOMe)], per
reaccié amb PPh; i hexafluorofosfat d’amoni, es va obtenir el complex Cx3 ?*).
Finalment, el complex d’osmi [(7°-bip)Os(4-CO,Et-Pico)Cl)]’ (complex Cx4) es va

sintetitzar tal i com es troba descrit en el treball de Van Rijt et al ?*2.

b}  Sintesi quimica dels péptids analegs dicarba de Foctreotide

L'octreotide (P1) utilitzat en aquests experiments es va obtenir de Bachem

(Bubendorf, Switzerland).
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Figura 3.2. Estructura quimica de I'octreotide, els péptids analegs de I'octreotide i els
conjugats metall-péptid sintetitzats.
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La sintesi quimica de I'analeg dicarba insaturat de 'octreotide, cis-H,N-D-Phe-
c(dhDsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-dhDsaC)-Thr-ol (P2), es va dur a terme seguint una
estratégia Fmoc/'Bu en fase solida, tal i com es descriu en els articles de
D’Addona et al ** i de Barragan et al “*”. Com a suport solid es va utilitzar la
resina comercial Fmoc-Rink Amida p-MBHA de NovaBiochem (Darmstadt,

Germany).

L’analeg dicarba saturat de I'octreotide, H,N-D-Phe-cs(dhDsaN-Phe-D-Trp-Lys-

Thr-DsaN)-Thr-ol (P3), es va obtenir per hidrogenaciéo del doble enllag del

péptid P2 utilitzant el catalitzador de Wilkinson **.

HO Oo OH /O
o 0 N\/\D/\/O\)\ /\r \/u\ ’C? 4@

/'
\
."

”OH

P1-F H e

) Nv\,voyu\ru\gso @

Figura 3.3. Estructura quimica de I'octreotide fluoresceinat P1-F i de I’analeg dicarba
fluoresceinat P3-F.

Hz

P3-F
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La sintesi quimica de l'octreotide fluoresceinat P1-F i de I'analeg dicarba
fluoresceinat P3-F (figura 3.2) es va dur a terme seguint procediments similars.
En tots dos casos, els péptids es van derivatitzar mitjangant I'acoblament de
5(6)-carboxifluoresceina amb N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIPC) i 1-hidroxi-7-

aza-benzotriazole (HOAt) en N,N-dimetilformamida (DMF) anhidra (241)

¢  Sintesi quimica dels conjugats constituits pels complexos metallics de Pt{ll), Ru(il} i

Os(il} i I'octreotide o els analegs dicarba de Voctreotide

En total es van sintetitzar 7 conjugats constituits per un complex metal-lic, una
molécula espaiadora (L) i un peptid (complex metal-lic — L — péptid). Per a la
sintesi dels diferents conjugats, va ser necessari preparar els complexos
metal-lics Cx5, Cx6, Cx7 i Cx8 (figura 3.4, A), i els corresponents peptids P2 i P3
ancorats a resina i convenientment protegits. Pel que fa als espaiadors, es van

emprar I'acid d-aminobutiric (L1) i el polietilenglicol (L2) (figura 3.4, B).

/ \
/Pt\
Ci CI

PhsP~ PF’hg
I
Cl
Cx5 Cx6 Cx7 Cx8
B 0 OH
0 0
L1 L2

Figura 3.4. Estructura quimica dels complexos metal:lics (A) i de les molécules
espaiadores (B) utilitzats en la sintesi dels conjugats metall-péptid.
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El primer conjugat, el [PtCl,Dap]-[octreotide] (Cjl), es va obtenir per reaccié de
|'acetat d’octreotide P1 amb el complex de Pt(ll) Cx5 en DMF, utilitzant com a
reactius d’acoblament N-hidroxisuccinimida i carbodiimida soluble ECD ®**. La
purificacié es va dur a terme per HPLC en fase reversa en columnes Nucleosil C8
(2504 mm, 10 um) (Sigma, St. Louis, MO, USA), utilitzant els dissolvents A:
H,0/0.045% TFA i B: ACN/0.036% TFA en un gradient de 30->80% B en 30 min.
El producte es va caracteritzar per espectrometria de masses MALDI-TOF i

electrospray.

Els conjugats [PtCl,Dap] — L1 — D-Phe-c(dhDsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-dhDsaC)-Thr-
ol (Cj2) i [PtCl,Dap] — L1 — D-Phe-cs(DsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-DsaC)-Thr-ol (Cj3),
es van obtenir en fase solida per reaccié dels peptids P2 i P3 (préviament
derivatitzats amb I'espaiador L1), respectivament, i el complex de Pt(ll) Cx5,
seguint una estrategia lineal en fase solida ***. La purificacié es va dur a terme
per HPLC en fase reversa en columnes GraceSmart RP C18 (250x4 mm, 5 pum)
(Sigma) i utilitzant els dissolvents A: H20/0.045% TFA i B: ACN/0.036% TFA en
un gradient de 20->60% B en 30 min. La caracteritzaci6 es va fer per

espectrometria de masses.

Els conjugats [PtCl,Dap] — L2 — D-Phe-cs(DsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-DsaC)-Thr-ol
(Cijd) i [(n®bifenil)OsCl(pico)] — L2 — D-Phe-cs(DsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-DsaC)-
Thr-ol (Cj5) **? es van obtenir en fase solida per reaccié del peptid P3
(previament derivatitzat amb I'espaiador L2) amb els complexos de Pt(ll) Cx5 i
d’Os(l1) Cx6, respectivament, seguint una estratégia lineal en fase solida ***. A
continuacié, la purificacid es va realitzar per HPLC en fase reversa utilitzant
columnes GraceSmart RP C18 (250x4 mm, 5 um) i els dissolvents A:

H20/0.045% TFA i B: ACN/0.036% TFA en un gradient de 20>60% B en 30 min.

La caracteritzacié es va dur a terme per espectrometria de masses.
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Els conjugats [(n°-p-Cym)RuClDap] — L2 — D-Phe-cs(DsaN-Phe-D-Trp-Lys-Thr-
DsaC)-Thr-ol (Cj6) i [(n°-p-Cym)RuCl(PPh3)(ImB)] — L2 — D-Phe-cs(DsaN-Phe-D-
Trp-Lys-Thr-DsaC)-Thr-ol (Cj7) es van sintetitzar en fase solida per reaccié del
péptid P3 (previament derivatitzat amb I'espaiador L2 i el lligand corresponent,

Dap o imidazol) amb els complexos de Ru(ll) Cx7 *** i cx8 **©

, respectivament,
seguint la metodologia descrita per Barragdn et al @24 Tot seguit, la purificacio
per HPLC en fase reversa es va dur a terme en columnes GraceSmart RP C18
(250x4 mm, 5 pm) i utilitzant els dissolvents A: H20/0.045% TFA i B:
ACN/0.036% TFA en un gradient de 20->60% B en 30 min, pel Cj6, i de

30->100% B en 30 min, pel Cj7.

3.1.1.2. Estudis d'estabilitat, hidrolisi i interaccié amb el DNA dels conjugats

metallics d’analegs de 'octreotide

A continuacid es fa una breu descripcié dels estudis d’estabilitat, hidrolisi i
interaccido amb el DNA que es van realitzar amb els conjugats sintetitzats, ja que
son especialment Gtils per a discutir la seva activitat biologica. Aquests estudis
es van dur a terme en el Departament de Quimica Organica de la Universitat de

Barcelona.

a) Assajos d'estabilitat en medi aquds del conjugat (j1

L'estabilitat del conjugat Cj1 en medi aquds es va iniciar dissolent una aliquota
de compost en aigua acida (0.045% TFA). A continuacio, i després de separar la
solucié sobrenedant del precipitat mitjancant centrifugacio, el producte

majoritari es va aillar per HPLC en fase reversa i es va liofilitzar. El producte
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liofilitzat es va redissoldre en 125 pL d’aigua acida i, després de deixar-lo
incubar durant 30 minuts o 24 hores, es va analitzar per HPLC en fase reversa
en una columna Nucleosil C8 (250 x 4 mm, 10 um), utilitzant gradients lineals
de dissolucions H,0/0.045% TFA (dissolvent A) i ACN/0.036% TFA (dissolvent B).
Finalment, la caracteritzacié dels productes formats es va realitzar per EM-

MALDI-TOF i EM-ESL.

b}  Assajos d’estabilitat en medi aqués del conjugat Cj2

El seguiment de I'estabilitat en medi aquds del conjugat Cj2 es va dur a terme
incubant una aliquota del compost en dissolucié aquosa durant 24 hores i en
dissoluciéo 150 mM NaCl durant 4 dies. Posteriorment, el producte obtingut es
va analitzar per HPLC en fase reversa en una columna GraceSmart RP C18
(250x4 mm, 5 um), utilitzant gradients lineals de dissolucions H,0/0.045% TFA
(dissolvent A) i ACN/0.036% TFA (dissolvent B). A continuacid, els conjugats es
van caracteritzar per EM-MALDI-TOF o EM-ESI.

¢  Estudi de l'activacid dels conjugats Cj4 - (j7

Per estudiar I'activacio dels conjugats Cj4 - Cj7 mitjangant la hidrolisi de I'enllag
metall-clorur (M-Cl) es va treballar a una concentracié 100 uM pel conjugat Cj4
i 10 uM pels conjugats Cj5 - Cj7. Pel qué fa al conjugat Cj6, aquest experiment i
el segiient es van dur a terme amb el conjugat unit al peptid P2 (anomenat
conjugat Cj6a), ja que quan es van realitzar no es disposava del conjugat Cj6.
Per tal de dur a terme I'experiment, es van preparar tres dissolucions aquoses

amb cadascun d’aquests compostos a una concentracié de 4, 22.7 i 100 mM de
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NaCl. Les mostres es van incubar a 372C durant 24h i es van analitzar per HPLC

en fase reversa en les segilients condicions:

- Hidrolisi de Cj4, Cj5 i Cj7: Es va utilitzar una columna Kromasil C18 (250
X 4.6 mm, 10 um, cabal: 1 mL/min) i gradients lineals de dissolucions
H,0/0.045% TFA (dissolvent A) i ACN/0.036% TFA (dissolvent B).

- Hidrolisi de Cj6a: Es va utilitzar una columna GraceSmart RP C18 (150 x
2.1 mm, 5 um, cabal: 1 mL/min) i gradients lineals de dissolucions
H,0/0.1% acid formic (dissolvent A’) i ACN/0.1% acid formic (dissolvent
B’).

Els diferents productes aillats per HPLC van ser caracteritzats per EM-MALDI-

TOF o EM-ESI.

d}  Estudis d'interaccé dels conjugats Cj2, (j4, (j5, Cj6a i (G7 amb el DNA

La interaccid dels compostos amb la seqliencia oligonucleotidica 5"dCATGGCT
es va dur a terme a 372C i en una solucié aquosa 4 mM de NaCl. Inicialment, es
van col-locar en un eppendorf 0.032 umol dels conjugats Cj2, Cj4, Cj5, Cj6a o
Cj7 liofilitzats o en dissolucid aquosa. A continuacid, es va afegir la quantitat
necessaria de l'oligonucleotid dissolt en medi aqués que permetés arribar a la
concentracié final de 100 uM. Finalment, el volum es va completar amb una
solucié aquosa de NaCl a la concentracié adequada per tal de tenir una
concentracié final 4 mM de NaCl. L’evoluciod de I'estabilitat del producte i de les
reaccions d’'unié al DNA es van monitoritzar per HPLC en fase reversa en
columnes Kromasil Ci;5 (250 x 4.6 mm, 10 mm, cabal: 1 mL/min) utilitzant
gradients lineals de dissolucions aquoses d’acetat de trietilamoni (TEAA) (0.05

M) (dissolvent A) i ACN (dissolvent B) o ACN/H,0 1:1 (dissolvent B’). Els
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adductes metal-lics es van aillar després de realitzar diverses analisi per HPLC
utilitzant les condicions analitiques de separacid. La caracteritzacié dels
productes per HR MALDI-TOF MS es va dur a terme en el mode negatiu
utilitzant com a matriu la 2,4,6-trihidroxiacetofenona i, com a additiu, citrat
d’amoni. Les digestions enzimatiques amb les exonucleases 5 i 3’
(fosfodiesterases provinents de melsa de bovi i de veri de serp, respectivament)

es van realitzar seguint procotols descrits préviament 47249,

3.1.1.3  Avaluacio de la citotoxicitat i I'especificitat dels conjugats metalics

d’analegs de l'octreotide

a) Linies cel-ulags i condidions de cultiu

La linia cel-lular de cancer de mama huma MCF-7 i la linia cel-lular de carcinoma
de prostata huma androgen-independent DU-145 es van obtenir de I’ATCC. Les
cél-lules procedents d’ovari de hamster xines (CHO, chinese hamster ovary) es
van seleccionar com a linia cel-lular no tumoral. Les cél-lules es van fer créixer
en Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)_GlutaMAX-I suplementat amb
10% de seérum fetal bovi, 100 U/ml de Penicillina G i 100 pg/ml
d’estreptomicina (tots ells de Gibco, Paisley, UK). Les cél-lules es van mantenir
en un incubador a una temperatura de 379C i amb una atmosfera humidificada
amb el 5% de CO,, mantenint-les lliures de micoplasma i propagant-les en cultiu

adherent a través de diferents protocols ja establerts.
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b} Quantificacié def receptor SSTR2 per citometria de flux

Les cél-lules MCF-7, DU-145 i CHO es van obtenir per tripsinitzacid i, a
continuacié, 5-10° cél-lules es van fixar amb PBS-1.5% formaldehid durant 30
minuts a 42C i es van permeabilitzar amb PBS-0.2% Tween 20 (Biorad, Hercules,
CA, USA) durant 15 minuts a 372C. Tot seguit, les cel-lules es van incubar durant
30 minuts a 42C amb un anticos monoclonal d’origen muri dirigit contra el
receptor SSTR2 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) a una dilucié 1/20.
Després de rentar amb PBS, les cél-lules es van incubar durant 30 minuts a 42C
amb un anticos dirigit contra les IgG murines conjugat a Alexa-Fluor 488
(Invitrogen Life Technologies) a una dilucié 1/200. Després de realitzar un Gltim
rentat, es va procedir a analitzar la fluorescéncia de les cél-lules mitjangant un
citometre de flux FACSCalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA) equipat amb el programa CellQuest™ (Becton Dickinson). La
intensitat de fluorescéncia es va representar en una escala logaritmica de
quatre ordres de magnitud (1 — 10000). Els experiments es van dur a terme per
triplicat i es van analitzar 10.000 cel-lules en cadascun dels experiments

realitzats.

¢ Internalitzacié del péptid P3-F per microscopia confocal

Per tal d’avaluar la internalitzacié del peptid P3-F per microscopia confocal, es
van sembrar 50000 cél-lules MCF-7 sobre uns cubreobjectes que préviament
s’havien tractat amb fibronectina (5 pg/mL, durant 1 hora), en plaques de 24
pous. 24 hores després, les cél-lules es van incubar durant 1, 3 i 6 hores amb 50
uM del péptid P3-F a 372C. Un cop passats els temps indicats, les cel-lules es

van rentar amb PBS fred i es van fixar en PBS-4% paraformaldehid durant 15
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minuts a 42C. A continuacid, el nucli cel-lular es va marcar amb Hoescht 33258
(excitacié/emissid: 352 nm/461 nm) a una concentracié de 5 pug/mL durant 15
minuts. Després, les cel-lules es van rentar dues vegades amb PBS fred i es va
procedir a fer el muntatge dels cobreobjectes utilitzant el medi de muntatge
fluorescent DAKO (Carpinteria, CA, USA). Les cél-lules es van examinar utilitzant
el microscopi confocal espectral multifoté d’elevada velocitat Leica TCS-SF2

(Leica Microsystems, Nussloch, Germany).

d} Quantificacié de Ia internalitzacio dels peptids P1-F i P3-F per citometria de flux

En aquest experiment es van sembrar 75000 cel-lules MCF-7 en plaques de 12
pous. 24 hores després, les cél-lules es van incubar durant 1, 3 i 6 hores amb 50
uM del péptid P1-F o 50 uM del péptid P3-F a 372C. Un cop passat el temps
indicat, les cél-lules es van tripsinitzar i es van rentar tres vegades amb PBS a
4°C. A continuacid, es va procedir a analitzar la fluorescéncia de les cél-lules
mitjangant un citometre de flux FACSCalibur (Becton Dickinson) equipat amb el
programa CellQuestTM (Becton Dickinson). La intensitat de fluorescéncia es va
representar en una escala logaritmica de quatre ordres de magnitud (1 —
10000). Els experiments es van dur a terme per triplicat i es van analitzar

10.000 cél-lules en cadascun dels experiments realitzats.

e)  Assaigs de citotoxicitat

Per tal d’analitzar I'efecte citotoxic dels compostos sobre les cel-lules MCF-7,
DU-145 i CHO es van sembrar 3500, 4000 o 2000 cel-lules per pou,
respectivament, en una placa de 96 pous. 24 hores després, les cel-lules MCF-7

es van tractar amb diferents concentracions del péptid P2 (25 — 250 uM), el
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péptid P3 (25 — 250 uM), el conjugat Cj2 (25 — 250 uM), el conjugat Cj4 (25 —
250 uM), el conjugat Cj5 (25 — 250 uM), el conjugat Cj6 (25 — 250 uM), el
conjugat Cj7 (25 — 100 uM), el complex Cx1 (25 — 250 uM), el complex Cx2 (25 —
250 uM), el complex €x3 (2 — 15 puM), el cisplati (1 — 10 pM) i amb el vehicle sol
(aigua + 10%-DMSO) com a control. Les cél-lules DU-145 i CHO es van tractar
amb el conjugat Cj7 (25 — 100 uM), el complex €Cx3 (2 — 15 pM) i amb vehicle sol
(aigua + 10%-DMSO) com a control. Tres dies després, les cel-lules es van rentar
amb PBS i I'efecte dels compostos es va analitzar mitjancant un assaig que
determina la reduccié del 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenil-tetrazolium
bromide (MTT) (Sigma, St. Louis, MO, USA) a formazan ®°. Els resultats es van
obtenir fent la lectura de la placa a 570 nm en un lector de plaques Multiscan
Plate Reader (ELX800, Biotek, Winooski, USA). La viabilitat de les cél-lules es va
expressar com el percentatge de cél-lules viables en les mostres tractades
respecte les cel-lules viables en les mostres control, fent el quocient entre
I'absorvancia obtinguda per cadascun dels tractaments i I'obtinguda pels
controls. A partir de la viabilitat i la concentracié del farmac, es va construir la
corba de citotoxicitat. La interpolacioé dels valors del 50% de supervivéncia a les
corbes va permetre determinar la concentracid que inhibeix en un 50% la
supervivencia cel-lular (ICsq, inhibitory concentration 50) dels farmacs estudiats.
Els resultats de cada experiment sén la mitjana de tres determinacions i tots els

experiments es van dur a terme per triplicat.

f)  Estudis d'interaccié del complex metal-lic (x3 amb el DNA plasmidic

En aquest experiment es va utilitzar el plasmid de DNA pBR322 a una
concentracié 0,25 pg/ul (8,84-10® M). Les solucions mare de cisplati i de

complex Cx3 es van preparar amb aigua miliQ-5% DMSO abans de ser
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utilitzades. Les mostres de reaccio es van preparar en un volum final de 20 ul de
tampd TE (Tris-H,EDTA: 50 mM NaCl, 10 mM Tris- HCI, 0.1 mM H4EDTA, pH 7.4)
utilitzant les solucions mare de cisplati i del complex Cx3 i 2,8 ul del plasmid
pBR322. Les mostres es van preparar amb una ratio molar (ri) de 0.5 entre el
complex i els nucleotids. Les mescles de reaccid es van incubar a 372C. 48 hores
després, es van afegir 4 ul de tampd de carrega a una aliquota dels 20 pul de
I’adducte complex/DNA. A continuacid, les mostres es van fer cérrer en un gel
d’agarosa (1% en tampd TBE, Tris-Borat-EDTA) durant 3 hores a 25 volts. Passat
el temps d’electroforesi, el gel es va marcar durant 45 minuts amb una solucié
de bromur d’etidi (0,5 ug/ul en TBE) que va permetre visualitzar els productes
per rajos UV i obtenir-ne una fotografia. En I'experiment també es va utilitzar

una mostra control que només contenia DNA plasmidic.

g}  Assaig de l'acumulacio de ruteni en les cél-lules MCF-7

Per avaluar I'acumulacié de ruteni del conjugat Cj7 i del complex Cx3 a les
cél-lules MCF-7, es van sembrar 1.5-10° cél-lules en plaques de Petri de 100 mm
de diametre. 48 hores després, les cél-lules es van tractar a una concentracié
equivalent a la cinquena part de la IC5, del conjugat Cj7 i del complex Cx3 (12.5
uM i 0.66 uM, respectivament), o amb medi sol com a control. 24 hores
després, les cél-lules es van rentar tres vegades amb PBS fred, es van
tripsinitzar i es van comptar manualment en un hemocitometre utilitzant el
metode d’exclusié del blau de tripa. Seguidament, les cél-lules es van
centrifugar, es van dissoldre amb 300 uL d’acid nitric concentrat al 72% (v/v) i
es van transferir a uns vials wheaton v (Sigma-Aldrich) que es van deixar al forn
a 1009C durant 18 hores. Passat aquest temps, els vials es van refredar i les

mostres es van rentar amb aigua miliQ i es van traspassar a un tub volumetric.
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Tot seguit, les mostres es van diluir unes 10 vegades amb aigua miliQ per tal
d’obtenir una concentracié final d’acid nitric equivalent al 2.5% (v/v). El
contingut de ruteni es va analitzar amb I'aparell d’espectometria de massa de
plasma d’acoblament inductiu (ICP-MS, inductively coupled plasma mass
spectrometry) Perkin Elmer Elan 6000 del Parc Cientific i Tecnologic de la
Universitat de Barcelona. El dissolvent utilitzat en cada experiment va ser aigua
milli-Q - 1% HNOs. En tots els experiments es va fer una corba de calibracio de
ruteni preparada amb la solucié estandard de ruteni (High-Purity Standards,
1000 pg/mL + 5 pg/mL in 2% HCI). Totes les mostres es van analitzar per
triplicat. L'isotop detectat va ser el Ruy;. El rodi es va afegir a una concentracié

final de 10 ppb en totes les mostres ja que va ser utilitzat d’estandard intern.

h) Analisi estadistic

L’analisi estadistic es va dur a terme utilitzant el programa estadistic SPSS per a
Windows (versié 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les variables quantitatives es
van expressar com a mitjana i error estandard (SE). La normalitat de les dades
es va comprovar utilitzant el test de Kolmogorov-Smirnov. Les diferéncies entre
les dades que presentaven una distribucié normal i variancies homogenies es va
analitzar utilitzant el test paramétric de la t d’Student, mentre que en els altres
casos el test aplicat va ser el de Mann-Whitney. En comparar resultats, es va

considerar significatiu un valor de p<0.05.
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3.1.2  Vehiculitzacid de compostos metal-lics de P{IV) a través de la unid a

analegs de folat

En aquesta part del treball es va estudiar una estratégia alternativa basada en
la vehiculitzacié de complexos de Pt(IV) a través de la seva unié al folat. Amb
aquesta finalitat, es va col-laborar amb el Departament de Quimica Organica i
amb el Departament de Quimica Inorganica de la Facultat de Quimica de la
Universitat de Barcelona, que van realitzar la sintesi quimica dels complexos
metal-lics de Pt, I'analeg de folat i el conjugat final que van ser avaluats

biologicament.

3.1.2.1. Sintesi quimica dels compostos metallics, de l'analeg de I'acid folic i del

conjugat metali-folat

En aquest projecte es van sintetitzar un peptid analeg de I'acid folic (F2), dos
complexos metal-lics de Pt, el picoplati (Cx9) i un complex de plati (IV) analeg
del picoplati (Cx10), i un conjugat complex de Pt(IV) — folat (Cj8) (figura 3.5). En
general, tots els reactius, resines i aminoacids que es van utilitzar eren d’origen

comercial (Aldrich, Fluka, Novabiochem, Bachem i IrisBiotech).
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Figura 3.5. Estructura quimica dels complexos metal-lics (A) i dels analegs de folat i el
conjugat metall-folat (B) sintetitzats.

A continuacid, s’exposa una breu sintesi dels compostos sintetitzats.
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a) Sintesi quimica dels complexos metallics cis-[PECL{2-metilpiridina)(NH;)] i
cis, cis, trans-[PtCh{2-metilpiriding) (NH:) (OHHO,.CCH,CH(0,H)) ]

Per tal de sintetitzar el picoplati (cis-[PtCl,(2-metilpiridina)(NH3)], Cx9)
primerament es van fer reaccionar el K, el K[PtCl3(NH;)] i la 2-metilpiridina. Aixi
es va obtenir el complex cis-[Ptl,(2-metilpiridina)(NHs)], un precursor del Cx9

que es va fer reaccionar amb AgNO; i HCI per tal d’obtenir el Cx9.

El complex cis,cis,trans-[PtCl,(2-metilpiridina)(NH3)(OH)(O,CCH,CH,CO,H,)]
(Cx10) es va obtenir fent reaccionar el Cx9 amb una mescla de H,O/Hepta i
H.,0,. El producte obtingut (cis, cis, trans-[PtCl,(2-metilpiridina)(NH3)(OH),]) es va
dissoldre en DMF i es va fer reaccionar amb anhidrid succinic, per tal d’obtenir

el complex final.

b}  Sintesi quimica de Fanaleg de I'adid folic

L’analeg de I'acid folic F2 es va obtenir a través de la reaccié de I’acid folic (F1)
amb la trietilamina, la N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), la N-

hidroxisuccinimida (NHS) i la 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina.

¢  Sintesi quimica del conjugat constituit per un complex metal-lic de Pt{V) i un analeg

de Vacid folic

El conjugat Cj8 es va obtenir a través de la formacié d’un enllag amida entre el
complex Cx10 i el grup amina de I'analeg de folat F2 fent reaccionar els dos

compostos amb presencia de HATU i N,N-Diisopropiletilamina (DIEA).
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3.1.2.2. Avaluacié de la citotoxicitat dels complexos metalics (x9 i (x10, Vanaleg

de folat 2 i el conjugat (j8

a) Linies cel-lulars i condicions de cultiu

La linia cel-lular de cancer de mama huma MDA-MB-231 es va obtenir de
I’ATCC. Les cel-lules es van fer créixer en medi RPMI (Gibco) suplementat amb
10% de serum fetal bovi, 100 U/ml de Penicil-ina G i 100 pg/ml
d’Estreptomicina (Gibco). Les cél-lules es van mantenir en un incubador a una
temperatura de 372C i amb una atmosfera humidificada amb el 5% de CO,,
mantenint-les lliures de micoplasma i propagant-les en cultiu adherent a través

de diferents protocols ja establerts.

b}  Assaig de citotoxicitat

Per tal d’analitzar I'efecte citotoxic dels compostos Cj8, F2, Cx9 i Cx10 sobre les
cél-lules MDA-MB-231 es van sembrar 6000 cél-lules per pou en una placa de
96 pous. 48 hores després, les cel-lules es van tractar amb diferents
concentracions del conjugat Cj8 (50 — 200 uM), de I'analeg de folat F2 (50 — 200
uM), del complex Cx9 (25 — 100 uM), del complex C€x10 (50 — 200 uM) i amb
vehicle sol (aigua + 10%-DMSO) com a control. Tres dies després, les cél-lules es
van rentar amb PBS i I'efecte dels compostos es va analitzar mitjangant un

assaig de MTT tal i com s’especifica en I'apartat 3.1.1.4.e.
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3.2 Resisténcia de les cél-lules tumorals de cancer de prostata a

les terapies dirigides a inhibir la familia HER-EGF

a) linies cel-ulass i condicions de cultiu

Les linies cel-lulars de carcinoma de prostata huma androgen-independents DU-
145 i PC-3 es van obtenir de I’ATCC. Les cél-lules es van fer créixer en Dulbeco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM)_GlutaMAX-I suplementat amb 10% de
serum fetal bovi, 100 U/ml de Penicil-lina G i 100 pg/ml d’Estreptomicina (tots
ells de Gibco). Les cel-lules es van mantenir en un incubador a una temperatura
de 372C i amb una atmosfera humidificada amb el 5% de CO,, mantenint-les
lliures de micoplasma i propagant-les en cultiu adherent a través de diferents

protocols ja establerts.

A partir de la linia cel-lular de carcinoma de prostata huma DU-145 es va
establir una linia cel-lular resistent a |'erlotinib (DUErR) exposant de forma
continuada les cél-lules parentals DU-145 a concentracions creixents
d’erlotinib. Inicialment, les cél-lules es van tractar durant un mes a la IC50 de
I'erlotinib (2,5 uM). Posteriorment, la concentracié es va anar augmentant
mensualment a 5, 10 i 15 uM d’erlotinib mantenint la dosi maxima en el cultiu
cel-lular durant 3 mesos més. A partir del sise més, la linia cel-lular es va
considerar resistent i el seu manteniment es va continuar fent en preséncia de

la dosi maxima aconseguida d’erlotinib al medi de cultiu.
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b}  Assaig de proliferacié cel-lular

En aquest experiment, es va analitzar I'efecte de tres inhibidors de la via HER-
EGF sobre la proliferacié de les cel-lules DU-145 i PC-3: el cetuximab (Erbitux®,
Merck-Serono, Darmstadt, Germany) obtingut gracies a la donacié de I'area de
farmacia de [lInstitut Catala d’Oncologia (ICO, Hospital Dr. Josep Trueta,
Girona), 'erlotinib (Tarceva®) obtingut de Roche (London, UK) i el gefitinib
(Iressa®) obtingut d’Astrazeneca (London, UK). Per realitzar els experiments, es
van sembrar 4000 cél-lules per pou en plaques de 96 pous i, 24 hores després,
les cél-lules es van tractar amb erlotinib (2.5 - 15 uM), gefitinib (2.5 - 15 uM) i
cetuximab (100 - 500 pg/mL) o PBS (cél-lules control). Tres dies després, les
cél-lules es van rentar amb PBS i I'efecte dels compostos sobre la viabilitat
cel-lular es va analitzar mitjangant un assaig de MTT tal i com s’especifica en

I'apartat 3.1.1.4.e.

Els assaigs de proliferacié cel-lular també es van utilitzar per analitzar I'efecte
del bloqueig dels receptors HER2, HER3 i de la NRG-1 sobre la proliferacio de les
cél-lules DU-145 i DUErR. Els tractaments es van fer amb el trastuzumab
(Herceptin®, Roche, Basel, Switzerland), obtingut gracies a la donacié de I'area
de farmacia de [llnstitut Catala d’Oncologia; un anticds bloquejador del
receptor HER3 (H3.105.5), obtingut de Calbiochem (San Diego, CA, USA) i un
anticos contra la NRG-1 (clon C-18), obtingut de R&D Systems. En els
experiments es van sembrar les cél-lules DU-145 i DUErR a una densitat de
4000 cel-lules per pou en plaques de 96 pous. 24 hores després, les cel-lules es
van tractar amb 15 uM d’erlotinib, 10 pug/ml de trastuzumab, 10 ug/ml de
I'anticos dirigit contra HER3 i 10 pg/ml de I'anticos dirigit contra la NRG-1 o

diferents combinacions d’aquests compostos (15 uM d’erlotinib + 10 ug/ml de
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trastuzumab, 15 uM d’erlotinib + 10 pg/ml de I’anticos dirigit contra HER3 i 15
uM d’erlotinib + 10 ug/ de I'anticos dirigit contra la NRG-1). Tres dies després,
les cél-lules es van rentar amb PBS i I'efecte dels compostos sobre la viabilitat
cel-lular es va analitzar mitjangant un assaig de MTT tal i com s’especifica en

I'apartat 3.1.1.4.e.

0  Assaig de creixement cel-lular

Les cel-lules DU-145 i PC-3 es van obtenir dels flascons on estaven adherides
per tripsinitzaci6 i es van sembrar 1.5-10° cél-lules en plaques de 100 mm de
diametre. Tres dies després, les cel-lules es van incubar amb el medi de cultiu
DMEM-10% FBS juntament amb erlotinib (15 pM), gefitinib (15 uM),
cetuximab (500 pg/mL) o PBS (cél-lules control) o amb medi DMEM-0.1% FBS
durant 24, 48 i 72h. Just abans del tractament (temps 0 hores) i 24, 48 i 72h
després d’haver iniciat els respectius tractaments, les cel-lules es van
tripsinitzar i es va comptar manualment el nombre de cél-lules viables en un
hemocitometre utilitzant el metode d’exclusié de trypan blue. Els resultats de
cada experiment son la mitjana de tres determinacions. Tots els experiments es

van dur a terme per triplicat.

d}  Determinacio de I'expressio génica de PTEN per PCR convencional

L'expressié genica de PTEN en les linies cel-lulars DU-145 i PC-3 es va examinar
mitjangant la técnica de la PCR semiquantitativa utilitzant I’expressié del gen
constitutiu gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH, glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) com a control intern. Les cél-lules es van obtenir

dels flascons on estaven adherides per tripsinitzacié. A continuacio, es va
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procedir a fer I'extraccié de I'RNA total de 2-10° cél-lules utilitzant el kit
comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germnay), seguint el protocol de la
casa fabricant i incloent la digesti6 amb DNasa utilitzant el kit RNase-Free
DNase Set (Qiagen). El rendiment de I'extraccié i la puresa de I'RNA obtingut es
van determinar espectroscopicament utilitzant un Nanodrop (ND-1000, Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware, USA). A partir de 1 pug de I'RNA obtingut, es va
sintetitzar el cDNA de cadena senzilla equivalent utilitzant el kit High Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA). La PCR es va dur a
terme utilitzant 4 puL de cDNA, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP, 0.8 uM dels
oligonucleotids “forward” i “reverse” i 1 unitat uL™ de la DNA polimerasa de
Biotools (Biotools B&M Labs, Madrid, Spain) en un volum final de 25 uL . Els
encebadors i les condicions de ciclacidé dels gens PTEN i GAPDH es van obtenir

d’uns protocols previs *°4*?

). 20 uL dels productes de la ciclacié es van fer
correr en un gel d’agarosa a I'1.5%, marcat amb 0.5 pg/mL de bromur d’etidi.
Finalment, els productes de la PCR es van visualitzar per rajos UV i se’n va

obtenir la fotografia.

e) Determinacié de 'expressié génica dels receptors i fligands de fa familia HER-EGF per

P(R quantitativa

Per aquest experiment es van sembrar 1.5-10° cél-lules DU-145 i PC-3 en
plaques de 100 mm de diametre. Tres dies després, les cel-lules es van tractar a
una concentracid similar a la corresponent ICsy de Ierlotinib i el gefitinib (2.5
UM per ambdds compostos en les cél-lules DU-145 i 15 pM per ambdds
compostos en les cel-lules PC-3) i a una concentracid similar a la corresponent
IC5o del cetuximab (350 pg/mL) per les cél-lules DU-145 o a la dosi maxima

assajada per aquest compost (500 pg/mL) per les cél-lules PC-3. 24 hores
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després, les cél-lules es van tripsinitzar i es va procedir a fer I'extraccié de 'RNA
d’un total de 2-10° cél-lules utilitzant el kit comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen).
El rendiment de I'extraccié i la puresa de I'RNA obtingut es van determinar
espectroscopicament utilitzant un Nanodrop (ND-1000, Thermo Scientific). A
partir de 1 ug de I'RNA obtingut, es va sintetitzar el cDNA de cadena senzilla
equivalent utilitzant el kit High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems).
L'expressié genica dels lligands i dels receptors de la via HER-EGF (EGFR, HER2,
HER3, HER4, EGF, TGF-a, AMF, BTC, EPR, HB-EGF i NRG-1) es va analitzar
mitjangant una PCR quantitativa a temps real utilitzant les sondes i encebadors
Tagman® (TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems-Applera
Hispania SA, Espanya), que sén predissenyades i especifiques pels gens a
analitzar. Totes les PCR es van dur a terme en plaques estandard de 96 pous
utilitzant la mix TagMan One-Step Universal Master Mix (Applied Biosystems) i
el sistema 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) per tal d’analitzar els
resultats. Les condicions de ciclacio utilitzades van ser 952C durant 10 minuts,
seguida per 40 cicles a 959C durant 15 segons i 602C durant 1 minut. Les dades
obtingudes van ser processades i analitzades mitjancant el programa 7300 SDS
1.3.1 (Applied Biosystems), obtenint un valor de Ct (threshold cycle) per cada
mostra. La quantificacid relativa de I'expressié dels receptors, els lligands i el
control intern TBP, es va determinar a partir de la interpolacié de la Ct en la
corba estandard obtinguda per cadascun dels gens analitzats. Per tal d’estimar
la variabilitat dins d’'un mateix assaig es van realitzar tres replicats per cada
mostra i per cada gen, mentre que la variabilitat entre assaigs es va determinar
analitzant totes les mostres per triplicat. Els resultats es van expressar com la
mitjana + error estandard de [|‘expressido relativa dels gens analitzats

normalitzada amb la corresponent expressié del TBP.
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Per tal d’analitzar els canvis produits en I'expressié genica de les cel-lules
resistents DUErR en comparacié amb la de les cél-lules DU-145 control, les dues
linies cel-luars es van tripsinitzar i es van obtenir 2:10° de cél-lules. A
continuacid, es va fer I'extraccid de I'RNA, la sintesi el cDNA corresponent i
I'analisi de I'expressié genica dels receptors i lligands de la via HER-EGF per
cadascuna de les linies, tal i com s’ha explicat en el paragraf anterior,
permetent obtenir un valor de Ct per cada mostra. La quantificacié relativa de
I’expressié dels receptors, els lligands i el control intern TBP, es va determinar a
partir de la interpolacié de la Ct en la corba estandard obtinguda per cadascun
dels gens analitzats. Per tal d’estimar la variabilitat dins d’'un mateix assaig es
van realitzar tres replicats per cada mostra i per cada gen, mentre que la
variabilitat entre assaigs es va determinar analitzant totes les mostres per
triplicat. L'expressio relativa dels gens analitzats es va normalitzar amb el
corresponent valor de mRNA obingut pel gen constitutiu TBP. A continuacié, els
resultats es van expressar com la mitjana + error estandard dels resultats
obtinguts per les cel-lules DUErR en comparacié amb els resultats obtinguts per

les cel-lues DU-145 control.

f)  Quantificacié dels receptors HER per citometria de flux

Les cél-lules DU-145 i PC-3 es van obtenir per tripsinitzacié dels flascons on
estaven adherides. A continuacid, 5-10° cél-lules es van rentar amb PBS i es van
incubar durant 30 minuts a 42C amb els anticossos monoclonals d’origen muri
dirigits contra les proteines humanes EGFR, HER2, HER3 i HER4 (Calbiochem) a
una concentracié final de 5 ug/mL. Passat el temps indicat, les cél-lules es van
rentar amb PBS i es van incubar durant 30 minuts a 42C amb un anticos de

cabra dirigit contra les 1gG murines conjugat a Alexa-Fluor 488 (Invitrogen Life
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Technologies, Frederick, MD) a una dilucié 1/200. Després de realitzar un ultim
rentat, es va analitzar la fluorescéncia de les cél-lules mitjangant un citometre
de flux FACSCalibur (Becton Dickinson) equipat amb el programa CellQuest™
(Becton Dickinson). La intensitat de fluorescéncia es va representar en una
escala logaritmica de quatre ordres de magnitud (1 — 10000). Els experiments
es van dur a terme per triplicat i es van analitzar 10.000 cél-lules en cadascun

dels experiments realitzats.

g} Determinacio de I'expressié proteica per Western Blot

Les cel-lules DU-145 (control o tractades amb 2,5 uM d’erlotinib durant 48
hores) i DUErR (continuament exposades a 15 uM d’erlotinib) es van obtenir a
través de la seva tripsinitzacié. A continuacio, 2-10° de cel-lules es van llisar en
un tampé de lisis que contenia 1 mM de EDTA, 150 mM de NaCl, 100 pg/mL de
PMSF, 50 mM de Tris-HCl (pH 7.5) i una mescla d’inhibidors de proteases i
fosfatases (Sigma-Aldrich). La concentracié de proteina en els llisats obtinguts
es va determinar mitjancant la técnica de Bradford (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). A continuacié les mostres de proteina es van separar
mitjangant un gel de SDS-poliacrilamida al 5-8% (per I'analisi de 'EGFR total i
fosforilat, el HER2 total i fosforilat, el HER3 total i fosforilat, el HER4 total,
I’ERK1/2 total i fosforilat, I'Akt total i fosforilat i I'actina) i al 5-12% (per I’analisi
de la NRG-1) i es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa (Millipore,
Bedford, MA, USA) préviament activada amb metanol. Tot seguit, les
membranes es van incubar durant 1h a temperatura ambient en una solucié de
bloqueig (preparada amb 2.5% de llet en pols en el tampd TBS-T (10 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl i 0.1% Tween-20) per tal de prevenir la unié

inespecifica de I'anticos. A continuacid, les membranes es van incubar durant
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tota la nit a 42C amb diferents solucions d’anticossos primaris preparades en
tampd de bloqueig. Els anticossos primaris utilitzats van ser els seglents:
anticos policlonal anti-EGFR total (dilucié 1/1000; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), anticos anti-EGFR fosforilat (Tyr1173) (clon 53A5, dilucié
1/1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anticos policlonal anti-
HER2 total (diluci6 1/1000; Santa Cruz Biotechnology), anticos anti-HER2
fosforilat (Tyr1248) (clon PN2A, dilucié 1/200; Thermo Fisher, Fremont, CA,
USA), anticos policlonal anti-HER3 total (dilucié 1/1000; Santa Cruz
Biotechnology), anticos anti-HER3 fosforilat (Tyr1289) (clon 21D3, dilucio
1/200; Cell Signaling Technology), anticos policlonal anti-HER4 total (dilucié
1/500; Santa Cruz Biotechnology), anticds policlonal anti-ERK1/2 total (dilucié
1/500; Cell Signaling Technology), anticos de ratoli anti-ERK1/2 fosforilat
(Thr202/Tyr204) (clon E10, dilucié 1/500; Cell Signaling Technology), anticos
policlonal anti-Akt total (dilucié 1/500; Cell Signaling Technology), anticos de
conill anti-Akt fosforilat (Ser473) (clon 193H12, dilucié 1/200; Cell Signaling
Technology) i anticos anti-NRG1 (clon C-18, dilucié 1/250; R&D System:s,
Minneapolis, MN, USA). Després, les membranes es van incubar durant 45
minuts a temperatura ambient amb un anticos secundari anti-ratoli conjugat a
peroxidasa de rave (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) o un anticos secundari anti-
conill conjugat a peroxidasa de rave (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Finalment,
les membranes es van revelar utilitzant el kit comercial de revelat SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate de Pierce Biotechnology (Rockford, IL,
USA) i les imatges es van adquirir mitjancant el sistema FluorChem SP (Alpha
Innotech, San Leandro, CA, USA). Les membranes es van tornar a incubar amb
un anticos dirigit en contra de la B-actina (clon C-2, dilucié 1/200; Santa Cruz
Biotechnology) per tal de controlar la carrega de proteina i la seva

transferencia.
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h)  Analisi estadistic

L’analisi estadistic es va dur a terme utilitzant el programa estadistic SPSS per a
Windows (versio 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les variables quantitatives es
van expressar com a mitjana i error estandard (SE). La normalitat de les dades
es va comprovar utilitzant el test de Kolmogorov-Smirnov. Les diferéncies entre
les dades que presentaven una distribucié normal i variancies homogenies es va
analitzar utilitzant el test paramétric de la t d’Student, mentre que en els altres
casos el test aplicat va ser el de Mann-Whitney. En comparar resultats, es va

considerar significatiu un valor de p<0.05.
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4.1 Vehiculitzacio de compostos metal-lics com a nova estratégia

antitumoral

En la primera part d’aquesta tesi es va estudiar si la unié de complexos
metal-lics de Pt(Il), Pt(1V), Ru(ll) i Os(ll) a derivats de I'octreotide i de I’acid folic,
permetia obtenir uns compostos biologicament actius i que tinguessin una
major selectivitat per les cél-lules tumorals respecte la resta de cél-lules de

I'organisme.

4.1.1  Vehiculitzacié de compostos metal-lics de Pt{il), Ru{li} i Os(l1) a través

de la unio a analegs de 'octreotide

Inicialment es va treballar amb conjugats constituits per complexos metal-lics
de Pt(ll), Ru(ll) i Os(ll) i pel péptid octreotide o per un analeg dicarba d’aquest
péptid.

4.1.1.1. Sintesi i caracteritzacié quimica dels péptids, els conjugats i els complexes

metalics

A continuacié, es descriuen breument els resultats obtinguts en la sintesi i
caracteritzacié dels conjugats Cj1, Cj2, Cj3, Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7. Els experiments
van ser realitzats pel Dr Vicente Marchan i la Dra Flavia Barragan del
Departament de Quimica Organica i per la Dra Virtudes Moreno del
Departament de Quimica Inorganica de la Facultat de Quimica de la Universitat

de Barcelona.
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a)  Sintesii caracteritzacié quimica del conjugat [Pt(h,Dap/-foctreotide] (Cj1)

El primer conjugat que es va sintetitzar, el Cj1 (figura 4.1), estava constituit per

I'octreotide i pel complex metal-lic [PtCl,(dap)].

(2) D-Phe (3) Cys (7) Phe (8) D-Trp

fH}“ka/\nf“\* 8 %Q

oy wmﬁ

(15) Thr  (14) Cys (10) Thr  (9) Lys

Figura 4.1. Estructura del conjugat Cjl. S’indica I'estereoquimica i els elements
estructurals. La numeracié indicada fa referéncia a la de ’hormona nativa *%.

La sintesi del Cj1 es va dur a terme mitjangant la formacié d’un enllag amida
entre el grup carboxil del complex de plati Cx5 i I'extrem amino terminal de
I'octreotide. Per tal de comprovar quin producte s’havia format, el cru de la
reaccié del producte obtingut es va purificar per HPLC i es va analitzar per
espectrometria de masses MALDI-TOF i electrospray. Els resultats de I'HPLC
(figura 4.2) van indicar la formacié d’'un producte majoritari que corresponia al
compost [PtCl,Dap]-[octreotide]. La seva caracteritzacid posterior (resultats no
mostrats) no va permetre verificar si es tractava del producte unit a I'extrem N-
terminal del péeptid o a la cadena lateral de la lisina, per la qual cosa, no es va

poder confirmar I'obtencid del producte desitjat.
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f'&'J“""u‘fﬁJ}l‘u“ Figura 4.2. Perfil cromatografic del cru de
— — reaccié entre l'octreotide (P1) i el Cx5 després
0 30 de 24h.

Seguidament, per tal d’avaluar l'estabilitat en medi aqués del compost
[PtCl,Dap]-[octreotide], el producte es va incubar en una dissolucié aquosa
durant 30 minuts o 24 hores i el cru de la reaccid es va analitzar per HPLC en
fase reversa. Els resultats van demostrar que el pic corresponent al compost
inicial evolucionava rapidament i donava lloc a la formacié d’una mescla
complexa de productes (figura 4.3), la qual cosa indicava que el conjugat Cj1 és

molt inestable en solucié aquosa.

- e e ot R

30 0 30 0 30

Figura 4.3. Perfils cromatografics del Cj1 en medi aquds. Perfils cromatografics del

conjugat pur en medi aquds a les Oh (esquerra) i després de 30 minuts (centre) i 24h
(dreta).
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A partir dels resultats obtinguts per aquest conjugat Cj1 es va descartar seguir
utilitzant I'octreotide com a agent transportador de complexos metal-lics i es va
decidir utilitzar dos analegs estructurals de 'octreotide: el péptid P2 i el peptid

P3.

b} Sintesii caracteritzacié quimica def conjugat [Pt(hDap] - L1- P2 ((j2)

El seglient compost sintetitzat, el conjugat Cj2 (figura 4.4), es va obtenir seguint
una estratégia lineal en fase solida i es va purificar per HPLC en fase reversa
(figura 4.5, A). En aquest cas, les dades de la caracteritzacié per EM-MALDI-TOF

(resultats no mostrats) van confirmar I'obtencio del producte desitjat.

L}/ \/\)LWH\A $ 8

Figura 4.4. Estructura quimica del conjugat Cj2.

Per aquest conjugat es va avaluar la seva solubilitat, I'estabilitat en dissolucio
aquosa i la capacitat d’unio al DNA. Pel qué fa a la solubilitat, es va demostrar
qualitativament que el conjugat Cj2 presentava una baixa solubilitat en aigua,
una solubilitat intermitja en aigua lleugerament acida i una solubilitat
moderada en mescles aquoses lleugerament acides en presencia de dissolvents

organics com I’ACN o el MeOH.
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Els assajos d’estabilitat en dissolucié aquosa van indicar que el conjugat Cj2 és
més estable que el Cj1, ja que després de deixar-lo 24h en medi aquds, el seu
perfil cromatografic va mostrar que un 52% del conjugat es mantenia inalterat
(figura 4.5, B), mentre que en el cas del Cj1, només es mantenia inalterat un
10% del producte (figura 4.3). Tot i aix0, en aquestes condicions també es van
identificar les espécies mono i diaquo del conjugat Cj2. Seguidament, es va
demostrar que el conjugat Cj2 era completament estable en una solucidé aquosa
gue contenia una concentracié 150 mM de NaCl durant 4 dies (figura 4.5, C). En
aquestes condicions, a més, no es van observar els pics corresponents a les

espécies mono o diaquo que s’havien observat en I'assaig d’estabilitat en aigua.

A Cj2 B
‘ Cj2

ce
w
o
o
w
o
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o

Figura 4.5. Perfils cromatografics del Cj2. A. Perfil cromatografic del conjugat pur. B.
Perfil cromatografic del Cj2 en medi aquds després de 24h. C. Perfil cromatografic del
Cj2 en una dissolucié 150 mM NacCl, després de 4 dies.
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Finalment, es va analitzar si el conjugat Cj2 conservava la capacitat d’unié al
DNA que presenten el cisplati i els seus derivats. Per aquest estudi es va
utilitzar com a model la sequéncia oligonucleotidica *d(CATGGCT) ja que
presenta un parell GG central que permet identificar els adductes bifuncionals
1,2-intracadena pels quals el cisplati presenta una elevada afinitat. La incubacié
del conjugat i la seqliencia oligonucleotidica es va realitzar en una solucié que
imitava la concentracié de clorur del nucli cel-lular (4 mM de NaCl) per tal
d’afavorir la formacié de les espécies aquo més reactives en unes condicions
molt similars a les fisiologiques. L’analisi dels productes de la reaccié per HPLC
en fase reversa va evidenciar la formacié d’uns pics amb un temps de retencid
més elevat que el que s’havia observat per |'oligonucleotid de partida (figura
4.6, A). L'analisi per EM-MALDI-TOF dels pics obtinguts (resultats no mostrats)
va indicar la presencia d’un Unic producte amb una massa que corresponia a la
calculada per I'adducte format entre I'oligonucleotid i el Cj2 considerant la
pérdua dels dos lligands clorur. Aquests resultats van demostrar que el

fragment metal-lic s’havia coordinat de manera bifuncional a la cadena de DNA.

Tot seguit, es va determinar en quin punt de la seqliencia oligonucleotidica
s’havia unit I'atom de plati mitjangant la digesti6 amb dues exonucleases, la
fosfodiesterasa de melsa de bovi (SpPD) i la fosfodiesterasa de veri de serp
(SVPD). Aquestes exonucleases degraden els oligonucleotids en sentit 5" — 3’ i
en sentit 3’ — 5’, respectivament, perd no reconeixen un substrat metal-lat, per
la qual cosa, van degradant I'oligonucleotid fins arribar a la base modificada pel
complex metal-lic que, al no ser reconeguda, provoca una aturada en la
degradacié. L'analisi posterior dels fragments no digerits per EM-MALDI-TOF
permet coneixer la posicié de I'atom metal-lic a la seqliencia oligonucleotidica i

identificar la formacié d’adductes mono- o bi-funcionals. A través d’aquest
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experiment es va confirmar que el plati del conjugat Cj2 formava un quelat
bifuncional Pt-5'G/3’G amb les dues guanines consecutives de la cadena de

DNA tal i com s’indica en I'esquema de la figura 4.6, B.

Yd(CATGGCT)

| Sd(CATGGCT)-(5'G/3'G-Pt-Cj2)
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Figura 4.6. Unid al DNA del Cj2. A. Perfil cromatografic corresponent a la reaccio entre
la seqiiéncia oligonucleotidica 5'd(CATGGCT) i el conjugat Cj2. B. Esquema on es mostra
la complexacié entre 5'd(CATGGCT) i el Cj2, i els productes obtinguts després de la
digestidé enzimatica.
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¢  Sintesiicaracteritzacio quimica del conjugat [PeCh0ap] — L1 - P3((j3)

En la sintesi del seglient conjugat Cj3 es va emprar I'analeg dicarba saturat de

I'octreotide P3 (figura 4.7).
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Figura 4.7. Estructura quimica del conjugat Cj3.

La sintesi d’aquest conjugat també es va dur a terme seguint una estratégia
lineal en fase solida. La seva purificacié per HPLC en fase reversa (figura 4.8) i
posterior caracteritzacié per EM-MALDI-TOF (resultats no mostrats) van
demostrar que s’havia format el compost esperat. El fet que I'estudi qualitatiu
de la seva solubilitat demostrés que presentava una baixa solubilitat en medi
aquos, va descartar que es prosseguis amb la caracteritzacié biolodgica d’aquest
conjugat i va promoure que es canviés la molécula espaiadora dels futurs

compostos a estudiar amb I'objectiu de millorar la seva solubilitat.
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Gi3

Olll
)

Figura 4.8. Perfils cromatografics del Cj3. A. Perfil cromatografic del cru de reaccié. B.
Perfil cromatografic del Cj3 purificat.

d} Sintesi i caracteritzacié quimica dels conjugats [PtChDap] — L2 - P3 ((j4), [(n’-
bifenit)0sCl{pico)] — L2 - P3(G5), [{(n’-p-CymRuCH(PPh;}(ImB}] — L2 - P3 (Cj6) i [(*-p-
Gm)RuCDap] - 12 - P3 (Gj7)

Els seglients quatre conjugats sintetitzats tenien una estructura molt similar
pero diferien entre ells en el complex metal-lic, ja que el Cj4 estava format pel
complex metal-lic de Pt(ll) utilitzat fins al moment, el Cj5 per un complex
d’Os(ll), i els conjugats Cj6 i Cj7 per complexos de Ru(ll) (figura 4.9). Per tal de
millorar la seva solubilitat, es va introduir el polietilenglicol (PEG) com a

molecula espaiadora.
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Figura 4.9. Estructura quimica del conjugats Cj4 (A), Cj5 (B), Cj6 (C) i Cj7 (D)

La sintesi d’aquests compostos es va dur a terme seguint diverses estrategies
en fase solida. Un cop sintetitzats, les analisis posteriors per HPLC en fase

reversa i espectrometria de masses van confirmar I'obtencié dels productes
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desitjats (figura 4.10). Pels conjugats Cj5 i Cj6 es va detectar la formacié d’un
segon pic que corresponia a la forma diaquo dels conjugats (figura 4.10, B i C),
la qual cosa indicava que durant el procés de purificacié per HPLC es produia

una rapida activacid de I'enlla¢g metall-Cl en medi aqués.
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Figura 4.10. Perfils cromatografics dels conjugats Cj4 (A), Cj5 (B), Cj6 (C) i Cj7 (D).

A continuacié, es van avaluar la solubilitat, I'activacid, I'estabilitat en medi
aquos i la capacitat d’unié al DNA dels conjugats Cj4, Cj5, Cj6* i Cj7. En primer
lloc, I'estudi qualitatiu de la solubilitat dels quatre conjugats va demostrar que
aquests compostos tenien una solubilitat major en dissolucions aquoses que els
conjugats sintetitzats amb anterioritat. També es va observar que els conjugats

de Ru(ll) Cj6 i Cj7 presentaven una major solubilitat que els conjugats de Pt(ll) i

*Pel conjugat Cj6, aquests experiments es van realizar amb el conjugat unit al péptid P2 (conjugat
Cj6a) enlloc del peptid P3. Els resultats obtinguts son extrapolables al conjugat Cj6; per aixo, en el
text es parla del Cj6.
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Os(Il), la qual cosa es podia atribuir a la carrega positiva que presentaven els

conjugats de ruteni al centre metal-lic.

A continuacio, es va avaluar I'activacié dels conjugats mitjancant la hidrolisi de
I'enllag M-Cl. A tal efecte, els conjugats es van incubar amb diferents
concentracions de clorur amb 'objectiu d’imitar les condicions fisiologiques del
plasma sanguini (100 mM), el citoplasma cel-lular (22.7 mM) i el nucli cel-lular
(4 mM); en tots els casos, els productes obtinguts es van aillar i caracteritzar
per HPLC i espectrometria de masses, respectivament. En primer lloc, es va
observar que el conjugat Cj4 es transformava en I'espécie monoaquo
corresponent després d’estar 24 h en preséncia d’una baixa concentracié de i
clorur. Els resultats també van demostrar que en augmentar la concentracié de
NaCl el percentatge de l'espécie hidrolitzada disminuia, sent practicament

nul-la a 100 mM (taula 4.1).

% de producte hidrolitzat % adducte de DNA

CONJUGAT 4mM  22,7mM 100 mM 4mM
Cia 16 7 3 42
Ci5 95 35 12 49
Cj6a 97 83 74 37
Cj7 0 0 0 0

Taula 4.1. Avaluacié de l'estabilitat en medi aquéds i de la capacitat de formar
adductes amb el DNA dels conjugats Cj4, Cj5, Cj6a i Cj7. Percentatge de formacio
d’adductes aquo en solucions d’aigua amb diferents concentracions de clorur que
imiten la del plasma sanguini (100 mM), del citoplasma cel-lular (22.7 mM) i del nucli
cel-lular (4 mM), i percentatge de formacié d’adductes conjugat-DNA en una solucid
aquosa amb 4 mM de NaCl després de 24h.
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Pel qué fa al conjugat d’Os(ll), els resultats van indicar que la hidrolisi de I’enllag
Os-Cl també seguia una cinética molt depenent de la concentracid de ions
clorur en el medi, ja que a una baixa concentracié practicament s’observava tot
el conjugat en la seva forma aquo, mentre que en augmentar la concentracid, la

formacié de I'espécie aquo disminuia (taula 4.1).

Els resultats obtinguts amb els conjugats Cj6 i Cj7 van revel-lar que en la
hidrolisi dels conjugats de Ru(ll) tenen un paper més important els lligands que
formen part del complex metal-lic que la concentracié de ions clorur del medi.
Aixi, pel conjugat Cj6 es va observar que la formacié de I'espécie aquo es
produia molt rapidament i que era practicament I'Unica espécie detectada a
concentracions baixes de clorur, mentre que pel conjugat Cj7 no es va observar

la hidrolisi en cap de les concentracions de NaCl avaluades (taula 4.1).

Seguidament, es va analitzar la capacitat d’interaccié dels quatre conjugats amb
el DNA. Amb aquesta finalitat, els conjugats Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7 es van incubar
amb la seqiiéncia oligonucleotidica °d(CATGGCT) en una solucié aquosa 4 mM
de NaCl a 37°C durant 24 hores. Els resultats van demostrar, en primer lloc, que
la reaccidé del conjugat Cj4 amb la seqiliéncia oligonucleotidica generava un
quelat entre el fragment de plati del conjugat i la cadena de DNA amb un 42%
de rendiment (taula 4.1). L’analisi per EM-MALDI-TOF (resultats no mostrats)
dels productes de la digestié enzimatica amb les exonucleases SpPD i SVPD, va
confirmar la coordinacid a les dues guanines de la seqiéncia i la formacié de
I’adducte bifuncional 1,2-intracadena entre el Cj4 i la cadena de DNA (figura

4.11).
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Figura 4.11. Uni6 al DNA del conjugat Cj4. Esquema que indica la complexacid entre la
seqlieéncia oligonucleotidica > d(CATGGCT) i el Cj4, i els productes obtinguts després de
la digestio enzimatica.

Pel qué fa al conjugat d’Os(ll), la seva reacci6 amb la seqiencia
oligonucleotidica va donar lloc a la formacié d’un adducte amb un 49% de
rendiment (taula 4.1). La caracteritzacié posterior d’aquest producte per EM-
MALDI-TOF (resultats no mostrats) va confirmar que es tractava de I'adducte
monofuncional del Cj5 amb la cadena de DNA. Seguidament, la digestidé de
I"'adducte amb les dues exonucleases SVPD i SpPD va revelar que la coordinacié
de I'atom d’Os s’havia produit a través de la guanina de la posicié 5’ (figura

4.12).
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Figura 4.12. Uni6 al DNA del conjugat Cj5. Esquema que indica la complexacio entre la
seqiiéncia oligonucleotidica ° d(CATGGCT) i el Cj5, i els productes obtinguts després de
la digesti6 enzimatica.

Per ultim, i pel que fa als conjugats de Ru(ll), primerament es va observar que el
Cj6 reaccionava rapidament amb la seqliéncia oligonucleotidica i formava un
nou producte que, 24 hores després de I'inici de la incubacio, representava el
37% del cru de la reaccid (taula 4.1). La caracteritzacié posterior d’aquest
producte va demostrar que era I'adducte monofuncional del conjugat amb la
sequencia oligonucleotidica; la seva digestid enzimatica amb les exonucleases
SpPD i SVPD, va indicar que el ruteni es coordinava amb la guanina de la posicié
5’ (figura 4.13, A). D’altra banda, pel conjugat Cj7 no es va detectar que
reaccionés amb la seqiiencia °d(CATGGCT) (taula 4.1), la qual cosa assenyalava
qgue no existia coordinacié entre I'atom de ruteni d’aquest conjugat i les bases

nitrogenades de I'oligonucleotid (figura 4.13, B).
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Figura 4.13. Uni6 al DNA dels conjugats Cj6a i el Cj7. Esquema que indica la
complexacio entre la seqiiencia oligonucleotidica 5'd(CATGGCT) i el Cj6a (A) o el Cj7 (B),
i els productes obtinguts després de la digestid enzimatica.

4.1.1.2. Avaluacio de la citotoxicitat i |a selectivitat dels conjugats metall-analeg

dicarba de l'octrectide

Un cop sintetitzats i caracteritzats els conjugats metall-analeg de I'octreotide,
es va fer la caracteritzacio biologica de cinc conjugats que havien demostrat
tenir unes propietats quimiques que els asseyalaven com a bons candidats a

farmacs antitumorals, els conjugats Cj2, Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7.
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a) Analisi de Factivitat citotoxica def conjugat [PtChPap] — L1 — P2 {(§2) en 1a linia
cel-fular MCF-7

Inicialment es va avaluar el conjugat Cj2, el primer conjugat que havia resultat
ser estable i que presentava unes propietats que permetien analitzar la seva
activitat biologica. L'experiment es va realitzar en les cél-lules MCF-7, una linia

de carcinoma de mama que sobreexpressa el receptor SSTR2 (118)

Les cel-lules es van tractar amb el conjugat Cj2 i amb el péptid i el complex que
constituien el Cj2, el péptid P2 i el complex Cx1 (figura 4.14), respectivament,
ja que es va voler comprovar si la unié del complex al peptid P2 millorava la

seva activitat citotoxica.
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Figura 4.14. Estructura del Cj2, el Cx1 i el P2.
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Les cel-lules MCF-7 es van tractar amb un ampli rang de concentracions (entre 0
i 250 uM) del conjugat Cj2, el peptid P2 i el complex Cx1 i es va determinar la
concentracié que inhibia el creixement cel-lular en un 50% (ICsp). Els compostos
gue no van mostrar una inhibicid del 50% del creixement cel-lular a la
concentracié maxima utilitzada (250 uM) es van considerar inactius. Els
resultats van demostrar que el Cj2 i el P2 no tenien efecte en aquesta linia
cel-lular ja que, tot i que es va detectar un lleuger descens de la viabilitat
cel-lular degut al tractament amb aquests compostos, la dosi maxima utilitzada
no va arribar a produir una mortalitat del 50% (figura 4.15). D’altra banda, el
complex Cx1 si que va resultar ser actiu, ja que va produir una disminucié en el
creixement cel-lular d’aquesta linia que va permetre determinar una ICs, per

aquest compost de 67.00 + 19.01 pM.
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Figura 4.15. Efecte citotoxic del peptid P2, el conjugat Cj2 i el complex Cx1 en la linia
cel-lular MCF-7. Els resultats representen la mitjana + error estandard de tres
experiments realitzats independentment.

Els resultats obtinguts en aquest apartat van indicar que la sintesi del conjugat
Cj2 provocava una perdua d’activitat en el complex metal-lic de Pt(ll). Tenint en

compte aquests resultats i considerant que el Cj2 havia mostrat una baixa
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solubilitat en dissolucions aquoses i que l'analeg saturat de |'octreotide P3
tenia una major afinitat pel receptor SSTR2 que I'analeg insaturat P2 **¥, es va
decidir abandonar I'estudi dels compostos constituits per P2 i seguir amb la
caracteritzacié biologica dels compostos constituits per P3, els conjugats Cj4,

Cj5, Cj6 i Cj7.

b} Internalitzacié de I'analeg saturat de I'octreotide P3 en la finia cel-lular MCF-7

Abans d’analitzar I'efecte citotoxic dels conjugats en estudi es va comprovar la
capacitat del péptid P3 d’internalitzar a I'interior de les cél-lules tumorals que
sobreexpressen el receptor SSTR2. Amb aquesta finalitat i amb I'objectiu de
poder comparar la capacitat d’internalitzar del peptid P3 amb la de I'octreotide
(P1), tots dos peptids es van marcar amb fluoresceina, obtenint els péeptids P3-F
i P1-F, respectivament.

En primer lloc, es va estudiar la capacitat d’internalitzar del dicarba analeg de
I'octreotide P3-F mitjangant la técnica de la microscopia confocal. Les cel-lules
MCF-7 es van tractar durant 1, 3 i 6 hores a una concentracié 50 uM de péptid
P3-F i es van observar amb el microscopi confocal Leica TCS-SF2. Els resultats
van demostrar que després d’'una hora de tractament al citoplasma de la
majoria de cel-lules s’observaven unes vesicules fluorescents (probablement,
endosomes) que confirmaven I'entrada del péptid a l'interior de les cel-lules
(figura 4.16, A). Després de 3 i 6 hores de tractament, es va observar que el
nombre i la intensitat de fluorescéncia de les vesicules havia augmentat de
forma notable, la qual cosa revelava una important internalitzacié del péptid
durant aquests temps (figura 4.16, A). A les 6 hores de tractament, pero, les

vesicules no s’apreciaven amb tanta claredat com a temps inferiors, ja que la
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fluoresceéncia de les cél-lules era molt més difusa; aquests resultats indicaven

gue en aquest periode de temps el peptid comencava a ser degradat.

Figura 4.16. Imatge obtinguda per microscopia confocal de la internalitzacié del
peptid P3-F en les cél-lules MCF7. A. Les cel-lules MCF7 es van incubar amb el péptid
P3-F o amb medi sol com a control (CTL). El nucli cel-lular es va marcar amb Hoechst
(color blau). La localitzacié del peptid marcat amb fluorescencia s’indica de color verd.
B. Amplificacié de la imatge (1000x) de les cel-lules MCF7 incubades amb el péptid P3-F
durant 3 hores. Les fletxes indiquen la localitzacié nuclear del peptid.
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D’altra banda, els resulats també van demostrar que les vesicules s’agrupaven
principalment a la periféria del nucli cel-lular; 'augment del tamany de la
imatge (1000x) de les cel-lules exposades al peptid P3-F durant 3 hores (figura
4.16, B) va evidenciar que el péptid tenia la capacitat d’accedir fins al nucli
cel-lular, ja que tot i que les cél-lules presentaven la major part de les vesicules
al citoplasma, una petita proporcio de la fluorescéncia es localitzava a l'interior

del nucli.

Seguidament, les observacions qualitatives obtingudes per microscopia
confocal es van confirmar amb les dades quantitatives obtingudes mitjangant la
técnica de la citometria de flux. Com es troba representat en la figura 4.17 A, la
intensitat mitjana de fluorescéncia intracel-lular corresponent a la
internalitzacié del péptid P3-F augmentava amb el temps, ja que a 1 hora la
intensitat de fluorescéncia detectada era de 77.60 + 16.46, a les tres hores era
de 111.08 + 17.16 i a les 6 hores, de 182.28 + 39.11; aquests resultats van
confirmar que en aquests periodes de temps es produia una captacio cel-lular
activa del péptid. A continuacid, per tal de comparar el peptid P3 amb
I'octreotide, les cél-lules MCF7 es van incubar amb el péptid P1-F a les mateixes
condicions utilitzades pel péeptid P3-F. Com ja s’esperava considerant que
I'octreotide té més afinitat pel receptor SSTR2 que el peptid P3, la captacio de
I'octreotide va ser entre un 40% i un 57% més elevada que I'obtinguda pel seu
analeg saturat. En relacid a la cinética d’internalitzacid, els resultats van
manifestar que aquesta cinética era paral-lela entre els dos péptids estudiats
(figura 4.17, B). En conjunt, aquests resultats van demostrar que el péptid P3
tenia la capacitat d’entrar a I'interior de les cél-lules i el van afirmar com a bon

agent transportador.
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Figura 4.17. Eficiéncia de la internalitzacié de I'octreotide (P1-F) i el peptid P3 (P3-F)
en les cél-lules MCF-7. A. Els histogrames representen la intensitat mitjana de
fluorescencia obtinguda després de realitzar tres experiments de forma independent
analitzant 10000 cél-lules en cada un. La intensitat de fluorescéncia es mostra en escala
logaritmica. B. Cinetica de la internalitzacid dels péptids P1-F i P3-F. Cada punt de la
grafica representa la mitjana de la intensitat de fluorescencia intracel-lular de tres
experiments independents + I’error estandard.
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¢  Avaluadé de I'activitat citotoxica dels conjugats (j4, j5, (j6 i (7 en la linia cel-lular
MCF-7

A continuacid, es va procedir a avaluar la capacitat citotoxica dels conjugats Cj4,
Cj5, Cj6 i Cj7 i del peptid P3 (figura 4.18) en la linia cel-lular MCF-7. Amb aquest
objectiu, les cél-lules es van tractar amb un ampli rang de concentracions (entre

0250 uM) dels compostos i es va determinar la seva ICs.
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Figura 4.18. Estructura dels conjugats Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7 i del peptid P3.

Els resultats van demostrar que dels 5 compostos analitzats, només el conjugat
Cj7 tenia la capacitat d’inhibir en un 50% el creixement de les cél-lules a una

concentracid inferior a 250 uM (taula 4.2) i que la seva ICso era de 63,00 + 1,53
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1M, un valor moderat si es comparava amb la del cisplati en aquesta linia

cel-lular (ICso = 3.04 + 0.25 puM).

PEPTIDS P3

ICsp (UM) > 250

CONJUGATS Cja Cj5 cjé Gj7

ICsq (M) >250 >250 >250 63,00+1,53
COMPLEXES Cx1 - Cx2 Cx3
ICso (M) 67,00+19,01 - >250  3,32+0,54

Taula 4.2. Valors de IC;, del peptid P3, els conjugats Cj4 - Cj7 i dels complexos
metal-lics control Cx1 — Cx3 en les cél-lules MCF-7.

En vista d’aquests resultats, a continuacié es va plantejar si la poca activitat
citotoxica dels conjugats podia ser deguda a qué els complexos metal-lics sense
unir al péptid ja eren poc actius o si, per contra, havien perdut la seva activitat
en unir-se al peptid transportador. Per tal de comprovar-ho, es van considerar
els resultats que s’havien obtingut previament pel complex Cx1 i es va avaluar
I'activitat citotoxica dels complexos [(n°-p-cym)RuCI(DAP)]* (Cx2) i [(n°-p-
cym)RuCl(Im-BzCOOMe)(PPh;)]* (Cx3) (figura 3.1). D’altra banda, el complex
d’osmi [(n®-bip)OsCl(4-CO,Et-Pico)Cl)] (complex Cx4, figura 3.1) no es va valorar
en el present treball ja que no es disposava d’aquest complex. Tot i aix0, un
estudi previ havia demostrat que aquest complex era moderadament actiu en
dues linies cel-lulars de carcinoma d’ovari huma amb elevada expressié del
receptor SSTR2, les A2780 i la respectiva linia resistent al cisplati A2780cis, ja
que la ICs, determinada per aquest complex va ser 44 uM i 61 uM,

respectivament (242)
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Els resultats van demostrar que el complex Cx3 era molt citotoxic en aquesta
linia cel-lular ja que el valor de ICsy obtingut era 3.32 + 0.54 uM (Taula 4.2), un
valor molt similar al del cisplati en aquesta mateixa linia (ICso = 3,04 + 0,25 uM).
D’altra banda, el complex Cx2 va resultar ser inactiu en aquesta linia cel-lular i
el complex Cx1, tal i com s’havia determinat préviament, tenia una activitat

moderada (ICso = 67,00 + 19,01 uM) (Taula 4.2).

d}  Estudidela capacitat d'unié al DNA def complex (x3

Els bons resultats obtinguts pel complex Cx3 van promoure que es decidis
avaluar la seva capacitat d’unir-se al DNA fent-lo reaccionar amb el plasmid
pBR322. Aquest plasmid presenta dues conformacions que estan en equilibri,
la forma circular (OC, open circular) i la forma tancada covalentment (CCC,
covalently closed circular), perd quan el plasmid és tractat amb un complex
capag d’unir-se al DNA com el cisplati, s’indueixen uns canvis en la seva
estructura terciaria que generen unes noves conformacions amb una mobilitat

electroforetica diferent a la de la OCila CCC.

En aquest experiment el plasmid es va tractar amb diferents condicions. En
primer lloc, es van preparar dos controls negatius, un amb el plasmid pBR322
sense tractament i un amb el plasmid en presencia del vehicle (aigua-5%
DMSO0). A continuacid, es van preparar dos controls positius que contenien el
plasmid pBR322 i el cisplati en abséncia i en presencia del vehicle (aigua-5%
DMSO). Finalment, el plasmid pBR322 es va tractar amb el Cx3 i el vehicle
(aigua-5% DMSO).

Els resultats van demostrar que en les mostres que contenien el plasmid o el

plasmid amb el vehicle, inicament s’observaven dues bandes que corresponien
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a les formes OC i CCC del plasmid (figura 4.19). D’altra banda, en els controls
positius tractats amb el cisplati es van generar dues bandes intermitges degut a
la formacié d’adductes entre el cisplati i el DNA plasmidic, especialment en
preséncia de DMSO. Pel que fa al tractament del plasmid amb el complex Cx3,
no es va observar cap canvi en les conformacions OC i CCC, la qual cosa va

indicar que aquest complex no interaccionava amb el DNA.

ocC

ccc

Figura 4.19. Gel d’electroforesi del DNA plasmidic pBR322 tractat amb diferents
condicions. Mostra 0, DNA plasmidic pBR322 (control negatiu); mostra 1, DNA + aigua
miliQ-5% DMSO (control negatiu); mostra 2, DNA + Cisplati (control positiu); mostra 3,
DNA + Cisplati + aigua miliQ-5% DMSO (control positiu); mostra 4, DNA + complex Cx3 +
aigua miliQ-5% DMSO. (OC, forma circular oberta; CCC, forma circular tancada
covalentment).

e)  Avaluacio de 'acumulacio de ruteni a interior de les cél-lules tumorals MCF-7

Tot seguit, amb l'objectiu d’avaluar l'eficacia del péptid P3 com a agent
transportador, es va analitzar si la unié del complex Cx3 al péptid P3 millorava
la seva acumulacié a l'interior de les cel-lules que expressen el receptor SSTR2.
Les cel-lules MCF-7 es van tractar amb el conjugat Cj7 i el complex de ruteni Cx3
i al cap de 24 hores es van analitzar els nivells de ruteni a lI'interior de les
cél-lules tumorals per ICP-MS (inductively coupled plasma - mass spectrometry),
un tipus d’espectometria de masses molt sensible que permet determinar i
guantificar elements amb uns limits de deteccié molt baixos (ppb — ppt). Els
resultats van indicar que els nivells intracel-lulars de ruteni eren més del doble

després de tractar les cél-lules amb el conjugat Cj7 que amb el complex de
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ruteni Cx3, ja que els valors obtinguts van ser de 143.14 + 16.6 pmol Ru/10°
cél-lules i 68.01 + 2.2 pmol Ru/10° cél-lules, respectivament. Aquests resultats
van confirmar que la unié entre el peptid analeg de I'octreotide i el complex de

ruteni tenia un efecte positiu en la internalitzacié del complex metal-lic.

f)  Estudi de la selectivitat del conjugat (j7

L'objectiu principal en aquest treball era generar conjugats que actuessin
especificament sobre les cel-lules tumorals que sobreexpressessin el receptor
SSTR2. Els resultats obtinguts fins al moment demostraven que la unid del
complex metal-lic a un analeg de I'octreotide disminuia I’activitat citotoxica del
complex metal-lic pero que millorava la seva acumulacié a l'interior de les
cél-lules. A continuacid, es va estudiar si aquesta pérdua d’activitat es podia
compensar amb una entrada més selectiva del conjugat Cj7 a les cél-lules
tumorals que expressessin el SSTR2. Amb aquesta finalitat, es va analitzar
I'activitat citotoxica del conjugat Cj7 en la lina cel-lular de carcinoma de
prostata DU-145 i en la linia cel-lular no tumoral CHO, dues linies cel-lulars que
tenien una expressid més elevada de SSTR2 que les cel-lules MCF-7, ja que la
intensitat de fluorescéncia (IF) determinada per citometria de flux va ser 347.5
+ 54.6 i 344.0 + 50.56 per les cel-lules DU-145 i CHO, respectivament, mentre
que per les cél-lules MCF-7 va resultar ser 206.7 + 14.27 (figura 4.20).

A continuacié, I'analisi de I'activitat citotoxica del conjugat Cj7 en les tres linies
cel-lulars va demostrar que les cél-lules DU-145 eren més sensibles que les
cél-lules MCF-7 i les cel-lules CHO (figura 4.21), ja que la ICs, observada per
aquesta linia tumoral (26.00 + 3.46 uM) era unes 2.4 vegades inferior a
I'obtinguda per les cel-lules MCF-7 (63.00 + 1.53 uM) i unes 1.7 vegades inferior
a I'obtinguda per les cel-lules CHO (45.17 + 2.61 uM).
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Figura 4.20. Expressio del receptor SSTR2 en les linies cel-lulars MCF-7, DU-145 i CHO.
A. Els histogrames representen la intensitat mitjana de fluorescéncia obtinguda després
de realitzar tres experiments de forma independent analitzant 10000 cel-lules en cada
un. La intensitat de fluorescéncia es mostra en escala logaritmica. La linia continua
indica les cel-lules incubades amb I'anticds primari i la linia discontinua indica el control
negatiu. B. Nivell d’expressid proteica del receptor SSTR2 en les cel-lules MCF-7, DU-
145 i CHO. Els resultats representen la mitjana + error estandard d’'un minim de tres
experiments realitzats independentment. (* Indica diferencies significatives considerant
una P<0.05).

Els resultats també van indicar que aquest major efecte del conjugat Cj7 no es
relacionava amb un major efecte citotoxic del complex metal-lic de Ru(ll), ja
gue aquest era més efectiu en les cél-lules MCF-7 (3.32 + 0.54 uM) que en les
cél-lules DU-145 (6.80 + 0.99 uM) i les cél-lules CHO (5.8 + 0.01 pM). Aquests
resultats van indicar que I'efecte del conjugat estava relacionat amb I'expressio
de SSTR2, ja que les cél-lules que mostraven una major expressio del receptor

eren les més sensibles al conjugat.
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1C5, Cj7 45,17 + 2,61 26,00 + 3,46 63,00 +1,53

I Cx3 5,80+ 0,01 6,80+0,99  3,32+0,54

Figura 4.21. Efecte citotoxic i valors de IC;5, del conjugat Cj7 i el complex Cx3 en les
linies cel-lulars CHO, DU-145 i MCF-7. A i B. Representacio grafica de la viabilitat
cel-lular en tractar les cél-lules amb el conjugat Cj7 (A) i el complex Cx3 (B). Cada punt
del grafic representa la mitjana + error estandard de tres experiments realitzats
independentment. C. Valors de IC5, dels compostos estudiats. Els valors representen la
mitjana + error estandard de tres experiments realitzats independentment.



134 ’ Resultats

4.1.2  Vehiculitzacid de compostos metal-lics de PH{IV) a través de la unid a

analegs de folat

Dins d’aquest apartat, es va analitzar una altra estratégia per vehiculitzar
compostos citotoxics cap a les cel-lules tumorals. En concret, es va avaluar
I'activitat antitumoral d’un conjugat constituit per un complex metal-lic de

Pt(IV) i un analeg del folat.

a)  Sintesi d'an conjugat de picoplati unit a un analeg de I'acid folic

Per la sintesi del conjugat Cj8 es van utilitzar un complex metallic de Pt(IV)
analeg del picoplati (el complex Cx10) i I'analeg de I'acid folic F2, al qual se li
havia introduit una molécula de PEG que feia la funcié de molécula espaiadora i
millorava la solubilitat del producte final (figura 4.22). Els experiments van ser
realitzats per I'Esther Escribano i la Dra Virtudes Moreno del Departament de

Quimica Inorganica de la Facultat de Quimica de la Universitat de Barcelona.
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La sintesi del conjugat Cj8 es va dur a terme a través de la formacié d’un enllag
amida entre el grup carboxilic del complex Cx10 i el grup amino de la molécula
de PEG de l'analeg de folat F2. Un cop sintetitzat el conjugat Cj8, la seva
purificacié i caracteritzacio es va realitzar a través de la técnica de I'HPLC-MS la

qual cosa va corroborar que s’havia obtingut el producte desitjat (figura 4.23).

)UL J A Figura 4.23. Perfil cromatografic
= — L*'J\“‘—g del conjugat Cj8 obtingut per

0 39 HPLC.

L]

b} Avaluado de 'activitat citotoxica del conjugat (8, Vanaleg de folat F2 i els complexos
(x9i(x10

A continuacié, es va determinar si el conjugat sintetitzat tenia activitat
antitumoral sobre una linia cel-lular de cancer de mama huma que
sobreexpressa el receptor FR, la linia MDA-MB-231 **?**) A més, les cél-lules
també es van tractar amb I'analeg de folat F2, el complex Cx9 i el complex Cx10
amb I'objectiu de comprovar si la unié del complex a I'analeg millorava la seva

activitat citotoxica i si hi havia diferéncies entre els dos complexos de plati.

Les cél-lules es van tractar amb un ampli rang de concentracions (0 - 200 uM)
dels quatre compostos, la qual cosa va demostrar que el conjugat Cj8 tenia una
activitat moderada ja que la seva ICsq va resultar ser 164,25 + 3,25 uM (figura

4.24). L’analeg de folat F2 es va considerar inactiu ja que el seu tractament
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només va provocar una disminucié molt lleu del creixement cel-lular. Pel que fa
als complexos metal-lics, tots dos van demostrar ser citotoxics sobre aquesta
linia; tot i aix0 el picoplati era el més actiu, ja que la seva 1Cs0 (23,67 + 2,40 uM)
era més baixa que la detectada pel complex €x10 (51,67 + 2,05 uM) i que la del
cisplati (25,75 + 2,19 uM).
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Concentracid (uM)

F2 cj8 Cx9 Cx10
ICq (UM)  >200  164,25+3,25 23,67+2,40 51,67 +2,05

Figura 4.24. Efecte citotoxic dels complexos Cx9 i Cx10, de I'analeg de folat F2 i del
conjugat Cj8 en les cel-lules MDA-MB-231. A. Cada punt de la grafica representa la
mitjana + error estandard de tres experiments realitzats independentment. B. Valors de
la ICsq de I'analeg de folat F2, del conjugat Cj8 i dels complexos Cx9 i Cx10 en les
cél-lules MDA-MB-231. Els resultats representen la mitjana + error estandard d’un
minim de tres experiments realitzats independentment.
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4.2 Resisténcia de les cél-lules tumorals de cancer de prostata ales

terapies dirigides a inhibir fa familia HER-EGF

La segona part d’aquest treball es va centrar en avaluar un possible mecanisme
de resisténcia a les terapies dirigides a inhibir la via de receptors i lligands HER-
EGF en les cel-lules de PCa. Aquest mecanisme de resisténcia es basava en
I'augment de I'expressid de receptors i lligands d’aquesta via per tal de

compensar la inhibicio exercida sobre I'EGFR, un dels receptors de la via.

a) Expressio basal dels receptors i lligands de la familia HER-EGF en lines de cancer de

prostata

L'estudi es va iniciar caracteritzant I'expressid basal dels quatre receptors de la
via HER-EGF (EGFR, HER2, HER3 i HER4) i de set dels seus lligands (EGF, TGF-q,
AMF, BTC, EREG, NRG-1, i HB-EGF) en dues linies de cancer de prostata
androgen-independents, les DU-145 i les PC-3. L’estudi de I'expressié genica a
nivell de mRNA, que es va realitzar utilitzant la técnica de la PCR a temps real,
va demostrar que totes dues linies cel-lulars expressaven els quatre receptors
HER, tot i que, per HER4, els nivells de mRNA eren molt baixos (figura 4.25). La
comparacio entre les dues linies cel-lulars va indicar que les cél-lules DU-145
tenien una major expressio dels receptors EGFR i HER2 que les cél-lules PC-3,
mentre que |'expressid de HER3 era molt similar en ambdues linies. Aquests
resultats es van confirmar determinant I'expressid proteica dels receptors a
nivell de la membrana cel-lular mitjancant la tecnica de la citometria de flux. Els
resultats van corroborar que I'expressié de EGFR i HER2 era més elevada en les
cél-lules DU-145 que en les PC-3, mentre que totes dues linies mostraven una

expressid molt similar per HER3 (figura 4.26). Els resultats van confirmar la
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baixa expressié de HER4 observada a nivell génic, ja que per citometria de flux
també es van detectar uns nivells molt baixos d’aquest receptor en les dues

linies cel-lulars.

O DU-145

| J[ W PC-3

Nivells de mRNA
(normalitzats vs TBP)
N w = w a ~l o] w

=
1

' m,ﬂ,ﬁ,n,L
EGF TGF-o AMF BTC EPR NRG-1 HB-EGF EGFR HER2 HER3 HER4

Lligands Receptors

Figura 4.25. Nivells d’expressié génica basal dels membres de la familia HER-EGF en
les linies cel-lulars de carcinoma de prostata DU-145 i PC-3. El nivell de mRNA de cada
gen va ser analitzada mitjancant la tecnica de la PCR a temps real. Cada valor va ser
normalitzat en relacié amb el nivell de mRNA d’un gen constitutiu, la proteina d’unio a
TATA (TBP, TATA box binding protein). Els resultats representen la mitjana + error
estandard d’un minim de tres experiments realitzats independentment.

Pel qué fa als lligands, es va detectar que totes dues linies cel-lulars
expressaven els lligands de la via HER-EGF analitzats (figura 4.25). Com en el cas
dels receptors, cada linia cel-lular presentava el seu propi patré d’expressio, ja
gue mentre en la linia DU-145 el lligand més sobreexpressat va resultar ser la
EPI, en les cél-lules PC-3 era la BTC. Aquesta és una propietat tipica de moltes
cél-lules tumorals endotelials, que solen tenir un o més membres de la via HER-

EGF sobreexpressats (256

). Un altre resultat destacable va ser la baixa expressio
de la NRG-1 en ambdues linies cel-lulars, que va ser practicament indetectable

en les céel-lules PC-3 (0.024 + 0.004).
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Figura 4.26. Nivells d’expressié proteica basal dels quatre receptors HER obtinguts per
citometria de flux en les linies cel-lulars DU-145 i PC-3. Els histogrames representen la
intensitat mitjana de fluoresceéncia obtinguda després de realitzar tres experiments de
forma independent analitzant 10000 cél-lules en cada un. La intensitat de fluorescencia
es mostra en escala logaritmica. La linia continua fa referéncia a les cel-lules DU-145i la
linia discontinua a les cél-lules PC-3.

En vista d’aquests resultats, es va estudiar si I'expressio basal dels receptors i
lligands de la via HER-EGF permetia mantenir el creixement de les dues linies
cel-lulars de forma autonoma, és a dir, sense necessitat d’addicionar una
concentracié optima de factors de creixement en el medi. Aixi, les cel-lules es
van fer créixer en medi de creixement complementat amb diferents
percentatges de sérum fetal (DMEM-10% FBS i DMEM-0.1% FBS) durant 72
hores i, a continuacid, es va determinar la seva capacitat de proliferacid. Els
resultats van demostrar que totes dues linies cel-lulars podien créixer en un
medi suplementat amb una minima quantitat de factors de creixement

(DMEM-0.1% FBS) (figura 4.27), tot i que en menor grau que quan
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s’addicionaven factors de creixement a la concentracié optima (DMEM-10%
FBS), la qual cosa demostrava que I'expressié basal de factors de creixement
permetia que les cél-lules continuessin creixent tot i que I'aportacié exogena de

factors de creixement fos minima.

DU-145 PC-3
- 5 7 i T
S —+ Control S
- -
x 4 | -&-0.1%FBS x
8 3
=3 =2
78 48
o 2 [
° ©
g 2
ol o
£ £
o o
Z O T T T T 1 z 1
0 20 40 60 80 80
Temps (h) Temps (h)

Figura 4.27. Capacitat de proliferar de les linies cel-lulars DU-145 i PC-3 en medi de
cultiu suplemetat a la concentracié optima o minima de factors de creixement. Les
cél-lules es van deixar créixer en DMEM-10% FBS (control) i en DMEM-0.1% FBS, i
passades 0, 24, 48 i 72 hores des de I'inici del tractament, el nombre de cél-lules viables
es va determinar fent un triple comptatge mitjangant el metode d’exclusié de blau de
tripa. Els resultats representen el valor de la mitjana + error estandard de tres
experiments realitzats independentment.

b} Sensibilitat de les celules de cncer de prostata androgen-independents als
inhibidors de FEGFR

Seguidament, es va determinar la sensibilitat de les dues linies cel-lulars a tres
farmacs inhibidors de la via HER-EGF: l'erlotinib i el gefitinib, dos TKI del
receptor EGFR, i el cetuximab, un anticos monoclonal dirigit contra el receptor

EGFR.
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A tal efecte, les dues linies cel-lulars es van tractar amb un rang de
concentracions entre 0 — 15 uM pels dos TKI i entre 0 — 500 ug/mL pel
cetuximab. La utilitzacié d’aquests rangs era justificat ja que, en el cas dels TKI,
la preparacié de solucions a una concentracié superior a 15 uM comportava la
precipitacid dels compostos. D’altra banda, la concentracid6 maxima pel
cetuximab va ser de 500 pg/mL ja que una concentracié superior hagués
suposat la utilitzacié d’un volum molt elevat de solucié d’anticos, la qual cosa

podria haver afectat el creixement cel-lular.

A
DU-145 PC-3
FARMAC  IC50 (uM)  1C30 (ug/ml) FARMAC  IC50 (uM) 1C30 (pg/ml)
Erlotinib  2.47 + 0.43 Erlotinib  11.53 + 1.87
Gefitinib  2.65 +0.55 Gefitinib  13.30+ 0.97
Cetuximab 353.5 +8.50 Cetuximab >500
B
DU-145 PC-3
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Figura 4.28. Sensibilitat de les linies cel-lulars DU-145 i PC-3 a I'erlotinib, el gefitinib i
el cetuximab. A. Valors de ICsode I'erlotinib i el gefitib i valor de 1C;3, del cetuximab a les
cél-lules DU-145 i PC-3. Els valors representen la mitjana + error estandard de tres
experiments realitzats independentment. B. Efecte de l'erlotinib, el gefitinib i el
cetuximab sobre el creixement de les cel-lules DU-145 i PC-3. Els resultats representen
el valor de la mitjana + error estandard d’'un minim de tres experiments realitzats
independentment.
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El tractament de les cél-lules amb aquestes concentracions va permetre
determinar la 1Csy per I'erlotinib i el gefitinib en ambdues linies i la IC5, pel
cetuximab, ja que la dosi maxima utilitzada per aquest anticds no va provocar
una inhibicié del 50% del creixement cel-lular en cap de les dues linies. Els
resultats obtinguts van mostrar unes ICs, molt similars pels dos TKI en les
cél-lules DU-145, sent de 2.47 + 0.43 uM per l'erlotinib i de 2.65 + 0.55 uM pel
gefitinib (figura 4.28, A). Per altra banda, en les cél-lules PC-3 es van observar
uns valors entre quatre i cinc vegades més elevats, ja que la ICs, de I'erlotinib va
resultar ser 11.53 + 1.87 uM i la del gefitinib, 13.30 + 0.97 uM. Pel que fa al
cetuximab, els resultats van corroborar que les cél-lules DU-145 eren més
sensibles a aquests tractaments que les cel-lules PC-3, ja que mentre per les
primeres es va determinar un valor de IC3, de 353.5 + 8.5 pg/mL, per les PC-3 |a
IC3 va resultar ser superior a 500 pug/mL, ja que la concentracidé maxima

utilitzada no va produir una disminucid del 30% en el seu creixement.

Per corroborar la major sensibilitat de les cel-lules DU-145 als farmacs, a
continuacid es va analitzar el seu efecte sobre la proliferacié de les dues linies
cel-lulars. Amb aquesta finalitat, les cél-lules es van tractar durant 72 hores a la
concentracié maxima utilitzada per cadascun dels tres farmacs estudiats (15
uM per I'erlotinib i el gefitinib i 500 pug/mL pel cetuximab). Els resultats van
posar de manifest que el creixement de les cel-lules DU-145 es veia molt afectat
en ser tractades amb I'erlotinib i el gefitinib ja que, a les 72h, les cél-lules
creixien entre un 70 i un 75% menys, respectivament, que les cel-lules control
(figura 4.28, B). L'efecte del cetuximab en aquesta linia, pero, va resultar ser
més lleu ja que només va comportar una reduccié del 40% del creixement
cel-lular després de les 72h de tractament. Per altra banda, en la linia cel-lular

PC-3 es va observar un efecte més moderat, ja que en ser tractades amb
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I’erlotinib i el gefitinib, les cél-lules van créixer entre un 50% i un 35% menys,
respectivament, que les cél-lules control, mentre que el cetuximab no va

provocar canvis significatius en el creixement d’aquesta linia.

En conjunt, doncs, es va confirmar que les cél-lules DU-145 sdn més sensibles a
aquests farmacs que les cel-lules PC-3. Aquests resultats son justificables
considerant que les cél-lules menys sensibles, les PC-3, tenen el gen de la PTEN
inactiu "9 La PTEN és una proteina supressora de tumors que inhibeix la via
de la PI3K/Akt, una via de transduccio de la senyal activada pel receptor EGFR.
Quan aquest gen es troba inactiu, la via PI3K/Akt es manté activada

independentment de la seva estimulacié per mitja dels receptors implicats (257-

29 En aquest treball, es van confirmar aquests resultats previs estudiant
I’expressié del gen de la PTEN mitjangant la técnica de la PCR convencional, la
qgual cosa va demostrar que les cél-lules PC-3 no expressen I'RNA del gen de la

PTEN, pero que les cél-lules DU-145 sén PTEN-positives (figura 4.29).

DU-145 PC-3 Figura 4.29. Expressio genica de PTEN en les cél-lules
DU-145 i PC-3. El nivell de I'expressidé génica de PTEN
va ser analitzada mitjangant la tecnica de la PCR

semiquantitativa. Els resultats de la figura
GAPDH = representen l'expressid del gen de la PTEN i del

GAPDH (gen utilitzat com a control intern).

PTEN

¢  Efecte dels inhibidors de 'EGFR sobre el patro d'expressio dels receptors i lligands de
la familia HER-EGF

Seguidament, es va determinar si el tractament de les dues linies cel-lulars amb

els dos TKI i amb el cetuximab induia canvis en I'expressio génica dels membres
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de la familia HER-EGF. Les cél-lules es van tractar amb una concentracié analoga
de la IC5q de I'erlotinib i el gefitinib, de la IC5q del cetuximab o amb vehicle sol
com a control i, al cap de 24 hores, I'expressié genica dels components de la

familia HER-EGF es va determinar mitjangant la técnica de la PCR a temps real.
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Figura 4.30. Canvis en els nivells d’expressio dels membres de la familia HER-EGF en
les linies cel-lulars DU-145 (A) i PC-3 (B) després del fer el seu tractament amb
cetuximab, erlotinib i gefitinib. Els resultats representen la mitjana + error estandard
d’un minim de tres experiments realitzats independentment. El canvi en I'expressié de
cada gen induit pels tractaments es va determinar fent la relacié entre els valors
normalitzats de les cel-lules tractades i el corresponent valor normalitzat de les cél-lules
control. Les barres que es troben per sobre de la linia de punts indiquen un augment en
I'expressid genica deguda als tractaments en comparacié amb les cél-lules control,
mentre que les barres que es troben per sota de la linia de punts representen una
disminucid en l'expressié genica deguda als tractaments en comparacié amb les
cél-lules control. (*p < 0,05 en relacié a les cel-lules control).
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En general, els resultats van demostrar que el tractament amb els tres farmacs
inhibidors del receptor EGFR induia canvis significatius en el patré d’expressio
de les cél-lules DU-145 pero que practicament no provocava variacions en el
patré d’expressié de les ceél-lules PC-3 (figura 4.30). A més, també es va
observar que I'efecte que induien era molt similar, tot i que el gefitinib era el

farmac que provocava els canvis més rellevants.

Els resultats demostraven que en inhibir el EGFR en la linia cel-lular DU-145 es
produia una sobreexpressié de I'EGF, la BTC i la NRG-1, tres lligands que
presentaven una capacitat diferent per activar els receptors de la via; aixi,
mentre I'EGF s’unia exclusivament a I'EGFR, la BTC podia activar tant 'EGFR
com el HER4 i |la NRG-1 podia activar els receptors HER3 i HER4 **". D’altra
banda, en aquesta linia no es van observar canvis a nivell de I'expressié génica
de la EPI, que era el lligand de la via que es trobava més sobreexpressat de
forma basal (figura 4.30). Pel que fa als receptors, es va detectar un augment
moderat en I'expressio de HER2 i HER3, una disminucié en I'expresié del
receptor EGFR i un augment important en I'expressié geénica del receptor HER4,
gue era entre quatre i cinc vegades superior als nivells observats inicialment.
D’altra banda, i pel que fa a la linia cel-lular PC-3, els resultats van mostrar que
només el receptor HER4 patia canvis significatius en la seva expressié degut al
tractament amb els TKI, mostrant un augment en I'expressid del receptor entre
dues i tres vegades superior com a resposta als tractaments. En relacié a
I'expressi6 de HER4 en ambdues linies cel-lulars, pero, tot i I'important
augment que s’havia observat degut als tractaments, els seus nivells
d’expressid van continuar sent molt baixos en comparacié amb la resta de

receptors de la via.
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En conjunt, els resultats obtinguts en aquest apartat van demostrar que les
cél-lules DU-145, que sén PTEN-positives, tenien la capacitat d’adaptar el patré
d’expressio genic dels components de la via HER-EGF després d’inhibir el EGFR.
Per altra banda, les cél-lules PC-3, que tenien la via PI3K/Akt permanentment
activada degut a la inactivacié del gen regulador de la PTEN, practicament no
van veure alterat el patré d’expressié dels components d’aquesta via, ja que
podien mantenir el seu creixement independentment de I'activacié dels

receptors HER a través de la unié dels seus lligands.

d}  Expressié dels receptors i lligands de la familia HER-EGF en una linia DU-145 resistent

a Verlotinib

En I'experiment previ, haviem analitzat els canvis en els nivells d’expressio dels
membres de la familia HER-EGF en resposta al tractament agut (24h) de dues
linies cel-lulars de PCa. A continuacio, per tal d’analitzar si els canvis detectats a
nivell de I'expressié genica dels factors d’aquesta via en les cel-lules DU-145
estaven involucrats en I'adquisicid de resistencia als tractaments, es va establir
una linia cel-lular resistent a I'erlotinib (DUErR). Amb aquesta finalitat, les
cél-lules parentals DU-145 es van fer créixer, inicialment, en preséncia d’una
concentracid d’erlotinib analoga a la seva ICsy (2.5 uM). Posteriorment, la
concentracié d’erlotinib al medi va anar-se augmentant, passant a ser 5 uM un
mes més tard, i 10 uM 2 mesos després d’haver iniciat el tractament. Tres
mesos després, les cel-lules es van exposar a la concentracié maxima utilitzada
per aquest farmac (15 puM), i es va mantenir aquest tractament durant tres
mesos. Finalment, a partir del sise més des de l'inici de I'exposicid, la linia
cel-lular DUErR es va considerar resistent i es va procedir a fer la seva

caracteritzacio.
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Figura 4.31. Perfil de creixement de les cél-lules DU-145 i DUErR exposades a
erlotinib. A. Viabilitat de les cel-lules DU-145 i DUErR exposades a diferents
concentracions d’erlotinib (0 — 15 uM) durant 72 hores. B. Efecte d’una concentraci6 15
uM de I'erlotinib (+ erlotinib) o de vehicle sol (control) en les cél-lules DU-145 i DUErR.
Els resultats representen el valor de la mitjana + error estandard d’un minim de tres
experiments realitzats independentment. (* P <0,05 vs les cél-lules DU-145 control;
# P <0,05 vs les cel-lules DU-145 tractades amb erlotinib).

En primer lloc, es va avaluar la capacitat de la linia cel-lular DUErR de créixer en
presencia de diferents concentracions d’erlotinib en el medi i es va estudiar si
presentava un creixement diferent respecte les cél-lules parentals DU-145. Aixi,
les cel-lules DU-145 i DUErR es van tractar amb diferents concentracions
d’erlotinib (entre 0 i 15 uM) i es va determinar la seva viabilitat mitjangant un
assaig de MTT. Els resultats van confirmar que l'erlotinib no afectava el
creixement de les cel-lules DUErR, ja que mentre en les cel-lules DU-145

parentals s’observava una important disminucié en el seu creixement degut al
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tractament amb diverses concentracions d’erlotinib, en les cel-lules resistents
practicament no s’observava cap efecte en la seva viabilitat com a
conseqliencia dels tractaments (figura 4.31, A). D’altra banda, es va analitzar la
proliferacié d’ambdues linies cel-lulars en preséncia d’una concentracié 15 uM
d’erlotinib o amb vehicle sol, la qual cosa va confirmar que la proliferacié de les
cél-lules resistents practicament no es veia afectada per la presencia d’erlotinib
en el medi (figura 4.31, B). A més, aquests resultats van mostrar que, al tornar-
se resistents, el creixement de les cél-lules DUErR s’alentia en comparaciéo amb
el creixement de les cel-lules DU-145 parentals, la qual cosa posava de manifest
que en el procés de desenvolupament de la resisténcia, el creixement

d’aquesta linia cel-lular es veia modificat.

Un cop es va haver confirmat que les cél-lules DUErR eren resistents a I’erlotinib
es va determinar I'expressid génica dels receptors i lligands de la via HER-EGF
mitjangant la técnica de la PCR a temps real en aquestes cél-lules, i els seus
resultats es van comparar amb els de la linia parental DU-145. Els resultats
obtinguts van demostrar que, en les cél-lules DUErR, els nivells de mRNA de la
NRG-1 i el TGF-a es trobaven significativament augmentats en comparacié amb
els de les cel-lules DU-145 parentals mentre que, per I'HB-EGF, es va detectar
una disminucié en els seus nivells genics (figura 4.32). D’altra banda, i pel qué fa
als receptors, es va observar que HER2 i HER3 practicament doblaven
I'expressié determinada per la linia parental, que HER4 només patia un lleuger
augment en la seva expressid i que EGFR mantenia uns nivells génics

practicament iguals que en les cel-lules control (figura 4.32).
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Figura 4.32. Canvis en els nivells d’expressié génica dels membres de la familia HER-
EGF en la linia cel-lular DUErR. Els resultats representen la mitjana + error estandard
d’un minim de tres experiments realitzats independentment. El canvi en I'expressié de
cada gen en les cél-lules DUErR es va determinar fent la relacié entre els seus valors
normalitzats i el corresponent valor normalitzat de les cel-lules DU-145 control. Les
barres que es troben per sobre de la linia de punts indiquen un augment en I'expressio
génica en comparacié amb les cel-lules control, mentre que les barres que es troben
per sota de la linia de punts representen una disminucié en |'expressié génica en
comparacié amb les cél-lules control (*p < 0,05 en relacié a les cel-lules control).

Aquests resultats es van confirmar a nivell proteic mitjangant la técnica del
western blott (figura 4.33). Aixi, tal i com s’havia observat a nivell génic, en les
cél-lules DUErR es va detectar un augment en l'expressié proteica dels
receptors HER2, HER3 i HER4, que va ser molt destacable per HER3. D’altra
banda, en les cél-lules DU-145 parentals tractades 48h amb erlotinib, es va
observar una major expressio dels receptors HER2, HER3 i HER4 en comparacié
amb les cel-lules DU-145 control; tot i aix0, aquest augment va ser més notable
en la linia DUErR que en les cel-lules DU-145 tractades amb erlotinib. Pel qué fa
al receptor EGFR, tot i que a nivell génic en les cél-lules DUErR I'expressid
practicament no havia variat, a nivell proteic es va observar una major
expressid d’aquest receptor en la linia resistent que en la linia DU-145 control.

Aquest augment també es va detectar en les cél-lules DU-145 tractades amb
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erlotinib, tot i que, com en el cas dels altres tres receptors HER, I'augment va
ser més notable en les cél-lules resistents. Per ultim, es va avaluar I'expressio
proteica de la NRG-1 ja que era el lligand pel qual s’havia observat un augment
més important en la seva expressio genica; els resultats van confirmar que, tant
en les cel-lules DUErR com en les cel-lules DU-145 tractades amb erlotinib, es
produia un increment en la seva expressid proteica en comparacid amb les
cel-lules DU-145 control, la qual cosa concordava amb els resultats obtinguts a

nivell de I'expressid génica.

e)  Activacio dels receptors HER i de vies de senyalitzacio intracel-lular en les linies DU-
145 DUErR

A continuacid, es va analitzar I'activacié dels receptors EGFR, HER2 i HER3 i les
proteines de senyalitzacié intracel-lular activades per aquests receptors Akt i
ERK1/2, en les cél-lules DU-145, les cél-lules DUErR i les ceél-lules DU-145
tractades amb erlotinib. Tal i com s’observa en la figura 4.33, el tractament
amb erlotinib va inhibir la fosforilacié del receptor EGFR tant en les cel-lules
DU-145 com en les cel-lules DUErR. Pel que fa a la linia DUErR, es van detectar
uns nivells més elevats de HER3 fosforilat, Akt fosforilada i ERK1/2 fosforilada,
molt especialment d’Akt, que és una via de transduccio de la senyal activada

principalment per HER3 (190,262,263)

. Per altra banda, el tractament agut de les
cél-lules DU-145 no va provocar un augment en la fosforilacié de HER2, HER3 i
HER4, tot i que si que va induir un augment en els nivells totals d’aquests
receptors. Aixi, 'activacié de HER3 només es va observar en la linia que podia
créixer en presencia de erlotinib, mostrant que I'activacié d’aquest receptor era

un possible mecanisme de resisténcia als inhibidors de I'activitat tirosina

quinasa de 'EGFR en el PCa.
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Figura 4.33. Expressio i activacio dels receptors HER i de proteines implicades en vies
de transduccié de la senyal a les cel-lules DU-145 i DUErR. A partir de la mateixa
quantitat de llisats proteics de les cel-lules DU-145 control (DU-145) o tractades amb
2.5 uM d’erlotinib (DU-145+erlotinib) i de les cél-lules DUErR, es va analitzar per
Western Blott els nivells dels receptors HER i de la NRG-1 (A) i de les proteines ERK1/2 i
Akt (B) totals o fosforilats utilitzant els anticossos descrits a materials i métodes. Els
nivells d’actina van ser utilitzats com a control de carrega.

f) Efecte del blogueig dels receptors HER2 i HER3 i de la NRG-1 sobre el creixement

cel-ular

Per tal d’avaluar la importancia de HER2 i de HER3 en el manteniment de la
proliferacié cel-lular en absencia de I'activacié de I'EGFR, les cél-lules DU-145
parentals i les cel-lules DUErR es van exposar a dos anticossos bloquejants dels
receptors HER2 i HER3 (el trastuzumab i I'anticos H3.105.5, respectivament) a

(264)

una concentracié de 10 pg / ml durant 72 hores , en presencia o en abséncia

de l'erlotinib.
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Figura 4.34. Efecte del bloqueig dels receptors EGFR, HER2 i HER3 i de la NRG-1 en les
cél-lules DU-145 i DUErR. Les cél-lules DU-145 i DUErR van ser tractades amb anticossos
dirigits contra el receptor HER2 (trastuzumab), HER3 (anti-HER3) o la neuregulina-1
(anti-NRG1) sols (A) o en combinacié amb I'erlotinib (B). Els resultats representen la
mitjana + error estandard d’un minim de tres experiments realitzats independentment.
(*p < 0,05 en relacid a les cél-lules DU-145 control; **p < 0,05 en relacié a les cel-lules
DUErR control; # p < 0,05 en relacié a les cel-lules DU-145 tractades amb erlotinib; ##
p<0.05 en relacié a les cél-lules DUErR tractades amb erlotinib).

Els resultats van demostrar que la inhibicié de HER2 no influia en el creixement
cel-lular de cap de les dues linies, en abséncia ni en preséncia de I'erlotinib
(figura 4.34). D’altra banda, pero, el tractament amb I'anticos dirigit contra
HER3 va inhibir el creixement de les dues linies cel-lulars de forma significativa
(figura 4.34 A), la qual cosa va demostrar que aquest receptor tenia un paper

molt important en la proliferacid d’aquestes cel-lules. A més, el bloqueig de
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HER3 en combinacié amb I'erlotinib va induir una disminucid en el creixement
de les cel-lules DU-145 parentals que va resultar ser un 25% superior que la

produida pel tractament amb erlotinib sol en agquestes mateixes céel-lules.

En les cel-lules DUErR, el bloqueig de HER3 i EGFR va provocar un creixement
un 50% inferior que I'observat en fer el tractament amb erlotinib sol. Aquests
resultats van demostrar que, en inhibir-se els dos receptors, el creixement de la
linia resistent i el de les cel-lules DU-145 parentals era molt similar, la qual cosa
indicava que el bloqueig del receptor HER3 permetia restaurar I'efecte citotoxic
de l'erlotinib en aquesta linia resistent. Aquests resultats, confirmaven la
importancia de HER3 en el manteniment de la proliferacié de les cel-lules de

prostata en inhibir-se el receptor EGFR.

D’altra banda, també es va avaluar I'efecte del bloqueig de la NRG-1 sobre el
creixement de les cel-lules DU-145 i DUErR, ja que s’havia demostrat
préviament que la seva expressié génica i proteica incrementava en el
tractament agut amb erlotinib de les cél-lules DU-145 aixi com, també, en les
cél-lules DUErR. Els resultats (figura 4.34) van demostrar que després d’incubar
les cel-lules amb un anticos dirigit contra la NRG-1, només s’observava una
reducci6 moderada en la proliferacié cel-lular d’ambdues linies. Aquests
resultats indicaven que la NRG-1 tenia un paper relatiu en la supervivencia de

les cel-lules de PCa.



Analisi de la vehiculitzacio
de compostos metal-lics
com a agents antitumorals
i de la familia HER-EGF en la
resisténcia als tractaments
oncologics

5 Discussio







Discussio
Vehiculitzacié de compostos metal-lics com a nova estrategia antitumoral

5.1 Vehiculitzacié de compostos metal-lics com a nova estratégia

antitumoral

La vehiculitzacié de farmacs antineoplastics a I'interior de les cél-lules tumorals
és una estratégia de gran interés en la recerca oncologica actual. La primera
part d’aquesta tesi s’ha centrat en la sintesi i caracteritzaci6 de compostos
metal-lics units a dos portadors biologics, I'octreotide i I'acid folic, amb la
finalitat de conferir-los selectivitat vers a cel-lules canceroses que

sobreexpressen els seus receptors.

5.1.1  Vehiculitzacié de compostos metal-lics de Pt{il}, Ru(ll} i Os{l1} a través

de la unio a analegs de l'octreotide

L'octreotide és un péptid analeg de la STT que és més estable en sérum que el
seu precursor i que té una elevada afinitat pel receptor SSTR2, el receptor de la
SST que es troba més sobreexpressat en les cel-lules tumorals i que internalitza
després de la unié amb el peptid *#*%”). Aquestes caracteristiques han potenciat
el desenvolupament de diferents conjugats de I'octreotide amb radioisotops i
agents quimioterapeéutics pel diagnostic i tractament de determinats tipus de
tumors *®. Considerant aquests antecedents, en aquesta tesi ens hem proposat
utilitzar I'octreotide com a agent vehiculitzador de diferents complexos que
contenen metalls en la seva estructura (Pt(ll), Ru(ll) i Os(ll)) i que tenen
potencial activitat citotoxica. Per l'estudi, s’han sintetitzat un total de 7
conjugats constituits per complexos metal-lics i per I'octreotide o un analeg

dicarba d’aquest peptid, els conjugats Cj1, Cj2, Cj3, Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7.
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El primer conjugat sintetitzat, el conjugat Cj1, esta constituit per |'octreotide i
pel complex metal-lic Cx5. La utilitzacié d’aquest complex de Pt(ll) ha resultat
interessant ja que té un grup carboxil que permet fer la unié a I'octreotide a
través de la formacié d’un enllag amida i perquée, a més, al tenir una estructura
semblant a la del cisplati, s’esperava que el seu mecanisme d’accié fos similar al

d’aquest farmac.

L'estudi d’aquest conjugat ha demostrat que té unes propietats que dificulten
la seva utilitzacié en clinica. En primer lloc, no s’ha pogut corroborar de forma
inequivoca la sintesi del conjugat Cj1 ja que, degut a qué l'octreotide té dues
funcions amino en la seva estructura (una a I'extrem N-terminal del peptid i
I'altra a la cadena lateral de la Lys,), la unid al complex metal-lic pot donar lloc a
dos regioisomers diferents, dels quals, només el que es troba unit al grup amino
de I'extrem N-terminal proporcionaria el conjugat desitjat; ’'HPLC del producte
final ha demostrat que el complex metal-lic s'uneix a l'octreotide, perd la
caracteritzacid posterior no ha permes confirmar si es tracta del conjugat Cj1 o
d’una barreja dels dos conjugats possibles. D’altra banda, s’ha demostrat que
és un compost amb una alta inestabilitat en medi aquds, la qual cosa s’ha
relacionat amb I'elevada preferéncia cinética dels complexos de plati per unir-
se a les espécies que contenen sulfurs 2 aquesta propietat hauria
comportat que el complex interaccionés amb el pont disulfur de I'octreotide i
facilités la seva degradacié. En conjunt, aquests resultats han provocat que es
descartés aquest compost com a candidat a farmac antitumoral i que
s’abandonés I'estudi de I'octreotide natiu com a transportador de complexos

metal-lics.

Tot i aix0, considerant que I'octreotide té qualitats adequades com a agent
vehiculitzador, s’ha seguit treballant en la sintesi de conjugats constituits per

analegs estructurals de I'octreotide més estables que la molécula nativa i amb
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una bona afinitat pel receptor SSTR2. En aquest sentit, s’han utilitzat dos
analegs estructurals de I'octreotide en els quals la funcié disulfur s’ha substituit
per un grup isoster de tipus -CH=CH- o -CH,-CH,-, ja que estudis anteriors
havien demostrat que conserven una elevada afinitat d’unié al receptor SSTR2
2%3) "En aquests conjugats també s’ha introduit una cadena espaiadora entre el
complex metal-lic i el peptid amb la finalitat de mantenir allunyades les dues
molecules i evitar alteracions en l'estructura del peptid. L'eleccié d’aquestes
moléecules, a més, permet modular propietats del conjugat com la solubilitat en
medi aquds, que és una caracteristica molt important a I’hora de determinar la

viabilitat terapeutica dels farmacs en estudi.

El seglient conjugat sintetitzat, el Cj2, esta constituit pel complex Cx5, I'acid 6-
aminobutiric i el péptid P2, un analeg dicarba de I'octreotide que conté el grup
-CH=CH-. La caracteritzacié quimica d’aquest conjugat ha demostrat que és una
molécula amb una baixa solubilitat, fet atribuible a la unié del complex metal-lic
al peptid i a la presencia de I'acid d-aminobutiric, ja que és una moléecula de
naturalesa hidrofobica. Els resultats també han indicat que el canvi pel grup -
CH=CH- i la introduccié de I'espaiador milloren molt I'estabilitat general del
producte final, ja que en solucié aquosa s’observa una menor formacio de les
especies mono i diaquo del compost i en una solucié aquosa 150 nM de NaCl
aquestes espécies no es detecten, la qual cosa demostra que el mecanisme
d’activacié d’aquest conjugat depén, com en el cisplati *?, de la concentracié
de ions clorur en el medi. A més, també s’ha demostrat que el conjugat Cj2 té la
capacitat d’unir-se al DNA a través de la formacié d’uns adductes molt similars

als qué s’han descrit pel cisplati i per altres complexos de plati *¢”).

Considerant aquests resultats, s’ha decidit avaluar I'activitat citotoxica del
conjugat Cj2 i de les dues molecules que el constitueixen, el peptid P2 i el

complex metal-lic Cx1, en la linia cel-lular de cancer de mama huma MCF-7.
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Estudis previs i els nostres propis estudis han demostrat que les cél-lules MCF-7
sobreexpressen el receptor SSTR2 ®® el principal receptor responsable de la
internalitzacié de la somatostatina i els seus analegs a I'interior de les cel-lules
(110 per la qual cosa, s’ha considerat que és una linia adient per tal de dur a
terme aquests experiments. Els resultats han posat de manifest que el conjugat
Cj2 i el péptid P2 son inactius en aquesta linia cel-lular i que el complex
metal-lic Cx1 és actiu a concentracions elevades, ja que la seva ICsy ha resultat

ser unes 22 vegades superior a la detectada pel cisplati en aquesta mateixa

linia.

Aquests resultats han demostrat que la unié del complex metal-lic al peptid
provoca una perdua en l'activitat del complex que no es veu compensada per
una major entrada del conjugat a l'interior de les cél-lules. Aquesta manca
d’activitat és atribuible, d’'una banda, al fet que la unid pot induir canvis en el
complex metal-lic que impedeixin la seva interaccié amb la diana biologica i que
provoquin la pérdua de la seva activitat inicial. D’altra banda, també s’ha
relacionat amb I'afinitat que presenta el péptid P2 pel receptor SSTR2 ja que,

tot i que aquest péptid manté una certa afinitat pel receptor %

, aguesta
afinitat no seria prou elevada o podria haver disminuit com a consequliéncia de
la unié al complex metal-lic. En definitiva, la manca d’activitat citotoxica del
conjugat Cj2 ha promogut que no es realitzessin més estudis amb aquest
compost, que es descartés la seva utilitzacié6 com a agent antitumoral i que

s’abandonés I'estudi de I'analeg d’octreotide P2 com a péptid vehiculitzador.

A partir d’aquests resultats, s’han sintetitzat altres conjugats amb I'objectiu de
millorar les propietats del conjugat Cj2. En aquest sentit, el conjugat Cj3 s’ha
sintetitzat utilitzant el péptid P3, un analeg dicarba de l'octreotide que

2 (243)

presenta una afinitat més elevada pel receptor SSTR . La caracteritzacid

d’aquest conjugat ha demostrat que té una baixa solubilitat en aigua, la qual



Discussio
Vehiculitzacié de compostos metal-lics com a nova estrategia antitumoral

cosa ha dificultat I'avaluacié de la seva activitat biologica i ha provocat que es
descartés la seva utilitzacié en assaigs posteriors. Amb I'objectiu de millorar
aquesta solubilitat, en els seglients conjugats s’ha utilitzat com a molecula
espaiadora el polietilenglicol, ja que és un bon modulador de farmacs basats en
péptids i proteines que permet millorar algunes de les seves propietats com,

per exemple, la solubilitat **>?77,

En total s’han sintetitzat quatre conjugats constituits pel peptid P3, el PEG i per
complexos metal-lics de plati, ruteni i osmi. Com a complex de Pt(ll) s’ha
continuat treballant amb el complex Cx5, ja que s’ha volgut millorar la
citotoxicitat del conjugat Cj2 unint aquest complex a un péptid amb una major
afinitat pel receptor SSTR2. Pel qué fa el conjugat d’osmi, s’ha utilitzat un
derivat del complex [(n°-bip)Os(pico)Cl], el [(n°®-bip)Os(4-CO,-pico)Cl], ja que té
una activitat prometedora en linies cel-lulars de cancer d’ovari huma #*?’?. pel
queé fa als complexos de Ru(ll), s’han utilitzat dos complexos diferents: el [{(n°-
p-cym)Ru(z-Cl)Cl},], que és un areno-complex de Ru(ll) amb I'estructura general
[(m°®-areno)RuCl(XY)]* (on XY és una lligand quelant com I'etilendiamina), i el
[(n®-p-cym)RuCl2(PPhs),][PFs]], un areno-complex de Ru(ll) amb I'estructura
[(m°-p-cym)RuCl(Im-Ph)(PPhs)] (on Im-Ph és 1-fenil-imidazol). EI complex [{(n°-
p-cym)Ru(~Cl)Cl},] és interessant ja que s’havia demostrat préviament que
aquests complexos tenen una elevada activitat citotoxica en linies cel-lulars de
cancer d'ovari huma i formen adductes monofuncionals amb bases
nitrogenades del DNA ®¥. D’altra banda, s’ha utilitzat I'areno-complex [(n®-p-
cym)RuCl2(PPh;),][PFs]] ja que assaigs previs havien demostrat que els
complexos amb un lligand heteroaromatic i un lligand fosfina en lloc d’un
lligand quelant tenen molt bona activitat citotoxica en linies cel-lulars humanes

de leucémia ¥,
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L’estudi de la solubilitat dels conjugats Cj4, Cj5, Cj6 i Cj7 ha demostrat que sén
més solubles en dissolucions aquoses que els conjugats estudiats amb
anterioritat, la qual cosa s’ha atribuit a la major hidrofilicitat de la cadena de
PEG. D’altra banda, s’ha estudiat l'activacid dels conjugats mitjancant la
hidrolisi de I’enllag M-Cl en medi aquds ja que, en general, I'activitat citotoxica
dels farmacs anticancerosos basats en metalls de transicié esta relacionada
amb els processos que intervenen en la seva activacié en medis aquosos i que
generen les espécies aquo que promouen la interaccié dels complexos
metal-lics (o els conjugats dels quals formen part) amb la seva diana biologica
(58,84,242.271,27%)  Aquest assaig també ha permeés determinar I'estabilitat dels
farmacs en aquestes condicions, una caracteristica fonamental per tal de
garantir la continuitat d’aquestes terapies en el desenvolupament clinic. La
capacitat d’hidrolisi de I'enllag M-Cl s’ha analitzat en solucions aquoses amb
diferents concentracions de clorur amb |‘objectiu d’imitar les condicions
fisiologiques del plasma sanguini, el citoplasma cel-lular i el nucli cel-lular.
Actualment, es coneix que la hidrolisi de I'enllag M-Cl de la majoria de
complexos metal-lics no es produeix a I'espai extracel-lular on la concentracié
de clorur és alta (100 mM), siné que el farmac arriba a l'interior de la cél-lula en
la seva forma inactiva i és en aquest espai intracel-lular on es troben unes
concentracions menors de clorur (4 i 22,7 mM, al nucli i al citoplasma cel-lulars,
respectivament) que promouen la formacié de les espécies aquo més reactives
@7) La utilitzacié d’aquestes concentracions de clorur permet corroborar en
quines condicions s’hidrolitza I’enllag M-CI i preveure en quina localitzacid
s’activara el compost. En aquest experiment, pel conjugat Cj4 s’ha detectat una
major hidrolisi en les concentracions més baixes de clorur, la qual cosa ha
suggerit que aquest conjugat s’activaria a l'interior del nucli cel-lular pero que

es trobaria inalterat en el citoplasma cel-lular i en el plasma sanguini. Pel

conjugat Cj5 s’han obtingut uns resultats similars, ja que s’ha demostrat que
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pot ser activat selectivament a l'interior del nucli cel-lular mentre que, fora del
nucli, es trobaria majoritariament en la seva forma neutra no reactiva. Aquests
resultats, que ja havien estat observats amb anterioritat per diversos
complexos d’osmi?’?, han demostrat que la unié al péptid P3 no interfeix en
I'activacié d’aquests tipus de complexos i que l'espécie activa formada no
reacciona amb l'estructura del peptid. D’altra banda, s’ha demostrat que la
hidrolisi del conjugat Cj6 es pot produir a I'espai extracel-lular, el citoplasma i al
nucli, fet que podria provocar que interaccionés amb altres molécules abans
d’arribar al nucli i que, per tant, la seva activitat no depengués de la unio al
DNA o que fos desactivat a través d’alguna d’aquestes interaccions. Per ultim,
pel conjugat Cj7 no s’ha observat la hidrolisi de I'enllag M-Cl, per la qual cosa es

podria esperar que la seva activitat no depengués de la unié amb el DNA.

La caracteritzacid dels conjugats ha prosseguit analitzant la seva capacitat de
formar adductes amb el DNA. En primer lloc, s’ha confirmat que I'activitat dels
conjugats Cj4, Cj5 i Cj6 és atribuible a I'accié realitzada sobre el DNA, ja que
s’ha observat que poden unir-se a la seqiiéncia oligonucleotidica. Aquesta
conjugacid, pero, és diferent pel conjugat Cj4 que pels conjugats Cj5 i Cj6, ja
que mentre el primer forma un adducte entre les dues guanines de
I'oligonucléotid, pels conjugats Cj5 i Cj6 s’ha observat la formacié d’un adducte
monofuncional entre el fragment del metall del conjugat i la guanina de la
posicié G4 de la seqliencia nucleofilica. Aquests resultats corroboren resultats

(86,276,277) ;

previs obtinguts per alguns areno-complexos de ruteni i per complexos

t (92), els quals demostraven la seva

d’osmi que tenen el lligand picolina
interaccio amb el DNA a través de I'atom metal-lic. Pel que fa al conjugat Cj7,
tal i com es podia esperar considerant que no es produeix la hidrolisi de I’enllag
Ru-Cl, no s’ha observat la formacié d’un adducte entre aquest conjugat i la

sequencia oligonucleotidica, la qual cosa corrobora que la diana d’aquest
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conjugat de ruteni no és el DNA. No obstant aix0, no es pot descartar que el
conjugat Cj7 actui en condicions fisiologiques coordinant-se a residus de sofre

gue es troben en els aminoacids del centre actiu d’algunes proteines, com la

87) (88)

catepsina N ®) o el glutatié S-transferasa ™, com s’ha descrit per altres

complexos metal-lics de ruteni.

En conjunt, aquests resultats han indicat que tots els compostos sén solubles
en medi aquds i que la hidrolisi de I’enllag M-Cl té molta importancia en la unié
del metall amb la molécula de DNA, ja que els conjugats que hidrolitzen el seu
enllag sén els que s’'uneixen a la sequiéncia oligonucleotidica. També han
demostrat que les espécies aquo d’aquests conjugats tenen preferencia per
unir-se a les bases de guanina de l'oligonucleotid, sobretot per les que es

troben situades a I'extrem 5’ de la seqliencia GG.

Un cop realitzada la caracteritzacié d’aquests conjugats, s’ha procedit a fer la
seva avaluacio biologica. En primer lloc, s’ha analitzat la capacitat del peptid P3
d’internalitzar en les cél-lules tumorals per tal de confirmar les seves propietats
com a agent vehiculitzador. Estudis previs amb I'octreotide (péptid P1) i el
peptid P3 havien apuntat que I'afinitat d’unié d’aquest analeg pels receptors
SSTR2, SSTR4 i SSTR5 era menor que |'observada per I'octreotide. Aquesta
disminucio, pero, no era tant important pel receptor SSTR2 com per la resta de
receptors, ja que la introduccié del grup isostéric CH, - CH, provocava que
I'afinitat d’unié disminuis unes 23 vegades, aproximadament, pel receptor
SSTR2, unes 36 vegades pel receptor SSTR4 i unes 48 vegades pel receptor
SSTR5 M92%) Tot i aixd, el peptid P3 continuava mantenint una alta afinitat
d’unié al receptor SSTR2 (44 nM), la qual cosa assenyalava que podia fer la
funcié de transportador de conjugats metal-lics a través de la seva unio a

aquest receptor. Per tal de determinar la capacitat d’internalitzar del péptid P3,
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les cél-lules MCF-7 s’han tractat amb el peptid P3 marcat amb fluoresceina (el
péptid P3-F). Els resultats han confirmat que el péptid internalitza en les
cél-lules tumorals formant unes vesicules que es localitzen al citoplasma de les
cel-lules i al nucli cel-lular. Aquestes observacions concorden amb les d’estudis
anteriors que havien avaluat la capacitat d’internalitzar de I'octreotide i havien
descrit la capacitat d’alguns analegs de la somatostatina de poder acumular-se
en el nucli cel-lular #®?; aquest mecanisme, perd, encara esta per elucidar.
Aquests resultats s’han confirmat quantitativament per citometria de flux, el
guée ha demostrat que el péptid P3 segueix una cinética d’internalitzacid

paral-lela a la de I'octreotide i que té una bona capacitat d’internalitzacié, tot i

que és menor a la de I'octreotide degut a la seva menor afinitat pels SSTR

(110,243)

La capacitat del peptid P3 d’actuar com a agent vehiculitzador s’ha corroborat
demostrant que el conjugat Cj7 permet acumular més ruteni a l'interior de les
cél-lules MCF-7 que el complex metal-lic Cx3 quan es troba lliure. Aixi, s’ha
posat de manifest que la unié entre el peptid P3 i el complex metal-lic té un
efecte positiu en la internalitzacié d’aquest compost. En definitiva, tots aquests
resultats han constatat que el péptid P3 internalitza a I'interior de les cel-lules
tumorals, tot i que amb una capacitat menor que la de l'octreotide, i han

confirmat que és un bon transportador de complexos metal-lics.

A continuacid, s’ha determinat I’activitat antitumoral dels conjugats Cj4, Cj5,
Cj6 i Cj7 en la linia cel-lular MCF-7. Els resultats han demostrat que dels 4
conjugats sintetitzats, només el conjugat Cj7 té activitat citotoxica i que, a més,
aquesta activitat és moderada si es compara amb |'obtinguda pel cisplati en
aquesta linia. També s’ha estudiat I'activitat citotoxica dels corresponents
complexos metal-lics que conformen els conjugats Cj4, Cj6 i Cj7, fet que ha

indicat que només dos d’aquests complexos sén actius en aquesta linia
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cel-lular: el complex Cx1 i el complex Cx3, que és el complex que forma part del
conjugat Cj7 i que ha demostrat tenir una activitat citotoxica molt similar a
I’obtinguda pel cisplati. A més, cal tenir present el complex d’osmi Cx4 ja que
tot i que no ha sigut analitzat en aquest treball, estudis previs havien demostrat
una activitat citotoxica moderada per aquest complex en dues linies cel-lulars

de carcinoma d’ovari ?*?

, per la qual cosa es podria preveure que aquest
complex seria actiu en aquesta linia cel-lular i que la manca d’activitat
observada pel conjugat Cj5 hauria de ser atribuible al fet d’haver unit aquest
complex al péptid P3. D’altra banda, i pel qué fa al conjugat Cj6 i el complex
Cx2, cap dels dos compostos ha demostrat tenir activitat citotoxica; aquests
resultats es poden atribuir a la rapida hidrolisi detectada per I'enllag Ru-Cl en el
conjugat Cj6, ja que aix0 pot provocar la desactivacié d’aquests compostos com

a consequeéncia de la seva interaccié amb altres molecules i impedir que duguin

a terme una accié letal sobre les cél-lules.

L'analisi de la citotoxicitat d’aquests compostos juntament amb els obtinguts
pel conjugat Cj2 han demostrat que, per tal que els conjugats siguin eficagos
com a agents antitumorals, és molt important que el complex metal-lic del
conjugat tingui una elevada activitat citotoxica quan es troba lliure. També s’ha
demostrat que la sintesi dels conjugats provoca una disminucié en I'activitat
citotoxica inicial del complex metal-lic, la qual cosa es podria relacionar amb un
efecte inhibidor del peptid sobre el fragment metal-lic i la seva diana biologica.
La unié del peptid al complex metal-lic també pot provocar canvis en la
conformacio inicial del peptid que es podrien traduir en una pérdua de I'afinitat
pels receptors SSTR; en aquest sentit, estudis previs havien demostrat que en la
unié de l'octreotide als receptors de la somatostatina hi juguen un paper
essencial els aminoacids Phe’-Trp®-Lys’-Thr'® de la seva estructura, ja que

permeten adoptar una conformacié en lamina 3 que és fonamental perque
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aquest péptid es pugui unir als SSTR 10%110280-283) "Ey | cas del peptid P3 s’havia
demostrat que, tot i que el canvi del pont disulfur pel grup -CH,-CH,- no
provoca alteracions importants en I'estructura secundaria de la zona activa del
peéptid, si que afecta alguns aminoacids de la seva seqiiencia *?, fet que s’ha
relacionat amb la menor afinitat que presenta aquest peptid pels receptors
SSTR “*). Tenint en compte aquesta informacid prévia, s’ha analitzat per
ressonancia magneética nuclear si la unié covalent dels complexos metal-lics al
peptid P3 a través del grup PEG afecta la conformacié activa del péptid
(resultats no mostrats). Amb aquest estudi s’ha demostrat que en cap dels
conjugats s’observa una alteracié important en I'estructura global del peptid
perod que, tot i aixo, els lligands aromatics dels conjugats Cj5 i Cj6 tenen una
certa tendéncia a interaccionar amb les cadenes laterals més proximes del
péptid. Aquest fet, que s’ha vist afavorit per I'alta flexibilitat de la cadena
espaiadora de PEG, provoca que el peptid pugui adquirir diverses
conformacions que presenten una menor afinitat pels SSTR i que poden
dificultar la disponibilitat del complex metal-lic a 'hora d’actuar sobre la seva
diana terapeutica. Els resultats observats en I'acumulacid de ruteni del conjugat
Cj7 i del complex de ruteni Cx3, pero, han demostrat que el dicarba-analeg de
I'octreotide P3 continua mantenint I’habilitat d’internalitzar els complexos
metal-lics després d’haver fet la seva conjugacid, fet que confirma que manté

afinitat pel receptor SSTR2.

Tot seguit, s’"ha comprovat la capacitat del complex Cx3 d’unir-se al DNA per tal
de determinar si la unié amb el peptid hi influeix. Els resultats han demostrat
que el complex Cx3 no interacciona amb el DNA plasmidic, la qual cosa ha
permeés concloure que ni el complex metal-lic més actiu en les cel-lules MCF-7

ni I'Unic conjugat actiu en aquesta linia duen a terme la seva accidé unint-se al
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DNA. Aquests resultats deixen la porta oberta a estudiar el mecanisme d’accio
d’aquests dos compostos, que podria basar-se en la unié a residus de sofre
d’alguns aminoacids que es troben en el centre actiu de determinades

(87,88)

proteines o altres mecanismes que encara estiguin per elucidar.

En aquest treball també s’ha analitzat si la disminucid de [activitat
antiproliferativa del Cj7 en comparacié amb el complex Cx3 es veu compensada
amb una distribucié més efectiva i eficient del conjugat per les cél-lules diana.
Aixi, s’ha determinat l'activitat citotoxica del conjugat Cj7 en la linia de
carcinoma de prostata DU-145 i en la linia cel-lular no tumoral CHO, per tal de
comprovar la selectivitat d’aquest conjugat per les cel-lules tumorals. Els
resultats han demostrat que les cél-lules DU-145 sén més sensibles a aquest
compost que les cel-lules MCF-7 i les cél-lules CHO; aquesta major sensibilitat,
pero, no s’ha relacionat amb una major activitat del complex metal-lic Cx3, ja
que les cel-lules més sensibles a aquest complex han resultat ser les MCF-7.
L'analisi de I'expressié del receptor SSTR2 en les tres linies ha posat de manifest
que les cél-lules que presenten una major expressié del receptor SSTR2 sén les
cél-lules DU-145, seguides per les cél-lules CHO i, per ultim, les cel-lules MCF-7.
Aixi, s’"ha confirmat que les cél-lules que tenen una major expressié del receptor
SSTR2 sén les més sensibles al Cj7, mentre que les que presenten una expressioé
més baixa sén les que tenen una ICs; més elevada. També s’ha observat una
accié més important del conjugat Cj7 sobre les cél-lules tumorals, ja que tot i
que els nivells d’expressié del SSTR2 sén similars per les cél-lules DU-145 i per
les cél-lules CHO, el conjugat ha mostrat un major efecte citotoxic en la linia
tumoral DU-145. Cal destacar, a més, que s’ha detectat una expressid
important del SSTR2 en la linia no tumoral CHO; treballs previs havien descrit

(284)

gue aquestes ceél-lules tenen una baixa expressid d’aquest receptor ", pero
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els nostres resultats sén coherents amb altres estudis que indiquen que els
receptors de la SST es poden trobar en molts teixits normals i en cel-lules del

sistema immunitari %,

En conjunt, els resultats globals d’aquest treball han posat de manifest que la
conjugacié d’agents metallics a peptids que, com l'octreotide, s'uneixen a
receptors que es troben sobreexpressats en les cel-lules tumorals, té un gran
potencial per millorar I'entrada dels agents metal-lics a l'interior d’aquestes
cel-lules. Amb aquests resultats, a més, s’han detectat certes limitacions que
permetran millorar l'activitat dels conjugats sintetitzats seguint aquesta
estratégia. En aquest sentit, la utilitzacié de complexos metal-lics amb una bona
activitat citotoxica ha resultat ser un element molt important per tal que el
conjugat sintetitzat sigui actiu; a més, ha resultat evident que la unié del
complex metal-lic al péptid pot dificultar la interaccié del farmac amb la seva
diana biologica, per la qual cosa, utilitzar molecules enllacadores que permetin
I'alliberacié del farmac a l'interior de la cel-lula seria una bona alternativa per
tal de millorar I'accié citotoxica de I'agent metallic un cop internalitzat %%
D’altra banda, també s’ha demostrat que existeix una bona correlacié entre
I'efecte dels conjugats i I'expressié de SSTR2, la qual cosa confirma la seva
selectivitat per les cel-lules tumorals que sobreexpressen aquest receptor. En
definitiva, doncs, és d’esperar que aquesta estrategia sigui considerada en el
futur en la sintesi de farmacs amb menys efectes adversos i amb una major
selectivitat per les cél-lules diana, ja que sén unes propietats que aquests
conjugats poden aportar i que permetrien millorar les terapies

antineoplastiques actuals.
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5.1.2  Vehiculitzacié de compostos metal-lics de Pt(IV) a traveés de fa unié a

analegs de folat

L'acid folic és una vitamina hidrosoluble essencial per la proliferacié i el
manteniment de les cel-lules de I'organisme que també s’ha estat estudiant
com a molecula vehiculitzadora. Com en el cas de I'octreotide, I'acid folic pot
dirigir agents units a la seva estructura cap a les cel-lules tumorals a través de la
unié al receptor de folats, un receptor pel qual té una elevada afinitat i que es
troba expressat en alguns tipus de tumors *?®”). Aquestes caracteristiques han
promogut el desenvolupament de conjugats conformats per l'acid folic i
molécules radioactives o quimioterapeutiques amb [l'objectiu de fer el
diagnostic i el tractament de les cél-lules neoplastiques que sobreexpressen el
receptor de folats ©9) Tenint en compte aquests antecedents, s’ha sintetitzat i
caracteritzat I'activitat citotoxica d’un conjugat conformat pel folat i per un
complex de Pt(IV) amb l'objectiu de determinar si la unié d’un complex
metal-lic al folat genera un conjugat actiu pel tractament de tumors que

sobreexpressen el receptor de folats i millora, aixi, la seva especificitat.

El conjugat sintetitzat en aquest treball, el conjugat Cj8, esta conformat per
I’acid folic unit a una molécula de PEG (F2) i pel cis,cis,trans-[PtCl,(2-
metilpiridina)-(NH3)(OH)(0,CCH,CH,CO,H,)] (€Cx10), un complex metal-lic de
Pt(IV) analeg del picoplati. El picoplati (Cx9) és un complex de Pt(ll) que
actualment es troba en la fase Ill dels assaigs clinics 29 Es caracteritza per
presentar una estructura que genera uns adductes molt voluminosos sobre el

DNA i que dificulta la seva interaccid6 amb molécules desactivadores com el

288) (289

glutatié (288 4 |les metalotionines *®% Ia qual cosa li permet superar mecanismes

(18,50) -

de resisténcia descrits pel cisplati i ser actiu en linies resistents a aquest
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farmac ?*°

. Per altra banda, els complexos de Pt(IV) sdn unes espécies amb un
gran potencial com a farmacs antitumorals, ja que tenen menys efectes
adversos i més selectivitat per les cel-lules neoplastiques que els complexos de
Pt(11) BN A més, al presentar dos lligands més que aquestes espéecies, en el
complex Cx10 s’ha pogut incorporar un grup carboxil que ha permes fer la unié
a I'analeg de I'acid folic; amb aquesta unid, s’ha previst vehiculitzar I'entrada
del complex a linterior de les cél-lules tumorals per tal que, un cop alla, el
complex metal-lic sigui alliberat de la molécula vehiculitzadora i sigui reduit a la

corresponent especie activa de Pt(ll), el picoplati, que sera I’encarregada d’unir-

se al DNA i de dur a terme I'activitat citotoxica.

En total, s’han sintetitzat quatre compostos: el conjugat Cj8, la molécula
vehiculitzadora F2 i els complexos metallics Cx9 i Cx10. La seva activitat
citotoxica s’ha avaluat en la linia cel-lular de cancer de mama huma MDA-MB-
231. La utilitzacié d’aquesta linia cel-lular ha resultat interessant ja que el
cancer de mama és un tipus de tumor que sobreexpressa el receptor FR **%°%
perque la linia cel-lular MDA-MB-231 en concret expressa aquest receptor

(2542%5) i 3 més, perqué altres autors que estudiaven el folat com a agent

vehiculitzador també havien utilitzat aquesta linia cel-lular ?*%%%.

L'avaluacié de I’activitat citotoxica dels compostos ha demostrat, en primer
lloc, que I'analeg de folat F2 és una molecula vehiculitzadora que no afecta la
proliferacié de les cel-lules. Pel queé fa als complexos metal-lics, tots dos
compostos han mostrat activitat citotoxica en aquestes cél-lules. En el cas del
complex Cx9, el seu efecte ha resultat ser similar al del cisplati en aquesta linia
cel-lular, la qual cosa ha posat de manifest que aquestes cel-lules sén menys
sensibles als compostos de plati que altres linies cel-lulars com, per exemple,

les cel-lues MCF-7 descrites en |'apartat anterior. D’altra banda, s’"ha demostrat
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qgue el complex Cx10 és unes dues vegades menys citotoxic que el corresponent
complex de Pt(ll). Aquest fet és atribuible a qué els complexos de Pt(IV) sén
reduits a I'interior de la cel-lula pels reductors citoplasmatics i que aixo els pot
fer menys actius que la corresponent especie de Pt(ll). De fet, estudis previs
que avaluaven l'activitat citotoxica de complexos de Pt(IV) havien descrit un
menor efecte per aquests complexos que pel complex de Pt(ll) corresponent, la
qual cosa s’havia relacionat, justament, amb la necessitat del complex de Pt(IV)

de ser reduit donant lloc a aquesta espécie activa ****%),

Pel qué fa al conjugat Cj8, aquest compost ha mostrat activitat en aquesta linia
cel-lular, perd ha resultat ser unes sis vegades menys actiu que el complex Cx9 i
unes tres vegades menys actiu que el complex Cx10. Aixi, la unié del complex
metal-lic al folat no ha millorat 'activitat citotoxica del complex Cx10. Aquesta
menor activitat es pot explicar a través de diferents hipotesis. En primer lloc, i
tenint en compte que en aquesta estratégia és fonamental que la molecula
espaiadora permeti I'alliberament del farmac a l'interior de la cél-lula, cal tenir
present que l'espaiador utilitzat és el PEG. Aquesta molécula, que ha estat
escollida per tal de millorar la solubilitat del compost final, podria dificultar
I'alliberament del complex metal-lic. De fet, en estudis previs on s’utilitzaven
molécules que, com el PEG, depenen del pH acid de I'endosoma per alliberar el
farmac del folat, els conjugats eren menys efectius que el farmac lliure %*® o
qgue el farmac unit al folat a través d’una molécula espaiadora que contingués
un pont disulfur ®*”). Altres estudis havien demostrat, a més, que I'acidesa que
adquireix I'endosoma durant el procés d’internalitzacié pot ser insuficient per
hidrolitzar rapidament els grups éster d’aquestes molécules espaiadores, la
qual cosa dificultaria I'alliberament del farmac en aquests tipus de conjugats

2 ’ \ . .
(2%) ’is de molécules que contenen un pont disulfur ha demostrat que millora
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molt I'activitat dels conjugats sintetitzats ****2%*"); en aquest treball, pero, el

fet que el compost metal-lic contingui un atom de Pt no ha permeés utilitzar
aquests tipus d’espaiadors, ja que la interaccié que es pot produir entre el plati

i els ponts disulfur > hauria fet perillar I'estructura del producte final.

En segon lloc, cal considerar que tot i que el receptor FR es troba expressat en

%) per la qual

diversos tipus de tumors, la seva expressid no és molt elevada
cosa, estudis previs han descrit que per tal que els conjugats de folat siguin
realment efectius els agents citotoxics utilitzats han de ser molt potents . En
aquest sentit, i considerant que els complexos Cx9 i Cx10 tenen un efecte
moderat en aquesta linia cel-lular, caldra administrar una concentracié molt
elevada del conjugat Cj8 per tal que s’alliberi una quantitat suficient de
complex Cx10 que li permeti dur a terme la seva accid un cop s’hagi reduit
donant lloc al complex Cx9. A més, la menor activitat del conjugat també podria
estar relacionada amb el procés d’internalitzacié i alliberament del complex
metal-lic, ja que podria ser que no s’internalitzés tot el conjugat o que, un cop

internalitzat i alliberat, el complex metal-lic quedés retingut a l'interior de

I'endosoma.

En conjunt, s’ha demostrat que la conjugacié d’'un complex de Pt(IV) analeg del
picoplati al folat permet generar un producte final que, tot i ser menys citotoxic
que el complex metal-lic sense conjugar, continua mostrant una certa activitat
antitumoral. Aquests resultats, que sén molt preliminars, han permes realitzar
certes observacions que millorarien les caracteristiques d’aquests tipus de
conjugats. D’una banda, s’ha deduit que la utilitzacié de complexos metal-lics
gue no reaccionin amb els ponts disulfur permetria incorporar una molecula
enllacadora amb aquesta estructura que augmentaria la velocitat de

I'alliberament del farmac i milloraria, aixi, la seva eficiencia. D’altra banda,
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utilitzar complexos metal-lics que tinguin una bona activitat antitumoral quan
es troben lliures permetria alliberar un complex metal-lic més actiu en la seva
forma no conjugada i, per tant, milloraria I'efectivitat del conjugat sintetitzat.
Finalment, és important afegir que aquest estudi s’"hauria de completar amb la
caracteritzacio bioquimica del conjugat en linies cel-lulars amb diferents nivells
d’expressid del FR, la qual cosa permetria demostrar la seva selectivitat per

aquelles cél-lules que, com les cel-lules tumorals, sobreexpressen aquest

receptor.
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5.2 Resisténcia de les cél-lules tumorals de cancer de prostata ales

terapies dirigides a inhibir la familia HER-EGF

La familia HER-EGF és una via de factors de creixement que s’ha relacionat
extensament amb el desenvolupament i la proliferaci6 de molts tipus de
tumors . Amb I'objectiu de millorar el tractament d’aquestes patologies, en
les darreres décades s’han estudiat diversos agents que inhibeixen de forma
selectiva alguns components d’aquesta via ™. En I'actualitat, aquests agents
s’estan utilitzant en el tractament oncologic del cancer colorectal, el HNSCC, el
cancer de mama, el cancer d’estémac o el NSCLC ©®%3) Tot i aixo, aquestes
terapies tenen una eficacia clinica limitada ja que un elevat percentatge de

(308-312) " g’han descrit

pacients desenvolupen resisténcies a aquests farmacs
diversos mecanismes que estan implicats en el desenvolupament d’aquestes
resistencies %), Un d’ells es basa en el fet que els receptors i lligands de la
via HER-EGF poden actuar de forma cooperativa de manera que, quan un dels
receptors és inhibit, es poden activar rutes alternatives d’aquesta via per tal de

mantenir el creixement i la proliferacid cel-lulars (134,313)

. En aquest sentit,
diversos estudis han demostrat que la inhibicié d’un receptor de la via es pot
veure compensat amb l'augment en I'expressid de receptors i lligands
alternatius a aquest %8 i que, en molts casos, la sobreexpressié de dos o
més membres d’aquesta familia esta associat amb tumors amb un fenotip més

. / 14-31
agressiu que els tumors que només sobreexpressen un dels membres 3437,

En la darrera part d’aquesta tesi s’ha estudiat si la sobreexpressid de receptors i
lligands de la via HER-EGF esta implicada en la ineficacia clinica dels inhibidors
del receptor EGFR en el tractament del PCa ***?*° La via HER-EGF té un paper
fonamental en el desenvolupament del PCa i en la seva progressio a un estadi

androgen-independent i metastasic “***'®; tot i aixo, les terapies dirigides a
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inhibir aquesta via no han resultat tenir I'eficacia clinica esperada en pacients

(235239 " E|s motius d’aquesta baixa resposta

amb aquests tipus de tumors
terapeutica no han estat clarament establerts, per la qual cosa, estudiar les
causes implicades en aquesta manca d’efectivitat és important per tal
d’entrendre els mecanismes que hi estan involucrats i millorar, aixi, la resposta

terapeutica d’aquests agents en el PCa.

Amb aquest objectiu en ment, inicialment s’ha determinat si els receptors i
Iligands de la via HER-EGF es troben expressats en dues linies cel-lulars de AIPC,
les DU-145 i les PC-3. Aixi, I'analisi dels nivells d’expressié genica dels
components d’aquesta via ha demostrat que totes dues linies expressen de
forma constitutiva molts dels receptors i lligands analitzats. Tot i aix0, el seu
perfil d’expressio és diferent en funcid de la linia cel-lular, ja que mentre per les
cel-lules DU-145 el lligand majoritari és la EPI, per les cél-lules PC-3, és la BTC.
En tots dos casos, pero, el lligand que es troba més sobreexpressat és especific
del receptor EGFR, que és el receptor que mostra una major expressio en les
dues linies cel-lulars. Aquests resultats han permés deduir que la proliferacié
cel-lular de les dues linies es podria mantenir de forma autonoma gracies a
I’expressié autocrina dels propis factors de creixement; de fet, aquesta hipotesi
s’ha corroborat al observar que en deixar créixer les dues linies cel-lulars en un
medi de cultiu amb un aport molt reduit de factors de creixement exogens
totes dues linies mantenen el seu creixement de forma autonoma. Els resultats
obtinguts, concorden amb treballs anteriors en els quals es demostrava que les
cél-lules de AIPC sobreexpressen determinats receptors i lligands d’aquesta via.
Aixi, s"havia observat que un augment de I'expressio de I'’AMF i 'EPI té un paper
molt important en I'evolucid cap a I’estadi androgen-independent del cancer de
prostata ®*? i que lligands com I'HB-EGF, 'AMF, el TGF-o. i la EPI es troben

sobreexpressats en aquestes linies cel-lulars ?*”. A més, també s’havia descrit la
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importancia del TGF-a i I'EGF, juntament amb la sobreexpressié del seu

receptor EGFR, en el desenvolupament del PCa 2323,

A continuacid, s’ha determinat I'efecte que produeixen un anticos monoclonal
dirigit contra I'EGFR, el cetuximab, i dos TKI de I'EGFR, I'erlotinib i el gefitinib,
sobre el creixement cel-lular de les dues linies tumorals. Els resultats han
demostrat que tot i que totes dues linies expressen el receptor EGFR, les
cel-lules PC-3 sén menys sensibles a aquests agents que les cel-lules DU-145, la
gual cosa es pot atribuir, sobretot, a la pérdua d’expressié del gen de la PTEN
per part de les cel-lules PC-3. La PTEN és una proteina supressora de tumors
que inhibeix la via PI3K/Akt, per la qual cosa, la seva pérdua permet mantenir
aquesta via de transduccié de la senyal activada independentment de la seva
activaci6 per mitja dels receptors implicats **”**°. La pérdua del gen de la PTEN
és un caracteristica comuna en el PCa, ja que alguns estudis han determinat
gue aproximadament el 50% d’aquests tipus de tumors no tenen expressié de
la PTEN . Els resultats d’aquest treball han evidenciat que la sensibilitat als
inhibidors de 'EGFR és més elevada per les cel-lules que expressen el gen de la
PTEN, les DU-145, que per les cél-lues que no I'expressen, les PC-3, els quals
concorden amb els obtinguts en un assaig previ i que havien demostrat que la
sensibilitat per I'erlotinib és molt depenent de la preséncia o abséncia del gen

de la PTEN en les cel-lules de PCa *2,

També s’ha establert que, en resposta al tractament durant 24h amb el
cetuximab, el gefitinib i I'erlotinib, I'expressié génica dels lligands EGF, BTC i
NRG-1 i dels receptors HER2, HER3 i HER4, augmenta en la linia cel-lular DU-
145. Per altra banda, practicament no s’han observat diferencies significatives
en I'expressid dels lligands i receptors d’aquesta via en la linia cel-lular PC-3, en
la qual només s’ha advertit la sobreexpressi6 de HER4. Aquesta resposta

diferent de les dues linies cel-lulars demostra que la sobreexpressié de
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receptors i lligands alternatius a l'inhibit es troba atenuada quan les vies de
senyalitzacié que s’activen a través de 'EGFR estan constitutivament activades

independentment de la unié del lligand, com en el cas de les cél-lules PC-3.

Un altre resultat destacable és I'augment que s’ha detectat en I'expressié de
HER4, ja que és un fenomen que s’ha advertit en totes dues linies cel-lulars.
Actualment existeixen pocs estudis que hagin relacionat el receptor HER4 amb
el PCa i, a més, els seus resultats mostren controvérsia. Alguns d’aquests
estudis defensen que la seva sobreexpressi6 esta associada a unes
caracteristiques menys agressives del tumor i a una aturada en el creixement
de les cél-lules tumorals ??*%%  Altres estudis, I'associen a un augment en la
proliferacié cel-lular i en la capacitat migratoria de les cél-lules tumorals #2>%29),
En aquest treball, el fet d’haver detectat uns nivells inicials molt baixos
demostra que tot i 'augment detectat, la seva expressidé continua sent molt

baixa, fet que suggereix que la contribucié d’aquest receptor en el PCa és poc

rellevant.

En conjunt, pero, els canvis observats en el patréd d’expressid dels receptors i
lligands de la via HER-EGF en la linia cel-lular DU-145 han demostrat que el
tractament agut d’aquestes cel-lules indueix uns canvis en I'expressié de
determinats membres de la familia que permeten activar vies alternatives a la
de I'EGFR. Un fet destacable en aquest sentit és que els lligands
sobreexpressats presenten diversificacido en I'activacié dels receptors HER, ja
gue mentre I'EGF és especific de I'EGFR, la BTC pot activar tant 'EGFR com el
HER4 % i |]a NRG-1 pot activar els receptors HER3 i HER4 **Y) |a qual cosa
activaria diferents heterodimers que compensarien la pérdua de la funcié de
I'EGFR i preservarien la senyalitzacié a través de les vies de transduccié de la
senyal. Aquests resultats indiquen que la sobreexpressié de lligands i receptors

de la via HER-EGF alternatius a I'inhibit podria ser una de les causes de la manca
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d’efectivitat d’aquestes terapies en el PCa, ja que permetrien mantenir el

creixement d’aquestes cél-lules tumorals tot i tenir I'EGFR inhibit.

Per tal d’analitzar si els canvis detectats en les cel-lules DU-145 es mantenen i
contribueixen en el desenvolupament de resisténcies a les terapies dirigides
contra el receptor EGFR, s’ha desenvolupat una linia resistent a I'erlotinib. La
caracteritzacié de la linia resistent DUErR ha demostrat, en primer lloc, que
aquestes cél-lules tenen la capacitat de créixer en preséncia de diferents
concentracions d’erlotinib i, per tant, ha confirmat la seva resisténcia a aquest
farmac. Aquests resultats també han demostrat, pero, que el seu creixement
s’alenteix en comparaciéo amb el de les cél-lules DU-145 en ser tractades amb el
vehicle sol, la qual cosa ha posat de manifest que en el desenvolupament de la
resisténcia, es produeixen canvis en el patrd de creixement d’aquesta linia
cel-lular. D’altra banda, I'analisi de I'expressié génica dels receptors i lligands de
la via HER-EGF en les cel-lules DUErR, ha donat com a resultat un augment
significatiu dels nivells dels receptors HER2 i HER3 i dels lligands TGF-a. i NRG-1.
Aquests resultats s’han confirmat a nivell proteic, ja que s’ha observat un
augment considerable en I'expressid de HER3 i un augment, tot i que no tant
important, de HER2 i de la NRG-1. Uns resultats molt semblants, tot i que més
lleus, s’"han obtingut per les cél-lules DU-145 tractades 48 hores amb erlotinib.
Aguest fet ha confirmat que els canvis detectats en la linia resistent ja
s’observen en tractar la linia parental durant un periode curt de temps, la qual
cosa indica que, en resposta al tractament agut, les cel-lules DU-145 adopten
un patrd d’expressié dels membres de la familia HER-EGF que es conserva en
les cel-lules resistents i que permet superar la inhibicié feta sobre el receptor

EGFR per tal de mantenir la seva proliferacid.
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A continuacio, per tal de comprovar si també hi ha una major activacié
d’aquesta via, s’han determinat els nivells de fosforilacié dels receptors EGFR,
HER2 i HER3 i de dues vies de transduccié de la senyal activades per aquests
receptors, la Akt i la ERK1/2. Els resultats han indicat que en les cél-lules DUErR
s’observa una major activacié de HER3 i de la via de transduccié de la senyal
Akt, una via predominantment mediada a través de la fosforilacié de HER3
(190.262263) |3 qual cosa indica que, en el procés de desenvolupament de
resisténcia, hi tenen un paper clau HER3 i la via de transduccié de la senyal
PI3K/Akt activada per aquest receptor. Aquests resultats concordarien amb
resultats previs d’altres treballs on es descrivia la via de senyalitzacid
HER3/PI3K/Akt com a una via rellevant per evadir la inhibicié del receptor EGFR

feta pels TKI en diferents tipus de tumors 19325326,

Per tal de corroborar la importancia de HER2, HER3 i de la NRG-1 en el
desenvolupament de la resistencia, les cél-lules DU-145 i DUErR s’han tractat
amb trastuzumab (un anticos dirigit contra el receptor HER2 aprovat en clinica),
amb un anticos dirigit contra el receptor HER3 i amb un anticos dirigit contra la
NRG-1, sols o en combinacié amb l'erlotinib. A través d’aquest assaig s’ha
demostrat que la inhibici6 de HER2 practicament no té efectes sobre la
proliferacié i el creixement d’aquestes linies cel-lulars, perd que el bloqueig de
HER3 si que provoca una important disminucié en el creixement de les cél-lules
DU-145 i DUErR, fet que confirma la importancia d’aquest receptor en el
manteniment del creixement i la proliferacié cel-lulars. A més, el bloqueig
concomitant de HER3 i de 'EGFR en ambdues linies, ha demostrat que té un
efecte més important aquest doble bloqueig que inhibir un dels dos receptors
per separat, la qual cosa ha indicat, en el cas de les cel-lules DUErR, que el

bloqueig de HER3 permet restaurar |'efecte citotoxic de I'erlotinib en aquesta
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linia resistent. D’altra banda, el bloqueig de la NRG-1 no ha provocat un efecte
significatiu sobre el creixement i la proliferacio cel-lulars, la qual cosa indica que
la NRG-1 té un paper relatiu en la supervivéncia de les cel-lules de PCa. Aquests
resultats es poden explicar tenint en compte que altres lligands, com la NRG-2,
podrien estar implicats en I'activacid de la senyalitzacié a través de HER3 en
aquestes cel-lules, o perque, tal i com es va demostrar en un estudi previ, el
receptor HER3 en les cel-lules de PCa pot ser activat independentment de la

preséncia de la NRG-1 ©27)

Un dels mecanismes que s’ha relacionat ampliament amb [‘apariciéd de
resisténcies a les terapies dirigides a inhibir el receptor EGFR és |’activacié de la
via de transduccié de la senyal de la PI3K/Akt a través de I’heterodimeritzacid
dels receptors HER2/HER3 6132331 E|s resultats obtinguts en aquest treball
han confirmat la importancia d’aquesta via, sobretot del receptor HER3, en el
desenvolupament de la resistencia a inhibidors del receptor EGFR en la linia
cel-lular DU-145. El receptor HER3 es troba sobreexpressat en la linia resistent
DUErR i, a través de I'heterodimeritzacié amb el receptor HER2 o, fins i tot, amb
els baixos nivells del receptor d’EGFR que hi poguessin haver, pot activar la via
de transduccié de la senyal de la PI3K/Akt que permetria mantenir la

proliferacid i la supervivéncia cel-lulars tot i tenir el receptor EGFR bloquejat.

D’altra banda, i en relacié amb els lligands de la via HER-EGF, alguns d’aquests
membres de la familia també han estat considerats possibles dianes en el
tractament oncologic, ja que la perdua de funcidé dels receptors HER es pot
equilibrar a través de I'expressido endogena d’aquests lligands. No obstant aixo,
el fet que un mateix Iligand pugui activar diferents receptors o que un mateix
receptor pugui ser activat per diferents lligands, limita I'eficacia d’aquesta

estrategia i ha conduit al consens general que la inhibicid dels receptors HER és

181



182 ’ Discussio

més eficag que la inhibicid de diversos lligands. Els resultats obtinguts en aquest
treball donen suport a aquesta hipotesi, ja que la proliferacié de les cél-lules
s’ha vist reduida de forma important després de bloquejar el receptor HER3,
mentre que la inhibicié d’un lligand en particular, la NRG-1, ha revelat una

eficacia molt menor en la reduccié del creixement cel-lular.

En conjunt, tots aquests resultats han demostrat I’habilitat que tenen les
cel-lules de carcinoma de prostata huma androgen-independents d’adaptar
I'expressié dels receptors i lligands de la via HER-EGF després de bloquejar el
receptor EGFR i I'important paper que juga el receptor HER3 en la modulacid de
la resisteéncia als inhibidors de 'EGFR. Aquest mecanisme molecular podria ser
especialment interessant en les condicions fisiologiques ja que la proliferacio de
les cel-lules malignes és molt depenent de la produccio autocrina de factors de
creixement i de I'expressid dels seus receptors en el microambient del tumor.
En definitiva, doncs, I'eficacia clinica dels tractaments oncologics actuals dirigits
a inhibir el receptor EGFR en el PCa podria ser millorada mitjancant la inhibicid

dual dels receptors EGFR i HER3.
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Els resultats obtinguts en aquesta tesi han permés extreure les seglients

conclusions:

l. La sintesi de péptids en fase solida és una estrategia eficient que ha
permeés sintetitzar set conjugats péptid-complex metal-lic (Cj1 — Cj7)
constituits per I'octreotide o dos analegs dicarba de 'octreotide i per

un complex metal-lic de plati, ruteni o osmi.

1. Els conjugats de plati Cj2 i Cj4 i els conjugats d’osmi Cj5 i de ruteni Cj6
son activats mitjancant la hidrolisi de I'enllag metall-Cl en unes
condicions de concentracio de clorur similars a les del nucli cel-lular (4
mM). Aquesta hidrolisi s’ha correlacionat amb la seva capacitat d’unié
al DNA, demostrant una gran preferéncia per les bases de guanina.
D’altra banda, el conjugat de ruteni Cj7 i el complex Cx3 no s’activen
ni s'uneixen al DNA, la qual cosa indica que actuen a través d’un

mecanisme d’accio diferent.

Il El dicarba analeg de |'octreotide P3 és un bon agent vehiculitzador
gue interioritza en les cel-lules tumorals seguint una cinética paral-lela
a la de l'octreotide, tot i que amb una capacitat d’internalitzacio
menor. La seva unid a la molécula espaiadora i als complexos
metal-lics no provoca alteracions importants en I'estructura global del
peptid ni afecta la seva afinitat pel SSTR2, fet que s’ha corroborat
demostrant que I'acumulacié de ruteni a l'interior de les cel-lules és
més elevada pel Cj7 que pel Cx3; aquest resultat també ha demostrat

gue el conjugat millora la internalitzacio del complex metal-lic.
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V.

VI.

VII.

La unié del péptid vehiculitzador al complex metal-lic provoca una
pérdua en l'activitat inicial del complex metallic, fet que ha
comportat que només el conjugat Cj7 sigui citotoxic. La utilitzacié de
complexos metal-lics amb elevada activitat citotoxica és un element

clau per tal que els conjugats sintetitzats siguin actius biologicament.

L’activitat citotoxica del Cj7 és major en les cel-lules DU-145, que
tenen una elevada expressid de SSTR2, que en les cel-lules MCF-7, la
gual cosa demostra la selectivitat del conjugat. La seva citotoxicitat
també és més elevada en les cél-lules tumorals DU-145 que en la linia
cel-lular no tumoral CHO tot i tenir uns nivells de SSTR2 molt similars,

el qué indica una major activitat del Cj7 en les cél-lules tumorals.

La conjugacié d’un analeg de picoplati a un analeg de I'acid folic
provoca una pérdua de l'activitat citotoxica del complex metal-lic.
Aquest fet confirma la importancia d’utilitzar complexos metal-lics
amb elevada citotoxicitat per tal que el conjugat també tingui una
bona activitat citotoxica. La baixa citotoxicitat del conjugat també és
atribuible al fet que I'analeg de picoplati conté plati (IV) i a la
utilitzacié de PEG com a molécula espaiadora, que pot haver limitat

I'alliberacié del picoplati dins la cél-lula.

Les linies cel-lulars de cancer de prostata androgen-independents DU-
145 i PC-3 expressen basalment diversos receptors i lligands de la via
HER-EGF, la qual cosa s’ha relacionat amb la seva capacitat de
proliferar de forma independent a l'aport exogen de factors de

creixement.
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VIII. Les linies cel-lulars DU-145 i PC-3 expressen I'EGFR i son sensibles als
inhibidors d’aquest receptor. Tot i aix0, les cel-lules PC-3 han resultat
ser menys sensibles, ja que al no expressar el gen de la PTEN, la seva

resposta als tractaments és menor.

IX. La inhibici6 del EGFR mitjangant cetuximab, erlotinib i gefitinib
indueix un canvi en el patrd d’expressido dels membres de la familia
HER-EGF, especialment en les cel-lules que expressen PTEN, les DU-
145. Aquestes cel-lules sobreexpressen EGF, BTC i NRG-1 i els
receptors HER2, HER3 i HER4, fet que demostra el seu intent de
compensar el bloqueig del EGFR sobreexpressant lligands i receptors

alternatius a I'inhibit.

X. El desenvolupament d’unes céel-lules DU-145 resistents a I'erlotinib ha
indicat que la sobreexpressio de HER3 té un paper molt important en
la resisténcia, ja que activa aquesta via de senyalitzacié i manté la
proliferacié cel-lular quan 'EGFR esta inhibit. Aixi, la inhibicié dual
dels receptors HER3 i EGFR podria millorar I'eficacia clinica dels

actuals tractaments oncologics basats en la inhibicié del EGFR.
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ABSTRACT: Conjugates of a dicarba analogue of octreotide,
a potent somatostatin agonist whose receptors are overex-
pressed on tumor cells, with [PtCl,(dap)] (dap = 1-(carboxylic
acid)-1,2-diaminoethane) (3), [(#7°bip)Os(4-CO,-pico)Cl]
(bip = biphenyl, pico = picolinate) (4), [(1°p-cym)RuCl-
(dap)]* (p-cym = p-cymene) ($), and [(5°-p-cym)RuCl-
(imidazole-CO,H)(PPh;)]* (6), were synthesized by using a
solid-phase approach. Conjugates 3—5 readily underwent
hydrolysis and DNA binding, whereas conjugate 6 was inert
to ligand substitution. NMR spectroscopy and molecular

somatostatin
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"

%)

o

O

' o
metal complex- i N;N‘QJ(
octreotide conjugate  PhsP N
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dynamics calculations showed that conjugate formation does not perturb the overall peptide structure. Only 6 exhibited
antiproliferative activity in human tumor cells (ICs, = 63 & 2 M in MCE-7 cells and ICy, = 26 + 3 uM in DU-14S cells) with
active participation of somatostatin receptors in cellular uptake. Similar cytotoxic activity was found in a normal cell line (ICs, =
45 + 2.6 uM in CHO cells), which can be attributed to a similar level of expression of somatostatin subtype-2 receptor. These
studies provide new insights into the effect of receptor-binding peptide conjugation on the activity of metal-based anticancer
drugs, and demonstrate the potential of such hybrid compounds to target tumor cells specifically.

B INTRODUCTION

The overexpression of the receptors for many regulatory
peptides in human tumor cells in comparison to their
expression in normal cells has prompted research on the use
of such peptides in tumor targeting for both diagnostic and
therapeutic purposes.'™ From the therapeutic point of view, a
promising approach for the treatment of cancer consists of the
attachment of a cytotoxic drug to a peptide moiety with the aim
of improving its activity and bioavailability. This targeted
anticancer strategy will result in therapeutic agents with
increased tumor selectivity and decreased toxicity in normal
tissues.

Among natural receptor-binding peptides, the neuroendo-
crine hormone somatostatin and its analogues have received
much attention because of their high affinity against its five
human receptors (sstl—ssts).l"”’4 These receptors are overex-
pressed in various major tumor types, including lung, breast,
prostate, adrenal, and neuroendocrine tumors in comparison
The successful use of radiolabeled
somatostatin for imaging and radionuclide therapy has
prompted the development of new cyclic and acyclic analogues

with normal tissues.’
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with better receptor affinity and higher stability under
physiological conditions.®

Octreotide,” 1 (Chart 1), a metabolically stabilized cyclo-
ctapeptide analogue of somatostatin that includes p-amino acids
to enhance resistance to enzymatic degradation and a cystine
bridge to stabilize the pharmacophore f-turn, is particularly
interesting because of its high affinity and selectivity for the
receptor sst,,® which is the receptor subtype most frequently
found on tumor cells. This selectivity has allowed the
development of derivatives such as ['''In-DTPAJ-octreotide
and [*Y-DOTA-Tyr*]-octreotide which are used in the clinics
for molecular imaging and therapy of neuroendocrine tumors,
respectively.® Octreotide has also been conjugated to cytotoxic
organic compounds such as doxorubicin, camptothecin, and
paclitaxel, with promising results in some cases because of the
reduced toxicity and the increased selectivity of the conjugates
compared with that of the free drug.*’
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Chart 1. Structure of the Conjugates Synthesized”

CHa-CH;

CHpCHp B

CHpCH;

“Numbering of the amino acid residues follows that of native
somatostatin.

Despite the successful history of cisplatin and its second-
generation derivatives (carboplatin and oxaliplatin) in the
treatment of some types of cancer,'® the severe toxic side-
effects and the acquired or intrinsic resistance of certain tumors
has focused research on other metal-based complexes in an
effort to develop improved chemotherapeutic agents.'"'
Indeed, in addition to several platinum compounds, two
ruthenium(11I) coordination complexes, trans-[RuCl,(DMSO)-
(Im)]ImH (NAMI-A) and trans-[RuCl,(Ind),]IndH (NKP-
1339), are currently on clinical trials.'>"*

In recent years, research on bioinorganic chemistry has also
been focused on organometallic ruthenium(II) and osmium(II)
arene complexes, since these compounds have shown
promising in vitro and in vivo anticancer activities, includin%
cell lines that have become resistant to cisplatin.'>™!
Ruthenium and its heavier congener osmium offer several
advantages in comparison with platinum compounds, including
the ability to bind to a wide variety of types of ligands, the
availability of additional coordination sites in octahedral
complexes, the possibility of controlling the shape of the
complex, and the changes in the oxidation state. It is also
particularly relevant that they have the capacity to undergo
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ligand exchange in a similar way to cisplatin, which makes them
particularly attractive for developing new anticancer drugs.
Unlike cisplatin, which has two reactive Pt—Cl coordination
bonds, some active organometallic piano-stool complexes have
only one reactive site (Ru/Os—Cl). The aquation of the
chlorido complexes, mostly suppressed in extracellular fluids
(chloride concentration ~100 mM), is triggered inside the cell
nucleus by the low chloride concentration (4 mM), allowing
the interaction of the active aqua species with biomolecules
such as DNA.>’7>

On the basis of these precedents, a promising approach in
the search of new metal-based anticancer drugs would consist
of the conjugation of platinum and classical nonplatinum metal
complexes (e.g,, ruthenium and osmium) to carrier molecules
such as receptor-binding peptides. Indeed, given the over-
expression of selective receptors for these peptides on the
membrane of tumoral cells, it is expected that the peptide
sequences will have a positive effect on the therapeutic
properties of the metal-based drug (e.g, reduction of the
toxic side-effects) since they will act as a “tumour-targeting
devices”. With this idea in mind, we have synthesized
conjugates between a dichloridoplatinum(II) complex and
octreotide derivatives in which the disulfide bond had been
replaced by CH,—CH, or CH=CH linkages.>® This chemical
modification on the peptide does not substantially alter the
binding affinity of the dicarba-octreotide analogues for the sst,
receptor but increases the stability of the carrier biomolecule in
the reductive cellular environment** In addition, we have
recently described the synthesis and DNA ruthenation under
visible light irradiation of a photoactivated ruthenium(II) arene
complex conjugated to a dicarba analogue of octreotide.”® In
recent years, several coordination or organometallic complexes
have also been conjugated to carrier molecules such as
receptor-binding peptides or known delivery peptides to
improve both cellular uptake to cancer cells and cytotoxic
activity of the metal-based drug*™>*

Herein, we report on the use of conjugates between
octreotide and several metal complexes as new chemo-
therapeutic agents. In particular, the synthesis of hybrid
compounds between the dicarba analogue of octreotide (2)
and platinum(1I), ruthenium(Il), and osmium(II) metal
complexes has been accomplished by efficient solid-phase
procedures (compounds 3—6 in Chart 1). The influence of the
attachment of the metal complex on the structure of octreotide
has been studied by NMR spectroscopy and molecular
dynamics, as well as the capacity of these conjugates to bind
DNA. Finally, cellular uptake and cytotoxicity studies have been
carried out in a normal cell line and two human tumoral cell
lines.

B EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials and Methods. Unless otherwise stated, common
chemicals and solvents (HPLC-grade or reagent-grade quality)
were purchased from commercial sources and used without
further purification. Peptide-grade DMF was from Scharlau.
Fmoc-protected amino acids, resins, and coupling reagents for
solid-phase synthesis were obtained from Novabiochem,
Bachem, or Iris Biotech. Fmoc-Hag-OH was purchased from
Bachem. Fmoc-L-threoninol p-carboxyacetal was synthesized
following previously reported procedures.®* Solid-phase syn-
theses were performed manually in a polypropylene syringe
fitted with a polyethylene disk. Second-generation Grubbs
catalyst and Wilkinson’s catalyst were purchased from Aldrich.
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Milli-Q_water was directly obtained from a Milli-Q system
equipped with a 5000 Da ultrafiltration cartridge. Metal
complexes (+)-[PtCl,(dap)] (7),” (&)-[PtCl,(Etdap)]
(15),° [(7%bip)Os(4-COpico)Cl] (8) [{(1"p-cym)Ru-
(u-CDC1,] (9), [(7°p-cym)RuCly(PPhs)] (10),”” and [(7°-p-
cym)RuCl(PPh;),][PF,] (11)** were synthesized and charac-
terized as previously described. (L)-2,3-Diaminopropionic acid
methyl ester dihydrochloride® and N%N/-bis-(9-fluorenylme-
thyloxycarbonyl)-L-2,3-diaminopropionic acid*® were synthe-
sized as previously described. 5(6)-Carboxyfluorescein was
purchased from Aldrich and octreotide acetate from Bachem.
All the assayed compounds displayed a purity of >95%,
determined by HPLC analysis.

The human breast cancer cell line MCF-7 and the human
prostate carcinoma cell line DU-145 were obtained from the
American Tissue Culture Collection (ATTC, Rockville, MD,
USA). Chinese hamster ovary (CHO) cells were used as a
nontumor cell line. The cells were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine
serum and 1% penicillin—streptomycin (GIBCO BRL, Grand
Island, NY) at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5%
CO,. The cells were passaged two times per week.

NMR spectra were recorded at 25 °C on Varian Gemini 300
MHz and Varian Mercury 400 MHz spectrometers using
deuterated solvents. Tetramethylsilane (TMS) was used as an
internal reference (6 0 ppm) for 'H spectra recorded in CDCl,
and the residual signal of the solvent (5 77.16 ppm) for *C
spectra. For CD;0D, acetone-d,, DMSO-d;, or D,O, the
residual signal of the solvent was used as a reference.

High-resolution MALDI-TOF mass spectra were recorded
on a 4800 Plus MALDI-TOF/TOF spectrometer (Applied
Biosystems) in the positive-ion mode using 2,4-dihidroxyben-
zoic acid as a matrix. ESI mass spectra (ESI-MS) were recorded
on a Micromass ZQ instrument with single quadrupole
detector coupled to an HPLC. High-resolution electrospray
mass spectra (HR ESI MS) were obtained on an Agilent 1100
LC/MS-TOF instrument.

Synthesis of Metal-Octreotide Conjugates (3—6 and
12) and Fluorescein-Labeled Peptides (13—14). Solid-
phase peptide synthesis was performed on a Rink amide resin-
p-MBHA (f = 0.34 mmol/g, 100—200 mesh) using standard
Fmoc/tBu chemistry with the following side-chain protecting
groups: Boc (N-tert-butoxicarbonyl, tryptophan, and N*-fert-
butoxicarbonyl, lysine), ‘Bu (O-tert-butyl, threonine), and Trt
(S-trityl, cysteine). The assembly of the dicarba analogue of
octreotide was performed as previously described.”** Briefly,
Fmoc-L-threoninol p-carboxyacetal (1.8 mol equiv) was first
coupled using DIPC (1.8 mol equiv) and HOBt (1.8 mol
equiv) in anhydrous DMF for 1 h. The following Fmoc-
protected amino acids (2.4 mol equiv) were incorporated with
HATU (2.3 mol equiv) and DIPEA (4.8 mol equiv) in
anhydrous DMF for 1 h. Microwave-assisted ring-closing
methatesis using second-generation Grubbs catalyst and
hydrogenation reaction with Wilkinson’s catalyst were carried
out as previously described.>® Finally, 8-(9-fluorenylmethylox-
ycarbonyl-amino)-3,6-dioxaoctanoic acid (3 mol equiv) or y-
aminoisobutyric acid (3 mol equiv) were coupled onto the
cyclic dicarba analogue of octreotide 2 bound to resin with
DIPC (3 mol equiv) and HOAt (3 mol equiv) in anhydrous
DMEF for 1 h. After removal of the Fmoc group (20% piperidine
in DMF) from the Fmoc-protected linker-derivatized dicarba
analogue of octreotide bound to resin, coupling or assembly of
the metal complexes on the free N-terminal end was carried out
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as indicated for each metal. The reactor was protected from
light by covering it with aluminum foil.

Side-chain deprotection and cleavage from the resin was
performed simultaneously with TFA/TIS/H,0 95:2.5:2.5
(peptides, fluorescein-labeled dicarba octreotide 13 and
conjugate 4), TFA/phenol/H,0 95:2.5:2.5 (conjugates 3, S,
6, and 12), or TFA/H,0/TIS/EDT 94:2.5:2.5:1 (fluorescein-
labeled octreotide 14) for 1 h at room temperature. Most of the
TFA was removed by bubbling N, into the solution, and the
resulting residue was poured onto cold ether to precipitate the
target compound.

Analytical reversed-phase HPLC analyses were carried out on
a GraceSmart RP C,g column (250 X 4 mm, S ym, flow rate: 1
mL/min), using linear gradients of 0.045% TFA in H,O
(solvent A) and 0.036% TFA in ACN (solvent B). In some
cases, small-scale purification was carried out using the same
column. Large-scale purification was carried out on a Jupiter
Proteo semipreparative column (250 X 10 mm, 10 ym, flow
rate: 3—4 mL/min), using linear gradients of 0.1% TFA in H,O
(solvent A) and 0.1% TFA in ACN (solvent B). After several
runs, pure fractions were combined and lyophilized.

Platinum—Octreotide Conjugate 3. [PtCl,(dap)] (S mol
equiv) was coupled with DIPC (S mol equiv) and NHS (10
mol equiv) in anhydrous DMF for 1S h at rt. Overall yield
(synthesis + purification): 14%. Characterization: R, = 14.2 min
(analytical gradient: 20% to 60% in 30 min); HR ESI MS,
positive mode: m/z 1479.5574 (calcd mass for
CeoHgsCLN,0,,Pt [M+H]*: 1479.5598); HR MALDI-TOF
MS, positive mode: m/z 1479.85 (calcd mass for
CeoHgsCLN;0,,Pt [M+H]*: 1479.5598), m/z 1501.87
(caled mass for C4Hg,CL,N ;NaO,,Pt [M+Na]*: 1501.5418).

Osmium—Octreotide Conjugate 4. [(1°-bip)Os(4-CO,-
pico)Cl] (S mol equiv) was coupled with DIPC (S mol
equiv) and HOAt (S mol equiv) in anhydrous DMF for 3 h at
rt. Overall yield (synthesis + purification): 16%. Character-
ization: R, = 20.2 min (analytical gradient: 20% to 60% in 30
min); HR ESI MS, positive mode: m/z 1657.6621 (calcd mass
for C,Hy,CIN,,0,,0s [M+H]": 1657.6214); HR MALDI-
TOF MS, positive mode: m/z 1679.60 (caled mass for
C6Ho,CIN;,NaO O [M+Na]*: 1679.6034).

Ruthenium(dap)—Octreotide Conjugate 5. N*N’-Bis-(9-
fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-2,3-diaminopropionic acid (4
mol equiv) was coupled with HATU (3.9 mol equiv) in
anhydrous DMF in the presence of DIPEA (8 mol equiv) for 1
h at rt. After removal of the Fmoc protecting groups,
octreotide-bound resin was reacted with 9 (3 mol equiv) in
the presence of LiCl (6.6 mol equiv) and NEt; (7.2 mol equiv)
in a DMF/EtOH 9:1 mixture at 100 °C for 1 h under
microwave irradiation (40 W). Overall yield (synthesis +
purification): 10%. Characterization: R, = 14.1 min (analytical
gradient: 20% to 60% in 30 min); HR MALDI-TOF MS,
positive mode: m/z 1448.40 (caled mass for C,oH;oN;30,Ru
[M—CI-H]*: 1448.6556).

Ruthenium—Octreotide Conjugate 6. 4-(1H-Imidazol-1-
yl)benzoic acid (10 mol equiv) was first coupled with DIPC
(10 mol equiv) and HOBt (10 mol equiv) in anhydrous DMF
for 1 h at rt. Then, imidazole-derivatized peptide-bound resin
was reacted with 11 (3 mol equiv) in the presence of LiCl (3.3
mol equiv) and NEt; (20 mol equiv) in a DMF/EtOH 9:1
mixture for 8 h at 50 °C. Overall yield (synthesis +
purification): 12%. Characterization: R, = 14.6 min (analytical
gradient: 30% to 100% in 30 min); HR ESI MS, positive mode:
m/z 1830.7240 (calcd mass for CysH;;cCIN;;0,,PRu [M]*:
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1830.7234), m/z 915.8672 (calcd mass for C,oH,,CIN;;0,,Ru
[M+H]*": 915.8656); HR MALDI-TOF MS, positive mode:
m/z 1795.44 (caled mass for CosH,;sN;3;0,,PRu [M—CI-H]*:
1794.7468).

Ruthenium—Octreotide Conjugate 12. Characterization: R,
= 17.7 min (analytical gradient: 30% to 100% in 30 min); HR
ESI MS, positive mode: m/z 1768.6863 (caled mass for
Cy3H,1,CIN}30,,PRu [M]*: 1768.6867), m/z 884.8481 (calcd
mass for C,yH,p,CIN;;0,,Ru [M+H]**: 884.8478). The MS
data correspond to the dicarba analogue of octreotide with
CH=CH linkage.

Fluorescein-Labeled Dicarba Analogue of Octreotide 13.
Resin-bound linker-derivatized dicarba analogue of octreotide
was allowed to react with S(6)-carboxyfluorescein (S mol
equiv), DIPC (S mol equiv), and HOAt (5 mol equiv) in
anhydrous DMF for 16 h, protected from light. After filtration
and washing, peptide-bound resin was treated with 20%
piperidine/DMF (2 X 4S min). Overall yield (synthesis +
purification): 40%. Characterization: R, = 23.3 min (analytical
gradient: 20% to 60% in 30 min); HR ESI MS, positive mode:
m/z 1486.6572 (caled mass for C,gHgp,N,0;9 [M+H]":
1486.6571).

Fluorescein-Labeled Octreotide 14. Linear fluorescein-
linker-derivatized octreotide was assembled on a Rink amide
resin as described above with minor modifications: Fmoc-Hag-
OH was replaced by Fmoc-Cys(Trt)-OH and all Fmoc-
protected amino acids, Fmoc-linker-OH and 5(6)-carboxy-
fluorescein (S mol equiv) were coupled with DIPC (S mol
equiv) and HOAt (S mol equiv) in anhydrous DMF. After
treatment with 20% piperidine/DMF (2 X 45 min) and acidic
cleavage and deprotection, the linear peptide was dissolved
(final concentration ca. 1 mM) in an aqueous ammonium
hydrogen carbonate solution (5%, pH 7.7) and stirred at room
temperature for 72 h (some drops of DMSO and MeOH were
added after 24 h to improve solubility as well as to increase the
oxidation rate). Overall yield (synthesis + purification): 15%.
Characterization: R, = 23.5 min (analytical gradient: 20% to
60% in 30 min); HR-ESI MS, positive mode: m/z 1522.5673
(caled mass for C,gHggN;;015S, [M+H]*: 1522.5699).

Synthesis of Metal Complexes. [(1>-p-cym)RuCl(dap)]-
[PFs] (16). (r)-2,3-Diaminopropionic acid methyl ester
dihydrochloride (0.068 g 0.359 mmol) was reacted with
complex 9 (0.1 g; 0.163 mmol) and NEt; (513 yL; 1.63 mmol)
in MeOH (15 mL). The mixture was stirred at room
temperature for 3 h. The resulting solution was filtered and
the volume of the filtrate reduced (to ca. 7 mL) in a rotary
evaporator. Solid NH,PF¢ (10 mol equiv) was added to the
solution and stirred at room temperature for 4 h. The resulting
orange microcrystalline solid was filtered, washed with cold
MeOH (10 mL), and dried in vacuo (68 mg, 40%). 'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 122 (6H, d, ] = 6.8 Hz), 2.15
(3H,'s), 2.16-2.31 (2H, m); 2.7 (1H, sp, ] = 6.8 Hz), 3.02 (1H,
br s); 5.04—5.14 (2H, br m), 5.32 (1H, d, ] = 5.6 Hz), 546
(1H,d, ] = 6 Hz), 5.63 (1H, d, ] = 6 Hz), 667 (1H, d, ] = 5.6
Hz), 5.88-597 (2H, br m). “C{'H} NMR (100 MHz,
DMSO-dy) & (ppm): 18.0, 22.5, 304, 58.9, 78.6, 79.4, 80.8,
81.2, 95.7, 101.6, 176.8. HR ESI MS, positive mode: m/z
339.0650 (caled mass for C;3H,;N,O,Ru [M—CIl-H]":
339.0646). HR ESI MS, negative mode: m/z 373.0228 (calcd
mass for C,3H,,CIN,0,Ru [M—2H]": 373.0255).

[(°-p-cym)RuCl,(Im-BzCOOMe)]. A suspension of 9 (200
mg, 0.33 mmol) in 10 mL of DCM was reacted with the methyl
ester of the 4-(1H-Imidazol-1-yl)benzoic acid (1 mol equiv)
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and stirred at room temperature. Slowly, the suspension
dissolved, and after 4 h, diethyl ether was added with stirring to
the resulting orange solution until it became turbid. The
separated red microcrystalline product was isolated by filtration,
washed several times with ether, and dried under vacuo (165
mg, 50%). "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 1.31 (6H, d,
J = 6.8 Hz), 224 (3H, s), 3.03 (1H, sp, J = 6.8 Hz), 3.95 (3H,
s), 532 (2H. d,] = 5.4 Hz), 5.51 (2H. d, J = 5.4 Hz), 7.32 (1H,
s), 743 (2H, d, ] = 8.4 Hz), 7.53 (1H, s), 8.14 (2H, d, ] = 8.4
Hz), 8.38 (s, IH). *C{'"H} NMR (100 MHz, CDCl,) § (ppm):
20.1, 23.8, 322, 54.0, 83.0, 84.0, 100.0, 104.4, 119.9, 122.4,
1316, 133.1, 135.0, 139.9, 140.9, 167.2.

[(75-p-cym)RuCl(Im-BzCOOMe)(PPh;)][PF¢] (17). Complex
[(°-p-cym)RuCl,(Im-BzCOOMe)] (81 mg, 0.16 mmol) was
reacted with PPhy (1 mol equiv) in methanol (S mL) for 1 h
under reflux. The resulting yellow solution was cooled to room
temperature and ammonium hexafluorophosphate (1.1 mol
equiv) dissolved in methanol (1 mL) was added. A yellow
crystalline solid was filtered off and washed several times with
methanol and diethyl ether (106 mg, 90%). "H NMR (400
MHz, acetone-ds) § (ppm): 1.19 (6H, dd, ] = 7.2 Hz), 1.83
(3H, s), 2.60 (1H, sp, ] = 7.2 Hz), 3.93 (3H, s), 5.36 (1H, dt, J
= 6 Hz), 5.87 (1H, d, ] = 6 Hz), 6.07 (1H, d, ] = 6 Hz), 620
(1H, d, ] = 6 Hz), 7.44—7.54 (17H, m), 7.65 (2H, dt, ] = 10.4
Hz), 8.15 (2H, d, ] = 8.8 Hz), 8.41 (1H, s). *'P{'"H} NMR
(acetone-dg) & (ppm): 36.51 (s). *C{'"H} NMR (100 MHz,
acetone-ds) & (ppm): 19.1, 22.3, 24.2, 32.7, 53.9, 87.9, 90.2,
90.8, 95.7, 95.8, 10S5.0, 115.2, 115.3, 121.8, 123.1, 130.2, 130.3,
132.0, 132.1, 132.5, 132.9, 132.8, 133.0, 136.1, 136.2, 141.1,
141.3, 167.1. HR-ESI MS, positive mode: n1/z 735.1488 (calcd
mass for C;yH3oCIN,O,PRu [M]": 735,1481), m/z 533.0729
(caled mass for C,gH,oCIPRu [M-(Im-BzCOOMe)]*:
533.0739), m/z 497.0959 (calcd mass for C,gH,sPRu [M-
(Im-BzCOOMe)-CL-H]*: 497.0972).

DNA Binding Studies. Complexation reactions were
carried out in H,O (4 mM NaCl) at 37 °C. The required
volume of an aqueous solution of the corresponding metal—
octreotide conjugate was mixed with the required volume of an
aqueous solution of S'dCATGGCT (1-2 mol equiv).
Regarding conjugate 5, DNA binding studies were performed
with the analogue with the CH=CH linkage isoster of
octreotide (denoted as Sa). In all cases, the solutions were 100
UM in the oligonucleotide. The evolution of the reactions was
monitored by reversed-phase HPLC on Kromasil C,4 columns
(250 x 4.6 mm, 10 um, flow rate: 1 mL/min), using linear
gradients of aqueous triethylammonium acetate (0.05 M)
(solvent A) and ACN (solvent B) or ACN/H,0O 1:1 (solvent
B’). Metal adducts were isolated after several HPLC runs by
using analytical separation conditions. HR MALDI-TOF MS
analysis was carried out in the negative mode using 2,4,6-
trihidroxyacetophenone matrix with ammonium citrate as an
additive. Enzymatic digestions with 5'- and 3’-exonucleases
(bovine spleen and snake venom phosphodiesterases, respec-
tively) were performed as previously described.*' ™+

Adduct 5'dCATGGCT-conjugate 3. R, = 11.0 min (gradient:
15% to 50% B in 30 min); HR MALDI-TOF MS, negative
mode: m/z 3501.0 (caled mass for C,H;7N;3305sPPt [M-
3H]™: 3500.95). MALDI-TOF MS after digestion with snake
venom phosphodiesterase: m/z 2907.9 (-pCpT) (calcd mass
for CiooH,4eN3;04P,Pt [M-3H]": 2907.89). MALDI-TOF MS
after digestion with bovine spleen phosphodiesterase: m/z
2594.8 (-CpApTp) (caled mass for CooH,34N,30;,P;Pt [M-
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3H]™: 2594.83), m/z 28989 (-CpAp) (caled mass for
Ci9H 47N3004,P,Pt [M-3H]: 2898.88).

Adduct 5'dCATGGCT-conjugate 4. R, = 21.2 min (gradient:
5% to 90% B’ in 30 min); HR MALDI-TOF MS, negative
mode: m/z 3715.8 (caled mass for Cy4H,,sN;,04,0sP¢ [M-
2H]™: 3715.02). MALDI-TOF MS after digestion with snake
venom phosphodiesterase: 1/z 2793.0 (-pGpCpT) (caled mass
for CysH;N,,O540sP; [M-2H]™: 2792.88). MALDI-TOF
MS after digestion with bovine spleen phosphodiesterase: m/z
2808.9 (-CpApTp) (caled mass for CyyH 4 N,,0390sP; [M-
2H]™: 2808.87), m/z 31139 (-CpAp) (caled mass for
CiasH,54N540,c0sP, [M2H]™: 3112.92).

Adduct 5'dCATGGCT-conjugate 5a. R, = 20.5 min
(gradient: 5% to 90% B’ in 30 min); HR MALDI-TOF MS,
negative mode: m/z 3540.8 (calcd mass for
Ci3sH153N3305sPeRu [M-3H]™: 3540.02). MALDI-TOF MS
after digestion with snake venom phosphodiesterase: m/z
2617.6 (-pGpCpT) (caled mass for CgoH 4N,3034P3Ru [M-
3H]™: 2617.87). MALDI-TOF MS after digestion with bovine
spleen phosphodiesterase: m/z 2633.7 (-CpApTp) (calcd mass
for CyooH 46N2sO5PsRu [M-3H]™: 2633.87), m/z 2937.7
(-CpAp) (caled mass for C,joH;5oN;3,O4P,Ru [M-3H]:
2937.91).

NMR Spectroscopy. The samples of the conjugates were
prepared by dissolving the appropriate amount of compound in
500 uL of H,O/DMSO-d 8:2 to give 0.8 mM solutions. NMR
spectra were acquired on Bruker Avance spectrometers
operating at 600 or 800 MHz, and processed with Topspin
software. NOESY experiments were acquired with mixing times
of 150 and 300 ms, and TOCSY spectra were recorded with
standard MLEV-17 spin-lock sequence, and 80 ms mixing time.
Water suppression in H,O experiments was achieved by
including a WATERGATE module in the pulse sequence prior
to acquisition. NMR experiments were carried out at
temperatures ranging from 0 to 25 °C. The spectral analysis
program Sparky™ was used for semiautomatic assignment of
the NOESY cross-peaks and quantitative evaluation of the
NOE intensities. Sequential assignment of the peptide moiety
was carried out using standard "H NMR techniques.

Structural Modeling. Molecular dynamics calculations
were carried out with the program Sybyl X-1.3 (Tripos Inc.).
Ten initial models for each conjugate were built from the
dicarba analogue of octreotide 2 coordinates.”* Metal complex
coordinates were built from crystallographic structures of
similar compounds.®®** Each of the initial structures was
minimized and then submitted to 300 ps of molecular dynamics
simulations. Explicit solvent and periodic boundary conditions
were included in the calculations. The last 50 ps of each run
was averaged and energy-minimized. Backbone geometry of
those peptide residues that do not exhibit significant chemical
shift variations was loosely constrained by imposing dihedral
angle restraints. Analysis of the representative structures was
carried out with the programs Sybyl and MOLMOL.*®

Immunocytochemistry. MCF-7 cells were seeded on
fibronectin-coated coverslips and allowed to attach overnight.
Then, the cells were incubated at 37 °C with medium
containing 50 M of 13 during 1, 3, and 6 h, or with medium
alone as control. After that, the cells were washed with cold
PBS (Gibco BRL) and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS
for 15 min at 4 °C. The cells nucleus were stained with 2 ug/
mL Hoescht 33258 (excitation/emission: 352 nm/461 nm)
during 15 min. After washing twice with cold PBS, the cells
coverslips were mounted using a fluorescence mounting
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medium (Dako, Carpinteria, CA, USA) and examined using a
Leica TCS-SPS multiphoton and high-velocity spectral confocal
microscope (Leica Microsystems, Nussloch, Germany).

Internalization Experiments with 13 and 14. The
uptake eficiency of 13 and 14 by the cells was quantified by
flow cytometry. The cells were seeded onto 12-well plates and
allowed to attach for 24 h. Next, the cells were treated at 37 °C
with 50 #M of either 13 or 14 during 1, 3, and 6 h. After rinsing
the cells three times with cold PBS, the cells were harvested by
trypsinization and the fluorescence of the cells, corresponding
to the uptake of the fluorescein-modified peptides, was analyzed
using a FACSCalibur (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA) equipped with the CellQuest software
(Becton Dickinson). Fluorescence intensity was represented on
a 4 orders of magnitude log scale (1—10000). Ten thousand
cells were analyzed in each experiment.

Cytotoxicity Assays. The cytotoxicity of the conjugates
and of the control complexes in MCF-7, DU-145, and CHO
cells was determined by the MTT assay. Aliquots of 4000 DU-
145 cells, 3500 MCE-7, or 2000 CHO cells were seeded onto
flat-bottomed 96-well plates. Twenty-four hours later, the cells
were treated for 72 h with the compounds at concentrations
ranging from 0 M to 250 M. After removal of the treatment,
the cells were washed with PBS and incubated for 3 additional
hours with 100 uL of fresh culture medium together with 10 L
of MTT (Sigma-Aldrich). The medium was discarded and
DMSO (Sigma-Aldrich) was added to each well to dissolve the
purple formazan crystalls. Plates were agitated at room
temperature for 10 min, and the absorbance of each well was
determined on a Multiscan Plate Reader (ELX800, Biotek,
Winooski, USA) at a wavelength of 570 nm. Three replicates
were used in each experiment. For each treatment, the cell
viability was determined as a percentage of the control
untreated cells, by dividing the mean absorbance of each
treatment by the mean absorbance of the untreated cells. The
concentration that reduces by 50% the cell viability (ICs,) was
established for each compound.

Ruthenium Accumulation in Cancer Cells. For
ruthenium cellular uptake studies, 1.5 X 10° MCF-7 cells
were plated in 100 mm Petri dishes and allowed to attach for 48
h. Next, the plates were exposed to the ruthenium—octreotide
conjugate 6 or to the unconjugated ruthenium complex 17 at a
concentration corresponding to a fifth of their ICy, (12.5 uM
and 0.66 uM, respectively). Additional plates were incubated
with medium alone as negative control. After 24 h of
incubation, the cells were rinsed three times with cold PBS
and harvested by trypsinization. The number of cells in each
sample was counted manually in a hemocytometer using the
Trypan blue dye exclusion test. Then, the cells were centrifuged
to obtain the whole cell pellet for ICP-MS analysis. All
experiments were conducted in triplicate.

ICP-MS Analysis. The whole cell pellets were dissolved in
300 uL of concentrated 72% v/v nitric acid, and the samples
were then transferred into Wheaton v-vials (Sigma-Aldrich) and
heated in an oven at 373 K for 18 h. The vials were then
allowed to cool, and each cellular sample solution was
transferred into a volumetric tube and combined with washings
with Milli-Q water (1.7 mL). Digested samples were diluted 10
times with Milli-Q_to obtain a final HNO; concentration of
approximately 2.5% v/v. Ruthenium content was analyzed on
an ICP-MS Perkin-Elmer Elan 6000 series machine at the
Centres Cientifics I Tecnologics of the Universitat de
Barcelona. The solvent used for all ICP-MS experiments was
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Scheme 1. Schematic Representation of the Solid-Phase Approach Used for the Synthesis of Conjugates 3 and 4
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Milli-Q water with 1% HNO,. The ruthenium standard (High-
Purity Standards, 1000 ug/mL + S ug/mL in 2% HCI) was
diluted with Milli-Q water to 100 ppb. Ruthenium standards
were freshly prepared in Milli-Q water with 1% HNO; before
each experiment. The concentrations used for the calibration
curve were in all cases 0, 1, 2, S, and 10 ppb. The isotope
detected was '“Ru and readings were made in triplicate.
Rhodium was added as an internal standard at a concentration
of 10 ppb in all samples.

SSTR2 Expression Analysis. SSTR2 expression on MCF-
7, DU-14S, and CHO cells surface was determined by double
immunofluorescence. The cells were first fixed with PBS-1.5%
formaldehyde and permeabilized with PBS-0.2%Tween 20
(Biorad). Then, the cells were incubated with a monoclonal
antibody against human sst, receptor (R&D systems) during 30
min at 4 °C. After rinsing the cells with PBS, the cells were
incubated 30 min at 4 °C in the presence of the Alexa-Fluor
488 conjugated goat antimouse IgG antibody (Invitrogen).
Cells were washed again, and the fluorescence was analyzed
using a flow cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA) equipped with the
CellQuest software (Becton Dickinson). The fluorescence
intensity of the cells was represented on a 4 orders of
magnitude log scale (1—10000). Ten thousand cells were
analyzed in each experiment.

Statistical Analysis. The statistical analysis was performed
with the SPSS statistical software for Windows (v 15.0; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Quantitative variables were expressed
as mean and standard error (SE). The normality of the data was
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tested using the Kolmogorov—Smirnov test. The differences
between data with normal distribution and homogeneous
variances were analyzed using the parametric Student’s f test. A
value of p < 0.05 was considered significant.

B RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and Characterization of Conjugates be-
tween a Dicarba Analogue of Octreotide and
Dichloridoplatinum(ll) and Osmium(ll) Complexes. In
our previous work,> cis-dichlorido-(1-(carboxylic acid)-1,2-
diaminoethane)platinum(II) complex, ([PtCl,(dap)]), was
chosen as a cisplatin analogue since it can form the expected
intrachain Pt-N7/5'G,N7/3'G chelates upon reaction with
DNA. The attachment of the platinum complex to the y-
aminoisobutyryl-derivatized dicarba analogue of octreotide (2)
was carried out on a solid phase through the formation of an
amide bond between its carboxylic function and the amine
group of the spacer. Although the conjugate was able to bind to
DNA in the same way as cisplatin, its low solubility in water
precluded the evaluation of its biological activity. In order to
improve the aqueous solubility for all the target conjugates, 3—
6 (Chart 1), a poly(ethylene glycol) spacer has been introduced
between the peptide sequence and the metal complex. This
spacer is expected to be sufficiently long to keep the metal
complex away from the pharmacophore sequence.

Following our previous results on the synthesis of platinum-
(IT)—octreotide conjugates, a stepwise solid-phase strategy has
been used for the preparation of conjugates 3—6. This
approach is particularly useful in this case, since it allows the
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Scheme 2. Schematic Representation of the Solid-Phase Approach Used for the Synthesis of Conjugates S, 6, and 12
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regioselective introduction of the metal complex at the N-
terminal end of the cyclic peptide. Otherwise, in a solution-
phase approach the &-NH, of the Lys residue would compete
with the N-terminal amino group of octreotide. In order to
increase the stability of the metal—octreotide conjugates, the
CH,—CH, linkage has been chosen as a disulfide isoster, since
this modification keeps a higher selectivity for sst, somatostatin
receptor than the CH=CH linkage.**

First, the linear peptide was synthesized manually on a Rink
amide resin-p-MBHA using standard Fmoc-tBu methodology
(Scheme 1). All suitably protected Fmoc-amino acids were
incorporated with HATU in the presence of DIPEA in
anhydrous DMF as a solvent. As previously described,*>**
Fmoc-protected threoninol functionalized as the p-carboxyben-
zaldehyde acetal was first anchored to the solid support. In
addition, the two cysteine amino acids in octreotide were
replaced by allyl glycine residues to perform the cyclization
reaction. Once the linear peptide precursor had been
assembled, on-resin microwave-assisted ring-closing metathesis
was carried out with second-generation Grubbs catalyst for 1 h
at 100 °C. Then, hydrogenation of the double bond using
Wilkinson’s catalyst afforded the protected cyclic saturated
dicarba analogue of octreotide (2) bound to the resin. Finally,
an Fmoc-protected poly(ethylene glycol) linker, 8-(9-fluore-
nylmethyloxycarbonyl-amino)-3,6-dioxaoctanoic acid, was in-
corporated at the N-terminal end using HATU as a coupling
reagent.

The final step involved the removal of the Fmoc protecting
group of the spacer (20% piperidine in DMF) and the
incorporation of the required metal complex onto the free
amino function of the linker. For the synthesis of conjugate 3,
[PtClL(dap)] (7) was coupled using DIPC and NHS in
anhydrous DMF (15 h at rt, protected from light).” Cleavage

from the resin and removal of the protecting groups were
carried out by treatment with a TFA/phenol/H,0O cocktail
(95:2.5:2.5) for 1 h at rt. Reversed-phase HPLC analysis of the
crude revealed a main double peak. Both peaks were isolated by
semipreparative HPLC and characterized by HR MALDI-TOF
and ESI MS and NMR as the expected diastereomeric
dichloridoplatinum(II) —octreotide conjugates, 3. The gener-
ation of both isomers is accounted from the use of a racemic
platinum(II) complex.

Our next objective was focused on the conjugation of an
organometallic osmium(II) complex to the dicarba analogue of
octreotide. Among osmium complexes with anticancer activity,
[ (17°-bip) Os(pico)Cl] is particularly interesting, since it exhibits
promising activity in human ovarian cancer cells.*”** For this
reason, we choose an analogue bearing a carboxylic function on
the picolinate ligand, [(1%bip)Os(4-CO,-pico)Cl] (8), which
would allow the attachment to octreotide. This complex has
been very recently conjugated to polyarginines with different
chain lengths using solid-phase procedures.*® Hence, for the
synthesis of conjugate 4, [(1°bip)Os(4-CO,-pico)Cl] was
coupled with either PyBOP or the more reactive HATU in the
presence of DIPEA in anhydrous DMF (Scheme 1). After
cleavage and deprotection with a TFA/TIS/H,0 cocktail
(95:2.5:2.5; 1 h at rt, protected from light), reversed-phase
HPLC analysis revealed a main peak (30—40%), which was
isolated and characterized by HR MS and NMR as the target
conjugate 4. The conversion yield was substantially increased
(90%) when coupling was performed with DIPC and HOAt in
anhydrous DMF for 3 h. It is important to mention that, during
HPLC analysis of conjugate 4, a less retained peak was always
observed, which was characterized by MS as the aqua conjugate
(substitution of Cl by H,0). This result reveals fast hydrolysis
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kinetics for this osmium(II) complex in comparison with that
of the platinum(II) complex (see below).

Synthesis and Characterization of Conjugates be-
tween a Dicarba Analogue of Octreotide and
Ruthenium(ll) Arene Complexes. Ruthenium—octreotide
conjugates, 5 and 6, were synthesized on a solid-phase
following a different strategy than that used for platinum and
osmium conjugates (Scheme 2). Thus, instead of synthesizing
the required ruthenium complexes bearing a carboxylic
function, we decided to incorporate the appropriate ligand at
the N-terminal end of the linker-derivatized peptide, which
would allow the assembly of the organometallic ruthenium(II)
complex around it. This approach avoids some of the difficulties
found during the synthesis of carboxylic acid containing
ruthenium complexes, and it could be applied to the parallel
synthesis of libraries of ruthenium—peptide conjugates.

First, we focused on mononuclear ruthenium(II) arene
complexes of the type [(17°-arene)RuCl(XY)]*, where XY is a
N N-chelating ligand such as ethylenediamine. These com-
pounds show high cytotoxicities both in vitro and in vivo, with
ICs, values comparable to carboplatin in human ovarian cancer
cell lines (e.g, 9 uM for [(1°-p-cym)RuCl(en)][PF4]).* In
addition, they form monofunctional adducts at guanine
nucleobases on DNA.

Attachment of [(#7%p-cym)RuCl(en)]* to octreotide was
planned through the ethylenediamine ligand, as perfomed for
the dichloridoplatinum(II) conjugate, which would lead to
conjugate 5 (Chart 1). In order to incorporate 2,3-
diaminopropionic acid into the N-terminal amino function of
the linker-derivatized dicarba analogue of octreotide bound to
the resin, the required N” N’-bis-(9-fluorenylmethyloxycarbon-
y1)-L-2,3-diaminopropionic acid was synthesized by reaction
between 1-2,3-diaminopropionic acid hydrochloride and 9-
fluorenylmethyloxycarbonyl chloride. This Fmoc-protected
chelating ligand was coupled with HATU in DMF in the
presence of DIPEA for 1 h at rt (Scheme 2). After removal of
the Fmoc protecting groups, the binding of the ruthenium
arene to the chelating ligand was studied by reaction with the
ruthenium dimer [{(17®-p-cym)Ru(u-Cl)Cl},] (9). Optimized
conditions required microwave irradiation at 100 °C for 1 h and
the use of a slight excess of 9 (3 mol equiv) in the presence of
LiCl (6.6 mol equiv) and NEt; (7.2 mol equiv) in a DCM/
EtOH 9:1 mixture. The use of microwave irradiation in
combination with this solvent was proven to be particularly
important to achieve a good conversion yield. However, 30—
40% conversion yields where obtained when DMF replaced
DCM, and no irradiation was used (1S h heating at 60 °C).
These results might be attributed to the instability of 9 at high
temperatures during a prolonged time. Cleavage from the resin
and deprotection was performed by treatment with a TFA/
phenol/H,0 cocktail (95:2.5:2.5) for 1 h at rt. Reversed-phase
HPLC analysis of the crude revealed a main peak (65%) which
was isolated by semipreparative HPLC and characterized by
HR MALDI-TOF and ESI MS as the expected ruthenium—
octreotide conjugate, S.

Once we had synthesized conjugate 5, we explored the
possibility of assembling mononuclear ruthenium(II) arene
complexes through a single monodentate ligand incorporated
into the peptide fragment instead of using chelating ligands. On
the basis of the excellent antitumor activities of some
ruthenium(II) three-legged “piano stool” complexes containing
planar N-heteroaromatic o-bonded ligands and phosphine
ligands,*® with ICy, values lower than that of cisplatin, we
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focused on compounds of the type [(1°-p-cym)RuCl(Im-
Ph)(PPh;)]*, where Im-Ph is 1-phenyl-imidazole. The
conjugation of such triphenylphosphine-containing complexes
to octreotide was planned through the phenyl ring linked to the
imidazole ligand, which would allow the coordination of the
ruthenium moiety. As in previous metal complexes, the
hydrolysis of the Ru—Cl bond was expected to generate
corresponding aqua species reactive toward DNA binding.

First, 4-(1H-imidazol-1-yl)benzoic acid was coupled onto
two batches of linker-octreotide resin with DIPC and HOBt in
anhydrous DMF for 1 h at rt, where linker refers to y-
aminoisobutyryl group or the poly(ethylene glycol) spacer
(Scheme 2). The assembly of the metal complex was first
explored with the y-Abu linker-containing batch by using two
ruthenium compounds, [(5°-p-cym)RuCl,(PPh;)] (10) and
[(n°-p-cym)RuCl(PPh;),]" (11), since we hypothesized that
the imidazole ligand could replace the more labile chlorido
ligands. 10 was easily synthesized by refluxing dimer 9 with
triphenylphosphine (2.3 mol equiv) in hexane for 15 h, whereas
complex 11 was obtained from 10 by reaction with a slight
excess of triphenylphosphine (2 mol equiv) in methanol at 35
°C for 2.5 h.>*

Reaction of the imidazole-derivatized peptide-bound resin
with complex 10 (4 mol equiv) was performed in the presence
of NEt; (16 mol equiv) in a DMF/EtOH mixture (3:1) for 8 h
at 55 °C. After treatment of the resin with a TEA/phenol/H,0
cocktail (95:2.5:2.5), the desired conjugate 12 was detected in
the crude (18%) together with the imidazole-derivatized
octreotide (20%), as inferred by HPLC and MS analysis
(Figure 1A).
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Figure 1. Reversed-phase HPLC traces of the reaction crudes for the
synthesis of conjugate 12 by using complex 10 (A) or 11 (B) in the
absence of LiCl or 11 in the presence of LiCl (C). Reaction crude for
the synthesis of conjugate 6 when 11 was used in the presence of LiCl

(D).

We next investigated the reaction of octreotide-bound resin
with complex 11 under the same conditions. Unfortunately,
reversed-HPLC analysis only revealed the presence of the
imidazole-derivatized peptide, which indicates that imidazole
was not able to substitute the chloride ligand in 11 (Figure 1B).
This negative result might be attributed to the high steric
hindrance around the metal because of the two bulky PPh;
ligands. However, to our surprise, when the reaction of 11 (4
mol equiv) with the peptide was repeated in the presence of
LiCl (4.4 mol equiv) and NEt; (16 mol equiv) in a DMF/
EtOH 9:1 mixture for 8 h at 55 °C, HPLC analysis of the
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cleaved, deprotected crude (TFA/phenol/H,0 95:2.5:2.5, 1 h
rt) showed the presence of a main peak (57%) which was
isolated and characterized by MS as conjugate 12 (Figure 1C).
Hence, imidazole is able to replace one of the two PPh; ligands
in 11 instead of the Cl ligand, thereby allowing the conversion
yield of conjugate 12 to be improved in comparison with that
obtained when complex 10 is used. As shown in Figure 1D, the
assembly of the ruthenium complex by using these optimized
conditions was almost quantitative onto the imidazole-
derivatized octreotide resin that contains the poly(ethylene
glycol) linker, which allowed the target conjugate 6 to obtain
with high yield (Scheme 2). This compound was isolated by
semipreparative HPLC and fully characterized by HR MS and
NMR.

In order to gain insight into the mechanism of this reaction,
complex 11 was mixed with LiCl (1.4 mol equiv) and NEt; (1.9
mol equiv) in anhydrous DMF and heated at S5 °C. As shown
in the *'P NMR spectra (Figure 2), the single chemical shift
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Figure 2. Schematic representation of the transformation of complex
11 to 10 (left) and 3'P NMR spectra of 11 (A) and of the reaction
crude after heating 11 in the presence of LiCl and NEt; for 4 h at 55
°C (B).

corresponding to the two PPhy ligands in 11 (5: 20.0 ppm)
disappeared after 4 h. The two new signals (6: 23.2 and —6.4
ppm) were assigned to the PPhy ligand in complex 10 and to
the released PPhs, respectively. These results demonstrate the
in situ generation of complex 10 from 11 because of the
presence of LiCl. This reaction might have future applications
in the synthesis of new ruthenium complexes for catalysis or
biomedical applications.

Activation of Metal—Octreotide Conjugates by Aque-
ous Hydrolysis. In general, the cytotoxic activity of metal-
based anticancer drugs is intimately related with the processes
that mediate their activation in aqueous media; these processes
are known to facilitate the interaction of the metal, its ligands or
the complex, or a fragment with the biological target (e.g.,
DNA, RNA, or proteins). In addition, aqueous stability is
another fundamental prerequisite, since it might condition their
success in clinical development. Cisplatin and its analogues can
be considered prodrugs since their activation is produced
through the dissociation of anionic ligands.”>*" The resulting
positively charged aqua species coordinate strongly to nuclear
DNA while neutral complexes do not, which demonstrates that
in these family of compounds the metal plays a functional
role.”> Organometallic complexes containing a labile group
prone to substitution can also be activated inside the cells
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through hydrolysis. As previously stated, the activation of
piano-stool organometallic ruthenium(II) complexes of the
type [(°-arene)RuCl(XY)]*, where XY is a neutral chelating
ligand, proceeds through the release of chloride ligand. The
resulting aqua species is responsible for ruthenation of DNA by
generating monofunctional adducts on guanine nucleobases. In
a similar manner to cisplatin and related platinum(II)
compounds, the high extracellular chloride concentration
(100 mM) in comparison with that present in the nucleus
and cytoplasm (4 and 22.7 mM, respectively)®* ensures that the
intact drug reaches its biological target before activation takes
place. In addition, a close correlation between cancer cell
cytotoxic activity and the capacity of some ruthenium(II) arene
complexes to undergo hydrolysis of the Ru-halide bond has
been established.>> Osmium(II) arene complexes containing
N N-chelating ligands, such as ethylenediamine, experience
much slower ligand exchange kinetics than ruthenium
analogues.®* The higher acidity of the water molecule bound
to the osmium at physiological pH makes these compounds
exist largely in their less reactive hydroxido form. These
problems have been solved by using picolinate as chelating
ligand since it increases both the hydrolysis rate and the basicity
of the water molecule in the aqua species (e.g, [(n°-
arene)Os(pico)Cl]) and, for instance, generates compounds
with similar anticancer activity as ruthenium-arene ana-
logues 347

On the basis to these precedents, we wanted to assess
whether hydrolysis of the M-CI bond occurs when Pt, Ru, and
Os complexes are conjugated to octreotide. The stability of
conjugates 3—6 (Chart 1) was investigated in aqueous solution
at different chloride concentrations mimicking typical blood
plasma, cell cytoplasm, and cell nucleus (100, 22.7, and 4 mM,
respectively). In all cases, metal—octreotide conjugates (10
uM) were incubated at 37 °C for 24 h. In general, HPLC
analysis showed that the peak of the parent chloride compound
(e.g, R, = 20.3 min for conjugate 4) evolved into a new less
retained peak (R, = 169 min), which was isolated and
characterized by ESI MS as the aqua conjugate (substitution of
Cl by H,0).

As previously found in some osmium(II) complexes,*® the
hydrolysis extent of conjugate 4 was highly dependent on the
NaCl concentration. Almost 95% of the conjugate was
hydrolyzed in the 4 mM NaCl solution, but the hydrolysis
was substantially decreased in the more concentrated solutions
of NaCl (Table 1). These results indicate that the covalent
attachment of the peptide does not interfere with the hydrolysis
properties of this osmium complex and,*® more importantly,
that the aqua species is not deactivated by reaction with amino

Table 1. Percentage of Aqua Adduct Formation in Water at
Chloride Levels Typical of Blood Plasma (100 mM), Cell
Cytoplasm (22.7 mM), and Cell Nucleus (4 mM), and
Percentage of the Conjugate—DNA Adduct Formation in
Aqueous 4 mM NaCl

% aqua adduct % DNA adduct

conjugate 4 mM NaCl 227 mM NaCl 100 mM NaCl 4 mM NaCl
3 16 7 3 42
4 95 35 12 49
Sa“ 97 83 74 37
6 0 0 0 0

“See the experimental section.
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acids from the carrier peptide. Similar results were obtained for
the ruthenium conjugate $ at the 4 mM chloride concentration.
However, the extent of hydrolysis of the Ru—Cl bond was
substantially decreased at the higher NaCl concentrations
(Table 1).

Regarding conjugate 3, the hydrolysis of the Pt—Cl bond
occurred to a lower extent than for conjugates 4 and § (only
16% after 24 h in 4 mM NaCl solution), and it was almost
abolished at higher chloride concentration.

On basis to these results, it is expected that octreotide in
conjugates 3 and 4 will have a positive effect on the delivery of
the less reactive intact prodrug while outside the cell, but once
in the cell cytoplasm and, particularly, in the cell nucleus, Pt
and Os complexes will be selectively activated through
hydrolysis to generate a species reactive toward DNA binding.
However, hydrolysis of conjugate S in the blood plasma and in
the cell cytoplasm might have important consequences for its
biological activity since the metal complex could be deactivated
by reaction with other potential ligands such as peptides or
proteins.

To our surprise, no hydrolysis occurred in the case of
conjugate 6 upon incubation for 24 h at 37 °C, as inferred by
HPLC analysis together with MS (see below).

DNA Binding Studies. In general, the chlorido species of
Pt(II), Ru(II), and Os(II) complexes are relatively less reactive
toward DNA nucleobases in comparison with the aqua adducts.
The chloride concentration in the nucleus of cells (ca. 4 mM) is
much less than that in the cytoplasm (ca. 22.7 mM) or outside
cells (ca. 100 mM), which favors the formation of reactive aqua
adducts in the vicinity of DNA. We incubated conjugates 3—6
in 4 mM NaCl at 37 °C with the short DNA oligonucleotide,
S’dCATGGCT. This oligonucleotide contains the target GG
sequence of the anticancer drug cisplatin and is known to give
the expected platinum 1,2-intrastrand GG chelates upon
reaction with cisplatin, [Pt(en)Cl,], or a dichloridoplatinum (II)
conjugate of a dicarba analogue of octreotide.”*'

In the case of the platinum conjugate 3, HPLC analysis
showed the formation of a new peak with higher retention time
than the parent oligonucleotide (42% after 24 h; see Table 1),
attributable to the hydrophobicity of the platinum—peptide
fragment. This new product was isolated and characterized by
HR MALDI-TOF MS as an adduct between 3 and
S’dCATGGCT in which both chloride ligands had been lost.
As expected from previous results®® MS analysis after
enzymatic digestion with S’- and 3’-exonucleases (bovine
spleen and snake venom phosphodiesterases, respectively)*>*
revealed the formation of a chelate between the platinum
fragment of the conjugate and both guanines of the DNA chain
(Scheme 3).

When osmium— and ruthenium(dap)—octreotide conjugates
were incubated with 5’dCATGGCT, a major monofunctional
adduct was formed between the metal fragment of the
conjugate and the DNA chain. In both cases, the high
metalation yield (49% for 4 and 37% for S) is in good
agreement with the high degree of hydrolysis of the Os/Ru—Cl
bonds. Enzymatic digestion in combination with MS revealed
that in both cases metalation occurred at the guanine in the 5’
position (G4, see Scheme 3). This is a similar trend to that
previously found with monofunctional platinum(II) complexes,
such as {Pt(dien)}**, since they react exclusively with the 5'G
nucleobase in the 5’dCATGGCT sequence.*' The high affinity
of similar ruthenium(II) arene complexes, such as [(17%p-
cym)RuCl(en)]* or [(°-benzene)Ru(en)(OH,)]*, for the N7
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Scheme 3. Formation of Adducts between Conjugates 3—5
and the Oligonucleotide
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position of guanine over the other DNA nucleobases has been
observed previously.”>™>” Regarding organometallic osmium-
(I1) complexes with picolinate ligands, such as [ (;7°-biphenyl)-
Os(picolinate)Cl]*, rapid binding to calf thymus DNA has also
been found.*®

Finally, the reaction of the ruthenium—octreotide conjugate
6 with DNA was studied. In good agreement with the absence
of hydrolysis of the Ru—Cl bond in this compound, ruthenation
of 5’dCATGGCT was not observed even after 48 h.

The overall results demonstrate that the activation of the M-
Cl bond through hydrolysis in the Ru and Os conjugates seems
to be very important for the binding to DNA, and there is a
strong preference for the guanine nucleobases, especially those
located at the 5" end in GG sequences. However, in the case of
the Pt(dap)-octreotide conjugate, platination is observed
despite the slow kinetics for the hydrolysis of the Pt—Cl
bond in the low chloride medium as found in the nucleus. The
high thermodynamic stability of the N7,N7-GG intrastrand
adduct might account for this result.

Efficiency of Intracellular Delivery of Dicarba Ana-
logue of Octreotide (2). Compared to octreotide (1), the
binding affinity of the dicarba analogue of octreotide (2) (Chart
1) is slightly reduced for sst,, sst,, and sst receptors, although
this reduction is smaller in the case of sst, receptor (about 23-
fold for sst, vs 36- and 48-fold for sst, and ssts, respectively).®**
However, as previously stated, this high affinity toward sst,
receptor (44 nM) still makes 2 a suitable stabilized analogue of
somatostatin to deliver cytotoxic metal complexes into cancer
cells. In order to check the capacity of internalization of
analogue 2 in our cell lines by confocal microscopy and flow
cytometry, we labeled it with fluorescein. For the synthesis of
the fluorescein-labeled dicarba analogue of octreotide (13),
5(6)-carboxyfluorescein was coupled on the linker derivatized
peptide-bound resin by using DIPC and HOAt as coupling
reagents. Washings with 20% plperldme/DMF before the final
acidic treatment yielded a highly pure peptide.*® As a control,
fluorescein-labeled octreotide (14) was also synthesized using
solid-phase procedures.

Next, the internalization capacity of analogue 2 was
determined by confocal microscopy, after the incubation of
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CTL

Figure 3. Confocal microscopic imaging of the internalization of the fluorescein-labeled dicarba analogue of octreotide (13) in MCF-7 cells. Left:
MCE-7 cells incubated with SO #M of 13 for 1, 3, and 6 h at 37 °C or medium alone as a control (CTL). The cell nuclei were stained with Hoechst
(blue). The localization of 13 is indicated by the green fluorescence. Right: Higher-magnification image (1000X) of a MCF-7 cell incubated with 50
UM of 13 for 3 h at 37 °C. Arrows indicate the nuclear localization of 13.

A o
E-
(=]
24
2
S8
0og4
24
=
100
84
23
2
3
o g3
(=]
4
(=]
109
83
o 6h
243
2
S 81
823
f=]
=E
= T T, T 4
10° 10! 102 103 10
Mean fluorescence intensity

B

350

iy [—e—13

Fluorescence Intensity

Figure 4. Intracellular delivery efficiencies of fluorescein-labeled dicarba analogue of octreotide (13) and of fluorescein-labeled octreotide (14) in
MCF-7 cells. MCF-7 cells were incubated with the peptides for 1, 3, and 6 h at 37 °C or medium alone (CTL). The fluorescence intensity of the
cells, corresponding to the intracellular uptake of the peptides, was determined by flow cytometry. (A) Flow cytometry histograms representing the
fluorescence intensity of 10 000 cells on a four-decade log scale. Peptides 13 and 14 are depicted by solid and dashed lines, respectively. (B) Kinetics
of the cellular uptake of 13 and 14. Each point in the graphs represents the mean intracellular fluorescence intensity of three independent

experiments + SE.

sstr,-expressing human breast cancer MCF-7 cells with 50 M
of the corresponding fluorescein-labeled peptide (13) for
different times (1, 3, and 6 h). After 1 h of treatment,
fluorescent vesicles, most likely endosomes, were visible in the
cytoplasm of most of the examined cells, confirming the cellular
uptake of the peptide (Figure 3). After 3 and 6 h, the number
and the fluorescence density of the vesicles markedly increased,
revealing an intense internalization of 13 during this period of
time. At these time points, the vesicles were mainly clustered at
the periphery of the cell nucleus. Higher-magnification
(1000%) images from cells exposed to 13 for 3 h (Figure 3)
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revealed that, although the fluorescence vesicles were located
mainly in the cell cytoplasm, a small proportion of the
fluorescence was localized within the cell nucleus. Some authors
have reported that somatostatin ligands may accumulate in the
cell nucleus,®®® although the pathway for their nuclear
localization remains to be elucidated.

The qualitative observations in confocal microscopy studies
were confirmed with quantitative data obtained by flow
cytometry. As represented in Figure 4A, the mean intracellular
fluorescence intensity, corresponding to the internalization of
13, increased over time. The intracellular fluorescence intensity
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increased from 78 + 16 at 1 h to 111 + 17 at 3 h and 182 + 39
at 6 h confirming an active cellular uptake of the peptide at
these time points. In order to evaluate if 13 internalizes to a
similar extent as native octreotide, MCF-7 cells were incubated
in parallel with 14. As expected from the higher affinity of
octreotide for the somatostatin receptorsf'24 the intracellular
uptake of 14 was more elevated, by 40—57%, compared with
that obtained in cells incubated with 13. As shown in Figure 4B,
the internalization kinetics was parallel for both pegtides and it
is also in good agreement with previous reports.”>%> Despite
the differences in the amount of internalized peptide, these
results demonstrate that the dicarba analogue of octreotide (2)
displays the internalization properties required to deliver the
cytotoxic metal complexes into cancer cells.

Cancer Cell Cytotoxicity. To estimate the in vitro
antitumor potential of the conjugates 3, 4, S, and 6, their
antiproliferative activity was determined in the MCF-7 cell line.
The compounds were screened at a wide range of
concentrations (from 0 to 250 uM) to determine the
concentration that inhibits the cell growth by 50% (ICs).
The conjugates that did not inhibit cell growth by more than
50% at 250 uM were considered to be inactive. As shown in
Table 2, only conjugate 6 displayed a measurable antiprolifer-

Table 2. ICy, Values of Conjugates 3—6 and Control
Complexes 15—17 in MCF-7 Cells”

ICyo (M)
Conjugates 3 4 S 6
>250 >250 >250 63.00 + 1.53
Complexes 15 - 16 17
67.00 + 19.01 >250 3.32 + 0.54

“ICso: Inhibitory concentration that reduce by 50% the cell viability.
The cytotoxicity was determined by the MTT assay after 72 h of drug
exposure. Data represents the mean + SE of at least three independent
experiments.

ative activity, and even that was only moderate (IC, = 63.00 +
1.53). On the basis of these results, we wondered whether the
cytotoxic activity might be a consequence of the metal complex
itself or of the conjugation to the peptide moiety. Hence, we
tested the cytotoxicity of the parent metal complex alone,
including the ligand attached to the peptide. The following
complexes were synthesized and used as controls (Chart 2):
[PtCl(Etdap)] (15), [(1p-cym)RuCl(dap)]* (16), and [(1"
p-cym)RuCl(Im-BzCOOMe)(PPh;)]* (17). Although we
planned to mask the carboxylic function in all the complexes
as a methyl or ethyl ester to avoid a negative charge that might
hinder cell uptake and lower their biological activity, the
complex [(1°-p-cym)RuCl(Etdap)]* spontaneously hydrolyzed
to 16 during the workup of the reaction. Regarding the osmium
complex [(17°bip)OsCl(4-CO,Et-pico)Cl)]* (18), a moderate
cytotoxic activity in the human ovarian A2780 and A2780cis

cell lines (ICs, = 44 and 61 uM, respectively) has been recently
reported in comparison with that of [(#7%bip)OsCl(4-Me-
pico)CI)]* (ICs = 4.4 and 7.6 uM in the A2780 and A2780cis
cell lines, respectively).® Cytoxicity assays of the control
complexes revealed that 17 was highly effective in MCEF-7 cells,
displaying an ICj, value (3.32 + 0.54) comparable to that of
cisplatin in this cell line (IC5, = 3.04 + 0.25). In contrast, a
moderate antiproliferative activity was obtained for complex 15
(IC4o = 67.00 + 19.01) while complex 16 was noncytotoxic
(Table 2).

Two important conclusions can be drawn from these results.
First, high cytotoxic activity of the metal complex itself seems
to be crucial for the efficacy of the conjugates as antitumoral
agents. Second, conjugation of the complexes to the peptide
moiety diminishes their cytotoxic capacity. For example, the
cytotoxic activity of the ruthenium(II) arene complex [(17%p-
cym)RuCl(Im-BzCOOMe)(PPh,)]* (17) is reduced about 19-
fold when conjugated to the octreotide analogue (6), whereas
complexes with moderate activity, such as [PtCl,(Etdap)] (15)
or [(#°-bip)OsCl(4-CO,Et-pico)Cl)]* (16),* afford inactive
peptide conjugates (3 and 4, respectively). On the other hand,
the lack of activity for complex [(;°-p-cym)RuCl(dap)]* (16)
or its octreotide conjugate (5) might be attributable to the high
hydrolysis rate of the Ru—Cl bond, which would cause
deactivation of the activated species by reaction with other
biomolecules before it reaches nuclear DNA.

It is also interesting that the only conjugate that displays
cytotoxic activity (6) does not interact with DNA, which can be
attributed to the absence of hydrolysis of the Ru—Cl bond,
even at a low chloride concentration (4 mM). This is also
consistent with the fact that control complex 17 does not
interact with double-stranded plasmid DNA after 48 h of
incubation, as determined by electrophoretic mobility experi-
ments (see Figure S-18 in the Supporting Information).
Similarly to conjugate 6, the aqua adduct of complex 17 was
only formed after overnight incubation with a large excess of
AgNOj,, as inferred by 'H and *'P NMR (see the Supporting
Information). The overall results suggest that the cytotoxic
activity of 6 and 17 might not be a consequence of their
coordination to N-donor ligands from nucleic acids (DNA or
RNA) or proteins. However, it cannot be rule out that their
activation under physiological conditions occurs through
coordination to sulfur-containing amino acids in peptides
such as glutathione or in proteins.

In order to gain insight into the implication of somatostatin
subtype-2 receptor on the cytotoxic activity of the ruthenium—
octreotide conjugate 6, the cellular uptake of this compound
was compared with that of the unconjugated ruthenium
complex 17. Ruthenium accumulation (determined here as
the net effect of influx and efflux of Ru) in the MCF-7 cancer
cell line was determined by ICP-MS after a 24 h exposure to
the compounds. Interestingly, the intracellular level of
ruthenium after exposure to conjugate 6 (143.14 + 16.6

Chart 2. Structures of the Control Metal Complexes
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Figure 5. Chemical shift differences for NH, Ha, and Hf protons between conjugates 3 (A), 4 (B), and 6 (C) and the dicarba analogue of octreotide

(2)2

pmol Ru/10° cells) was higher than that of the parent complex
17 (68.01 + 22 pmol Ru/10° cells). Such a significant
difference between these compounds reveals that conjugation
to the peptide moiety has a positive effect on the internalization
of the ruthenium complex, thereby suggesting that the
attachment of the metal complex to the peptide does not
disturb its active conformation and hence its affinity toward
somatostatin receptors is maintained (see below). Although the
covalent attachment of a potential metal-based drug to a
receptor-binding peptide such as octreotide is expected to
increase the bioavailability, delivery, and accumulation of the
complex to cancer cells, it must also be borne in mind that the
peptide moiety might also inhibit or weaken the interaction of
the metal fragment with the final biological target (e.g, DNA,
RNA, or proteins), which would compromise its cytotoxic
activity.”® Release of the ruthenium fragment from the
conjugate might be necessary to allow it to reach its target
site. This might explain the apparently contradictory results
from cytotoxicity and cellular uptake studies, since in this case,
the covalent attachment of the ruthenium complex to the
dicarba analogue of octreotide 2 increases uptake and
accumulation of the drug in the cancer cell while the cytotoxic
activity of the final conjugate is reduced.

Conformational Analysis by NMR Spectroscopy. It is
well-known from NMR studies in water and in DMSO-d,
solution that octreotide (1) adopts a predominant type II' f-
turn conformation across residues Phe7-D-TrpS-Lysg-Thrl0.64‘65
The stability of this conformation together with the orientation
of exocyclic residues (D-Phe” and Thr-ol'®) plays an important
role in the binding of octreotide and its analogues to
somatostatin receptors.**®’” Regarding the dicarba analogue of
octreotide used in this work (2), D’Addona et al. have recently
described that replacement of cystine by a CH,—CH, linkage
does not substantially alter the secondary structure in the active
region.”* These NMR studies also suggest that there exists a
conformational equilibrium between the antiparallel f-sheet
structural cluster and a second conformational ensemble
involving folded structures for the C-terminal residues. This
hypothesis is in good agreement with previously reported
findings for 1 that indicate that C-terminal amino acids fold into
a 3phelix-like array or in a similar helical ensemble.*®
Furthermore, it is important to consider that the structure of
2 in the region of the N-terminal D-Phe* and C-terminal
Thr(ol)" is significantly different from that previously reported
for 1,°° which might explain the differences in affinity for
somatostatin receptors.24 Given the implication of these amino
acids both in the affinity and in the specificity for somatostatin
receptors, we investigated whether the covalent attachment of
metal complexes to the N-terminal end of 2 through a
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poly(ethylene glycol) linker might alter the active conformation
of the peptide and, in particular, the structure around D-Phe”
and Thr-ol".

In order to gain some insight into peptide conformation,
conjugates 3, 4, and 6 were studied by 1D and 2D 'H NMR
spectroscopy. In all conjugates, significant line-broadening was
observed at conjugate concentrations above 1 mM, suggesting
that oligomerization takes place under these conditions. This
effect is specially pronounced in the case of the osmium—
octreotide conjugate (see the Supporting Information). To
avoid oligomerization, 2D NMR spectra were recorded at a
peptide concentration of 0.8 mM. Signals of the peptide were
completely assigned using standard techniques (see Tables S1—
3 in the Supporting Information). Resonances of the linker and
of ligands in the metal fragments were also indentified, although
not all of them could be unambiguously assigned to specific
protons.

A comparison between the chemical shifts of the peptide
fragment in the conjugates and the dicarba-analogue of
octreotide (2)** indicates that residues D-Trp®-Lys’-Thr!®-
DsaC'*-Thr(ol)"® have very similar chemical shifts, whereas
significant differences are observed for protons of the amino
acids D-Phe?-DsaN®-Phe’ (Figure 5). This suggests that the
peptide structure is only affected in the latter region. The
chemical shift of Ha of D-Phe? is notably shifted downfield.
This shift is attributed to the covalent attachment of the linker
to the @-amino group of this amino acid through an amide
bond. Interestingly, peaks for the NH protons of DsaN® and
Phe’ amino acids in all conjugates (and to a lesser extent for the
Hp signals) were shifted upfield.

Molecular dynamics calculations were carried out to gain
further insight in the structural alterations induced in the
peptide structure by the covalent attachment of the metal
complex. The results are illustrated in Figure 6. The peptide
backbone is not significantly altered with respect to the
structure of the dicarba analogue of octreotide (2). In
particular, the f-turn backbone geometry around residues D-
Trp®-Lys”-Thr'*-DsaC'*-Thr(ol)"® is totally preserved. The
main changes occur in residues D-Phe* and DsaN°®. Side
chain conformations are less defined than in 2. Linker and
ligand fragments are mainly disordered. In some of the
calculated conformers, the ligand or the linker exhibits contacts
with aromatic residues D-Phe® and Phe’ as well as with DsaN®
(see Figure 6). These residues correspond to those that have
changes in their '"H NMR chemical shifts with respect to the
unmodified peptide. This is also in good agreement with the
fact that some NOEs were observed between the linker and D-
Phe? (see Figure S-20 in the Supporting Information).
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{3

Figure 6. Model structures of the dicarba analogue of octreotide (2)
and of conjugates 3, 4, and 6 (see Chart 1). Left: representative
conformer. Right: ensemble with 10 conformers resulting from
molecular dynamics calculations. Superposition was done by fitting
the backbone peptide heavy atoms.

The NMR data and molecular dynamics calculations suggest
that the covalent attachment of the metal complex does not
substantially alter the global structure of the peptide. However,
the aromatic ligands of the ruthenium and osmium complex in
conjugates 4 and 6, as well as the linker appear to have a
tendency to interact with the aromatic residues located to their
near side of the peptide sequence, which could be favored by
the high flexibility of the poly(ethylene glycol) linker. This is
particularly important in the case of the Phe residue, since this
amino acid is included in the so-called pharmacophore
sequence of octreotide. These results support the hypothesis
that the covalent attachment of both fragments might generate
a significant population of peptide conformations with a
decreased affinity for somatostatin receptors in comparison
with that of the dicarba analogue of octreotide 2. However, the
dicarba analogue of octreotide 2 still retains the ability to
internalize metal complexes upon conjugation, as demonstrated
cellular uptake experiments with 6 and 17.

Selectivity of the Ruthenium—Octreotide Conjugate
(6). The main objective of a targeted strategy is the selective
delivery of a cytotoxic drug to cancer cells in order to reduce
toxicity to normal cells. Consequently, the reduction of the
antiproliferative activity of a metal complex when conjugated
with octreotide (Table 2) could be compensated by a selective
and a more efficient delivery of the compound to the targeted
cells. In order to corroborate this hypothesis, we determined
whether the conjugation of the ruthenium(II) arene complex
17 to the octreotide analogue 2 (conjugate 6) is correlated with
its vehiculization to tumor cells overexpressing sstr,, the most
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relevant receptor for octreotide internalization.®® To this end,
we further analyzed the cytotoxic activity of conjugate 6 in
human prostate tumor DU-14S cells as well as and in the
Chinese hamster ovary (CHO) cell line, in order to assess the
selectivity of the ruthenium—octreotide conjugate for cancer
cells with respect to normal cells (Table 3). As shown in Figure

Table 3. ICg, Values of the Ruthenium—Octreotide
Conjugate 6 and Control Complex 17 in Human Cancer Cell
Lines (MCF-7 and DU-145) and in Normal Cells (CHO)“

cell line, ICgy (uM)

compound MCE-7 DU-145 CHO
6 63.00 + 1.53 26.00 + 2.00 4517 + 2.61
17 3.32 + 0.54 6.80 + 0.99 5.8 +£0.01

“ICso: Inhibitory concentration that reduce by S0% the cell viability.
The cytotoxicity was determined by the MTT assay after 72 h of drug
exposure. Data represents the mean + SE of at least three independent
experiments.
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Figure 7. Cytotoxic effect of conjugate 6 (A) and complex 17 (B) in
the MCF-7, DU-14S, and CHO cell lines. Cells were treated for 72 h
with the indicated concentrations of each compound. The cell viability
was determined using the MTT assay. Each point in the graphs
represents the mean of three independent experiments + SE.

7A, DU-145 cells were markedly more responsive to 6 than the
MCE-7 and CHO cells, as the ICq, value (26.00 + 3.46) was
24-fold lower than in MCF-7 cells and about 1.7-fold lower
than in CHO cells (ICgy: 45.17 + 2.61) (Table 3). This
difference in the cytotoxic activity of conjugate 6 between the
cell lines cannot be attributed to a different activity of the metal
fragment in the different cells, as the control complex 17
cytotoxicity was higher in MCF-7 (ICg, = 3.32 + 0.54) and
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Bioconjugate Chemistry

A :
= MCF-7
L
B g 3
10° . 10" 0?2 0% g
3: DU-145
-
Q‘ = 10 104
g' CHO
,B-
L B
- N—) \
. = b = = T
Fluorescence Intensity

400,

3504

300

2004

150

Mean Fluorescence Intensity

MCF-7  DU-145 CHO

Figure 8. Expression of the sst, receptor on MCF-7, DU-14S, and CHO cell lines. (A) Representative flow cytometry histograms obtained after the
indirect immunofluorescence staining of the cells. Solid lines represent the fluorescence intensity of the cells after the incubation with an antibody
against sstr, together with a control secondary antibody. Dotted lines indicate the background staining with the secondary antibody alone. (B) Each
column in the graphs represents the mean fluorescence intensity of three independent experiments + SE in MCF-7, DU-145, and CHO cells. *P <

0.05 vs MCEF-7 cells.

more attenuated in DU-14S cells (IC5, = 6.80 + 0.99) and
CHO cells (5.8 + 0,01) (Figure 7B) (Table 3).

In order to determine if the cytotoxic activity of 6 was related
to the receptor expression on the cell surface, we next
characterized the sstr, levels by flow cytometry. As shown in
Figure 8A, sstr, expression was detected on the three cell lines.
Notably, sstr, expression was significantly higher in the DU-145
and CHO cells than in MCE-7 cells (mean cell fluorescence
intensity 347.5 + 54.6, 344.0 + 50.56, and 2067 + 14.27,
respectively) (Figure 8B), which demonstrates that the
cytotoxic activity of 6 is strongly correlated with sstr,
expression levels, especially in the DU-145 and MCF7 cells.
However, although the CHO cells displayed similar sstr,
expression levels to DU-14S, the toxicity of 6 was attenuated
in these cells, suggesting some selective cytotoxic activity of the
ruthenium—octreotide conjugate toward cancer cells with
respect to normal cells.

As a very weak expression of sstr, has been previously
reported in CHO cells,” the sstr, expression in this cell line
was additionally examined according to their mRNA expression
levels. PCR analyses confirmed sstr, gene expression in CHO
cells, with similar mRNA levels than in MCE-7 cells (see the
Supporting Information). Our results are in keeping with
different studies describing that somatostatin receptors can also
be identified in a broad panel of normal tissues, as well as in the
human immune system.”’ As a consequence, new clinical
applications for somatostatin analogues in several benign
pathological diseases are emerging in addition to their role in
malignant diseases.

All together, our results demonstrate a good correlation
between the antitumor activity of the ruthenium-—octreotide
conjugate 6 and the expression of the sst, receptor on the cell
surface and reveal the potential of conjugation with receptor-
binding peptides such as octreotide to deliver metal-based
anticancer drugs specifically to cells overexpressing somatosta-
tin subtype-2 receptor.

1852

B CONCLUSIONS

In summary, in this work we have described a straightforward
solid-phase methodology for the conjugation of a
dichloridoplatinum(II) complex as well as three “piano-stool”
organometallic ruthenium(II) and osmium(II) complexes to a
dicarba analogue of octreotide, a potent somatostatin agonist
whose receptors, particularly subtype 2, are overexpressed on
the membrane of tumor cells. At nuclear Cl~ concentration (4
mM), platinum (3), osmium (4), and Ru(dap) (5) conjugates
are activated through hydrolysis of the M-Cl, which correlates
well with their DNA binding capacity, revealing in all cases a
strong preference for guanine nucleobases. However, neither
hydrolysis of the Ru—Cl nor interaction with DNA was
observed in the case of the triphenylphosphine-containing
ruthenium conjugate (6). Surprisingly, the latter conjugate
displays antiproliferative activity, but the rest of the conjugates
were noncytotoxic. Additional cytotoxic experiments with
control metal complexes and cellular uptake experiments by
ICP-MS, as well as conformational analysis of metal—octreotide
conjugates by 2D NMR spectroscopy and molecular dynamics
calculations, have allowed us to establish three general
conclusions. First, a significant loss in the cytotoxic activity of
the metal complex moiety always occurs when conjugated to
the peptide sequence (e.g, ICsy = 3.32 + 0.54 in MCEF-7 cells
and IC;s; = 6.80 + 0.99 in DU-14S5 cells for complex 17 vs ICs,
= 63.00 + 1.53 in MCF-7 cells and IC;, = 26.00 = 2.00 in DU-
145 cells for conjugate 6); hence, it seems to be important to
use metal complexes with high cytotoxic activity in order to
develop peptide-conjugates with active biological properties.
Second, despite the presence of some altered amino acids in the
pharmacophore sequence of octreotide, particularly at the N-
terminal end of the peptide, the overall structure is essentially
maintained in the conjugate, which suggests that the affinity for
somatostatin receptors would not be compromised upon
conjugation to a metal complex; this observation is in good
agreement with the higher accumulation of ruthenium in cancer
cells upon exposure to the ruthenium—octreotide conjugate 6
in comparison with that of the parent complex 17, which

dx.doi.org/10.1021/bc300173h | Bioconjugate Chem. 2012, 23, 1838—1855



Bioconjugate Chemistry

demonstrates that the peptide has a positive effect on the
internalization of the ruthenium complex. The choice of the
spacer is also important, not only to improve aqueous solubility
and to keep the metal complex away from the peptide, but also
to reduce conformational freedom between both fragments in
the conjugate. Third, the significantly higher expression of the
sst, receptor on DU-14S cells compared to MCE-7 cells is in
good agreement with ICg, values of conjugate 6 in both tumor
cell lines. The fact that control complex 17 shows an attenuated
cytotoxicity in DU-145 cells compared with MCF-7 cells
supports that the antitumoral activity of the ruthenium—
octreotide conjugate 6 is correlated with the overexpression of
the sst, receptor on the cell surface. The cytotoxic activity of 6
in a nontumor cell line (CHO) was similar to that found in
cancer cells, a result which can be attributed to a similar level of
expression of somatostatin subtype-2 receptors.

The overall results of this work demonstrate the potential of
conjugation between metal-based anticancer drugs and
receptor-binding peptides such as octreotide to target tumoral
cells through binding to specific receptors, including
somatostatin subtype 2 receptor, overexpressed in their
membranes. In the near future, this receptor-targeted anticancer
strategy is expected to generate new antitumor drugs with
reduced side-effects and reduced toxicity in normal cells. The
potential of this strategy will be increased by using novel
approaches to circumvent some of the limitations found in this
work, particularly new biological vectors in combination with
photoactivated metal complexes® or cleavable linkers®* in the
biological media. Work is in progress in this direction to
generate more specific metal-based anticancer drugs.
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B ABBREVIATIONS USED

Abu, aminoisobutyryl; ACN, acetonitrile; bip, biphenyl; cym,
cymene (1-methyl-4-(1-methylethyl)benzene); dap, 1-(carbox-
ylic acid)-1,2-diaminoethane; DCM, dichloromethane; dhDsaC,
dehydrodiaminosuberic acid C-terminus; dhDsaN, dehydrodia-
minosuberic acid N-terminus; DIPC, N,N’-diisopropylcarbodii-
mide; DIPEA, N,N-diisopropylethylamine; DMF, N,N-dime-
thylformamide; DMSO, dimethylsulfoxide; DTPA, diethylene-
triamino-pentaacetic acid; DOTA, 1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid; DsaC, diamino-
suberic acid C-terminus; DsaN, diaminosuberic acid N-
terminus; ESI, electrospray ionization; Fluo, 5(6)-carboxyfluor-
escein; Fmoc, 9-fluorenylmethyloxycarbonyl; Hag, 1r-2-allyl-
glycine; HATU, hexafluorophosphate salt of the (2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium; HOAt, 1-hy-
droxy-7-azabenzotriazole; HOBt, 1-hydroxybenzotriazole; HR-
ESI, high-resolution electrospray ionization; ICP-MS, induc-
tively coupled plasma mass spectrometry; Im, imidazole; Ind,
indazole; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight; MS, mass spectrometry or mass
spectrum; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,S-diphenyltetra-
zolium bromide; NHS, N-hydroxysuccinimide; NOE, nuclear
Overhauser effect; NOESY, nuclear Overhauser enhanced
spectroscopy; PBS, phosphate buffered saline; PEG, poly-
(ethylene glycol); pico, picolinate; sst, somatostatin; sstr,
somatostatin receptor; TIS, triisopropylsilane; TMP, trimethyl-
phosphite; TFA, trifluoroacetic acid
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Abstract. The deregulation of the epidermal growth factor
receptor (EGFR) pathway plays a major role in the pathogenesis
of prostate cancer (PCa). However, therapies targeting EGFR
have demonstrated limited effectiveness in PCa. A potential
mechanism to overcome EGFR blockade in cancer cells is
the autocrine activation of alternative receptors of the human
EGFR (HER) family through the overexpression of the HER
receptors and ligands. In the present study, we were interested
in analyzing if this intrinsic resistance mechanism might
contribute to the inefficacy of EGFR inhibitors in PCa. To this
end, we selected two androgen-independent human prostate
carcinoma cell lines (DU145 and PC3) and established DU145
erlotinib-resistant cells (DUErR). Cells were treated with three
EGFR inhibitors (cetuximab, gefinitib and erlotinib) and the
sensitivity to each treatment was assessed. The gene expression
of the four EGFR/HER receptors and seven ligands of the HER
family was analyzed by real-time PCR prior to and after each
treatment. The receptors expression and activation were further
characterized by flow cytometry and western blot analysis.
EGFR inhibition rapidly induced enhanced gene expression
of the EGF, betacellulin and neuregulin-1 ligands along with
HER2, HER3 and HER4 receptors in the DU145 cells. In
contrast, slight changes were observed in the PC3 cells, which
are defective in the phosphatase and tensin homolog (PTEN)
tumor suppressor gene. In the erlotinib-resistant DUER cells,
the expression of HER2 and HER3 was increased at mRNA and
protein levels together with neuregulin-1, leading to enhanced
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HER3 phosphorylation and the activation of the downstream
PI3K/Akt survival pathway. HER3 blockage by a monoclonal
antibody restored the cytostatic activity of erlotinib in DUErR
cells. Our results confirm that the overexpression and autocrine
activation of HER3 play a key role in mediating the resistance to
EGFR inhibitors in androgen-independent PCa cells.

Introduction

The growth and function of a normal prostate is mainly controlled
via endocrine and paracrine factors. In this context, androgens
play a major role by regulating the expression of specific genes
to maintain the prostate homeostasis (1). When a prostate cancer
(PCa) develops, the majority of the tumors remain initially
androgen-dependent and thus, the first-line treatment of PCa is
based on androgen ablation. However, in many cases the tumor
cells progress to a hormone refractory state, generating androgen-
independent tumors with increased proliferation and invasion
capacity. In this situation, the therapeutic options are limited and
the prognosis is poor (2). The proliferation of the androgen-inde-
pendent PCa cells is mediated principally by autocrine factors,
such as the epidermal growth factor and their receptors, which
may interact with the androgen receptor in absence of androgen
ligand binding, constituting an essential signaling pathway for
tumor growth, invasion and metastasis (3,4).

The human epidermal growth factor receptor (HER) family
includes four type 1 transmembrane receptors: EGFR, HER2
(ErbB2), HER3 (ErbB3) and HER4 (ErbB4). They consist of
a large extracellular ligand-binding region, a transmembrane
segment and an intracellular tyrosine kinase domain. Stimulation
through ligand binding induces the homodimerization or
heterodimerization of a receptor with another family member
at the plasma membrane, resulting in the phosphorylation of
specific tyrosine residues in their cytoplasmic tail that leads to
the activation of several signaling cascades, predominantly the
ERK1/2 and the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt path-
ways (5). These pathways control multiple biological processes
like cellular proliferation, differentiation, survival, migration,
and angiogenesis (6). Of the four receptors, HER2 and HER3
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are dependent proteins: the HER2 extracellular domain lacks
ligand-binding capacity, while HER3 has a very weak kinase
activity (7). However, HER2-HER3 heterodimers are highly
functional and constitute the most active signaling dimer in this
family. These receptors are activated by a number of ligands that
are EGF-related peptide growth factors. They are classified in
three groups depending on their receptor binding specificity:
epidermal growth factor (EGF), amphiregulin (AR), epigen,
and transforming growth factor-a (TGF-a) bind exclusively
to EGFR; betacellulin (BTC), epiregulin (EPR) and heparin-
binding EGF (HB-EGF) bind to EGFR and HER4; and the
neuregulin (NRG1-4) family members, NRGI and NRG2, bind
to HER3 and HER4, whereas NRG3 and NRG4 bind exclusively
to HER4 (8). Importantly, HER ligands diversify the pattern of
receptor activation and can direct different biological responses,
even when they bind to the same receptor (9). However, the HER
ligands share a significant degree of functional redundancy, as
HB-EGEF is the only ligand whose absence results in postnatal
lethality (10).

The HER family, especially EGFR and HER?2, are frequently
deregulated in cancer cells as a result of overexpression, muta-
tions, or increased ligand production (11,12). In general terms,
their enhanced expression in the tumor correlates with a worse
clinical outcome (13,14). In the recent years, intense efforts have
been focused on the development of therapeutic strategies to
block EGFR and HER?2 signaling. Two families of HER-directed
agents have demonstrated clinical activity and are currently in
use for the treatment of cancer: monoclonal antibodies (MAbs)
directed against the extracellular domain of the receptors and
small molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs) that bind to
the ATP-binding site of the tyrosine kinase domain of the recep-
tors (15-17). However, the marked differences in the specificity
and clinical efficiency of the HER inhibitors in different carci-
nomas as well as the development of resistances have limited the
efficacy of these drugs (18,19). In PCa, EGFR, HER2 and HER3
expression levels are increased as the disease progresses from
localized to metastasic and to the androgen-independent state
and these receptors have long been implicated in the survival of
androgen-independent prostate cancer cells (20-23). Thus, the
HER family members have been considered as potential thera-
peutic targets in prostate cancer. However, despite the blockade
of EGFR or HER2 having demonstrated an ability to inhibit the
proliferation of human prostate tumor cells (24-26), the clinical
results have revealed only slight benefit of the HER-targeted
therapy in patients with androgen-independent PCa both when
EGEFR inhibitors were administered as monotherapy or in asso-
ciation with antiandrogens or chemotherapeutics (27-33). The
molecular mechanism underlying the low efficiency of EGFR
inhibitors in human PCa remains to be elucidated.

As tumor cells co-express several HER receptors and
ligands (34), the blockade of a single HER receptor function
can be compensated by the cell both increasing the expression
of alternative HER receptors or upregulating the production of
HER-ligands, establishing autocrine growth factor loops that
maintain downstream signaling and cellular proliferation. In a
previous study, we described the capacity of a subset of breast
cancer cell lines to compensate for the loss of EGFR receptor
function after gefitinib treatment by upregulating the expression
of genes coding for EGF-related ligands, especially EPR, NRG
and EGF (35). The changes in the expression pattern remarkably

correlated with the intrinsic degree of sensitivity of the breast
cancer cells to the antiproliferative effects of gefitinib. Similar
findings were described for a cetuximab-resistant non-small cell
lung cancer, which overexpressed HER family ligands, especially
EGF, AR, HB-EGF and BTC (36), and for human breast cancer
cells selected for resistance to trastuzumab, which presented
an amplified ligand-induced activation of HER receptors (37).
The overexpression of neuregulin has also been involved in the
resistance of breast cancer cells to EGFR-TKIs (38,39). In addi-
tion, emerging studies are demonstrating that the reactivation
of HER3 is a prominent mechanism of resistance to the current
TKIs targeting EGFR and HER2 (40-42).

In this work, we were interested in examining the capacity
of androgen-independent PCa cells to modulate the expression
of the HER family members as an intrinsic mechanism of
resistance to EGFR-targeted therapies. To this end, we have
analyzed the changes in the expression pattern of different HER
receptors and ligands in two androgen-independent PCa cell
lines in response to the treatment with the EGFR-directed anti-
body cetuximab and two EGFR TKIs, gefitinib and erlotinib.
We have also established an erlonitib-resistant cell line in order
to further determine the relevance of this molecular mechanism
in the resistance of prostate cancer cells to EGFR TKIs.

Materials and methods

Reagents. Cetuximab (Erbitux®, Merck-Serono, Darmstadt,
Germany) and trastuzumab (Herceptin®, Roche, Basel,
Switzerland) were kindly provided by the pharmacy of the
Catalan Institute of Oncology (Hospital Dr Josep Trueta, Girona,
Spain). Erlotinib (Tarceva®) was provided by Roche (London,
UK) and gefitinib (Iressa®) was obtained from Astrazeneca
(London, UK). For immunofluorescence assays, the monoclonal
antibodies against human EGFR, HER2,HER3, and HER4 were
obtained from Calbiochem (San Diego, CA, USA). The Alexa-
Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) was used as a secondary reagent. The
rabbit primary antibodies for EGFR, HER2, HER3, HER4, and
B-actin immunoblotting were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). The mouse monoclonal antibody
against phospho HER2 (Tyr1248) was from Thermo Fisher
(Fremont, CA, USA). The rabbit monoclonal antibodies against
phospho-Akt*™” and phospho HER3 and the rabbit polyclonal
antibodies against Akt, ERK1/2, and phospho HER1, as well as
the mouse monoclonal antibody against Phospho ERK 1/2 were
all from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). The
mouse monoclonal antibody against NRG-1§ was from R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA). The peroxidase-conjugated
secondary antibodies were from Calbiochem. For neutralizing
assays, a monoclonal antibody against HER3 (clone H3.105.5)
was obtained from Calbiochem and the monoclonal antibody
against NRG-1 (clone C-18) was from R&D Systems.

Cell lines. The PC3 and DU145 cell lines were obtained from the
American Tissue Culture Collection (Rockville, MD, USA). The
cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-
streptomycin (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) at 37°C in
a humidified atmosphere containing 5% CO,. The cells were
passaged twice a week. The erlotinib DU145-resistant cell line
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(DUETrR) was established by continuously exposing the cells to
increasing concentrations of erlotinib. Initially the cells were
treated with their corresponding inhibitory concentration 50
(ICsp) of erlotinib (2.5 M) for one month. Subsequently, the
erlotinib concentration in the culture medium was increased
every month to 5, 10 and 15 M, and then the cells were
maintained in continuous culture with the maximum achieved
dose of erlotinib for three additional months. Control parental
cells were cultured in parallel and exposed to the phosphate-
buffered saline (PBS) (Gibco-BRL) vehicle.

Growth assays. Exponentially growing cells were seeded at a
density of 1.5x10° cells per dish in 100-mm diameter dishes.
The cells were allowed to attach and grow for 72 h in culture
medium and then gefitinib (15 ¢M), erlotinib (15 uM), cetux-
imab (500 pg/ml) or a PBS vehicle alone (control cells) were
added. Just before the treatments and at 24,48 and 72 h, the cells
were trypsinized and counted manually in a haemocytometer
using the trypan blue dye exclusion test. Three independent
counts were made from each treatment. All experiments were
conducted in triplicate.

Cell proliferation assays. To assess the cytotoxicity of
EGFR-inhibitors in DU145, PC3 and DUEIR cells, aliquots
of 4,000 cells were seeded in 96-well plates. Three days
later, the cells were treated with concentrations ranging
from O to 15 M of erlotinib, O to 15 uM of gefitinib, and O to
500 pg/ml of cetuximab for 72 h. Then, the treatments were
removed, the cells were washed with PBS and incubated for
3 h with 100 1 of fresh culture medium together with 10 pl
of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
medium was discarded and dimethyl sulfoxide (DMSO)
(Sigma-Aldrich) was added to each well to dissolve the purple
formazan crystals. Plates were agitated at room temperature for
10 min and the absorbance of each well was determined with
an absorbance microplate reader (ELx800, BioTek, Winooski,
VT, USA) at a wavelength of 570 nm. Three replicates were
used for each experiment. The cell viability was determined
as a percentage of the untreated control cells, by dividing the
mean absorbance of each treatment by the mean absorbance of
the untreated cells. The concentration that reduces cell viability
by 50% (ICs,) was established for gefitinib and erlotinib, while
the concentration that decreases cell viability by 30% (IC;,)
was determined for cetuximab. Cell proliferation assays were
also performed in order to evaluate the influence of different
HER-blocking antibodies on the growth of parental DU145
cells and DUEIR cell, after treating the cells for 72 h with
either 15 uM of erlotinib, 10 pg/ml of trastuzumab, a human-
ized monoclonal antibody against the extracellular domain of
HERZ2, 10 pg/ml of the anti-HER3 blocking antibody H3.105.5,
10 pg/ml of an anti-neuregulin-1 antibody or by different
combinations of these compounds.

Quantitative real-time PCR analysis. DU145 and PC3 cells
were treated for 24 h with a concentration analogous to the IC;,
for cetuximab (350 pg/ml and 500 pg/ml, respectively) or to the
1C,, for erlotinib and gefitinib (2,5 M and 15 uM, respectively)
or with vehicle alone as a control. DUEIR cells exposed to either
erlotinib (15 uM) were also analysed. The cells were washed

with PBS and immediately trypsinized. The total-RNA from
each sample was isolated using the RNeasy mini kit (Qiagen,
Venlo, The Netherlands). The RNA concentration was measured
using an ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) at 260 nm, and 1 ug of each RNA was
reverse-transcribed into complementary DNA (cDNA) using the
High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The expression of the HER family members
EGFR, HER2, HER3, HER4, EGF, TGF-a, AR, BTC, EPR,
HB-EGF, and NRG-1 was quantified by real-time PCR using
a pre-designed, gene-specific TagMan® probe and primer sets
(TagMan® Gene Expression assays, Applied Biosystems).
Quantitative PCR was performed in a standard 96-well plate
format using the TagMan One-Step Universal Master Mix
(Applied Biosystems) and the 7300 Real-Time PCR system
(Applied Biosystems). Cycling conditions were 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min.
All samples were tested in triplicate. The relative quantification
of the mRNA level (xg/ml) of HER receptors and ligands was
carried out by preparing a standard curve using known dilutions
of its corresponding standard RNA. Then, the mRNA level was
normalized to the mRNA level of the housekeeping gene TATA
box binding (TBP) protein.

Immunofluorescence analysis. The quantification of HER
receptor expression on the cell membrane was performed using
flow cytometry. The cells were analyzed by double immuno-
fluorescence using monoclonal antibodies against human
EGFR, HER2, HER3 and HER4 (Calbiochem). The cells were
incubated for 30 min at 4°C with the primary antibody. After
washing with PBS, the cells were incubated for 30 min at 4°C in
the presence of the Alexa-Fluor 488-conjugated goat anti-mouse
IgG antibody. Fluorescence was analyzed using a FACSCalibur
flow cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA) equipped with CellQuest™ software
(Becton Dickinson). Fluorescence intensity was represented on
a four orders of magnitude log scale (1-10,000). In each experi-
ment 10,000 cells were analyzed.

Western blot analysis. For western blot analyses, parental
DU145 cells (exposed to either medium alone or supplemented
with erlotinib (2.5 #M)) and DUEIR cells (continuously exposed
to erlotinib (15 xM)) were collected and lysed with ice-cold
lysis buffer containing 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 100 pg/ml
PMSF, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) and protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Sigma-Aldrich). Protein concentrations
were determined by Lowry-based Bio-Rad assay (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Equal amounts of protein
extracts were electrophoresed on an 8% SDS-PAGE gel, trans-
ferred to nitrocellulose membranes and blocked for 1 h at room
temperature in a blocking buffer containing 2.5% powdered
skim milk in PBS-T (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl
and 0.05% Tween-20) to prevent non-specific antibody binding.
Blots were incubated overnight at 4°C with the corresponding
primary antibody diluted in blocking buffer. After washes in
PBS-T, blots were incubated for 1 h with the corresponding
secondary antibody, and revealed with a commercial kit (West
Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA). Blots were reprobed with an antibody for
{-actin to control the protein loading and transfer.
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Figure 1. Gene expression pattern of HER family members in DU145 and PC3 cells. The basal mRNA level of each HER receptor (EGFR, HER2, HER3,
HER4) and ligand (EGF, epidermal growth factor; TGF-a, transforming growth factor-a; AR, amphiregulin; BTC, betacellulin; EPR, epiregulin; NRG-1, neu-
regulin-1; HB-EGF, heparin-binding EGF) was assessed by real-time PCR. Each value was normalized versus the corresponding mRNA level of the TATA
box binding protein (TBP) constitutive gene. The bars represent the mean value + SE of three independent quantifications.

Statistical analysis. The statistical analysis was performed
with the SPSS statistical software for Windows (version 15.0;
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Quantitative variables were
expressed as mean and standard error (SE). The normality of
the data was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. The
differences between data with normal distribution and homoge-
neous variances were analyzed using the parametric Student's
t-test, otherwise the non-parametric Mann-Whitney U test was
applied. A value of P<0.05 was considered significant.

Results

Basal expression of HER family receptors and ligands
in prostate cancer cells. The basal expression of the four
HER receptors and seven different ligands (EGF, TGF-a,
AR, BTC, EREG, NRG-1 and HB-EGF) was determined
according to their mRNA levels in two androgen-independent
human carcinoma cell lines, DU145 and PC3 cells, which
are derived from metastases of prostate cancer, to brain
and bone, respectively. Real-time PCR analyses revealed
mRNA expression for the four HER receptors in both cell
lines, although minimal constitutive levels of the HER4
mRNA were detected (Fig. 1). In the DU145 cells, HER2
was the receptor with the most prominent mRNA expression,
followed by EGFR and HER3. EGFR, HER2 and HER3
showed similar mRNA levels in the PC3 cells. HER2 mRNA
expression was markedly higher in the DU145 cells than in
the PC3 cells, while EGFR expression was only moderately
increased. The receptors expression on the cell surface was
additionally analyzed by flow cytometry (Fig. 2) confirming
higher protein levels of both EGFR and HER?2 in the DU145
cells than in the PC3 cells. The membrane expression of
HERS3 was parallel in both cell lines. In accordance with the
low mRNA levels, a very weak HER4 expression on the cell
surface was observed in both cell lines.

Regarding the ligands, a basal gene expression of all
HER ligands analyzed was detected in both cell lines (Fig. 1).
Interestingly, each cell line showed a particular expression

pattern with a primarily expressed HER ligand: EPR was over-
expressed in DU145 cells, while BTC was the principal ligand
in PC3 cells. This is a typical feature of nearly all the epithelial
cancer cells, which characteristically deregulate the expres-
sion of one or more members of the HER family (43). Notably,
neuregulin-1 was the ligand with the lowest mRNA levels in
both cell lines, particularly in PC3 cells.

Sensitivity of the prostate cancer cells to EGFR inhibitors. The
sensitivity of the prostate cancer cells to the EGFR inhibitors
was established according to the concentration of each drug
required to decrease the cell viability by 50% (IC,) for the
TKIs erlotinib and gefitinib or by 30% (IC;) in the case of the
monoclonal antibody cetuximab, as the maximal concentration
of cetuximab tested (500 pg/ml) did not reduce the cell viability
by 50% in any cell line. As detailed in Fig. 3A, the ICy, values
for both TKIs were around 2.5 M in DU145 cells while values
were 4 to 5-folds higher in PC3 cells. The IC;, of cetuximab
was 353 pg/ml in DU145 and higher than 500 ug/ml in the PC3.
According to these results, the DU145 cells were more sensitive
to the three anti-EGFR agents than PC3 cells. These observations
were confirmed in the cell growth assays, where both cell lines
were treated for up to 72 h with an elevated concentration of each
compound: 15 yM for erlotinib and gefitinib and 500 pg/ml for
cetuximab. Analysis of the growth curves (Fig. 3B) showed that
the proliferation rate of DU145 cells was significantly reduced by
the three EGFR inhibitors. At 72 h, the cell number was about
four times lower in the erlotinib- and gefitinib-treated DU145
cells than in untreated cells, while the cetuximab effect on cell
growth was more moderated. A more attenuated effect of the
treatments in the PC3 cells growth was observed.

Effect of the EGFR inhibitors on the expression pattern of
HER receptors and ligands. The effect of EGFR inhibitors on
the endogenous expression of HER receptors and ligands was
determined at the mRNA levels 24 h after treating the cells
with a concentration analogous to the IC;, for cetuximab, to
the ICs, for erlotinib and gefitinib, or with vehicle alone as a
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Figure 2. Basal protein expression of HER receptors on DU145 and PC3 cells. The expression of HER receptors (EGFR, HER2, HER3 and HER4) on the cell
surface was determined by flow cytometry after indirect immunofluorescence staining with the corresponding antibodies. Histograms were obtained after
analyzing 10,000 cells. The fluorescence intensity is shown on a four-decade log scale. Solid lines represent DU145 cells and dashed lines PC3 cells.
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Figure 3. Sensitivity of DU145 and PC3 cells to EGFR inhibitors. (A) The concentration of cetuximab (xg/ml) and erlotinib/gefitinib (#M), which inhibit by
30% (IC;) and 50% (ICs), respectively, the DU145 and PC3 cell viability in 72 h, was determined using the MTT assay. Each value represents the mean + SE
of three independent experiments. (B) Cell growth inhibition after exposing DU145 and PC3 cells to cetuximab (500 zg/ml), erlotinib (15 #M) and gefitinib
(15 uM) or vehicle alone (control). The viable cell number was determined by triplicate 0, 24, 48 and 72 h after each treatment using the trypan blue dye
exclusion test. The mean value + SE of three independent experiments are represented in the graphs ('P<0.05 vs. control cells).

control. Fig. 4 represents the variations in the gene expression
compared with the corresponding untreated cells. Significant
changes were observed in the DU145 cells, which overexpressed
a subset of HER family members, while only minor differences
were observed in the PC3 cells. The treatment with cetuximab
and the TKIs caused similar effects on each gene expression
profile; although in most cases gefitinib induced the most
marked changes. Remarkably, the inhibition of EGFR in the

DU145 cell line induced the mRNA overexpression of three
HER ligands that display different binding affinities: EGF, BTC
and NRG-1. While EGF exclusively binds EGFR, BTC is a
potent survival factor that activates both EGFR and HER4 (44)
and NRG-1 is a HER3 and HER4 ligand that acts as a strong
mitogenic factor (45). No changes were detected in the mRNA
levels of epiregulin, which is the most predominantly expressed
HER ligand in DUI145 cells. Along with these changes, the
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Figure 4. Changes in the gene expression of HER receptors and ligands after EGFR inhibition. (A) DUI45 and (B) PC3 cells were treated with either the corre-
sponding IC;, of cetuximab (350 yg/ml and 500 pg/ml, respectively), the corresponding ICs, of erlotinib (2.5 xM and 15 M, respectively) and gefitinib (2.5 yM and
15 uM, respectively) or vehicle as a control. After 24 h, the mRNA level of each HER receptor (EGFR, HER2, HER3, HER4) and ligand (EGF, epidermal growth
factor; TGF-a, transforming growth factor-a; AR, amphiregulin; BTC, betacellulin; EPR, epiregulin; NRG-1, neuregulin-1; HB-EGF, heparin-binding EGF) was
assessed by real-time PCR in each cell line and values were normalized against the corresponding mRNA expression of the TBP constitutive gene. Then, the
change in the expression of each particular gene induced by the treatments was determined by comparing the normalized values in treated cells against the cor-
responding normalized value in the control cells. The bars indicate the mean fold change + SE of three independent quantifications ("P<0.05 vs. control cells). Bars
over the dotted line indicate an increase in the gene expression compared to the control cells, while bars under the dotted line represent impaired gene expression

after the treatment.

mRNA level of HER2 and HER3 were moderately increased in
the DU14S5 cells, while EGFR levels were reduced. Particularly,
HER4 expression was upregulated four-fold after EGFR
blockade. HER4 levels were also significantly increased but to a
lesser extent, after the treatment of the PC3 cells with the TKIs.

Expression of the HER receptors and ligands in erlotinib-
resistant DUETR cells. In order to analyze if the overexpression
of alternative HER family members might be involved in the
acquired resistance to EGFR inhibitors in PCa, an erlotinib-
resistant DU145 cell line (DUErR) was established by exposing
the cells to increasing concentrations (up to 15 zM) of erlotinib
during three months followed by three additional months of
cell culture in the maximal concentration of erlotinib. As repre-
sented in Fig. 5, the viability of DUEIR cells was not affected by
increasing concentrations of erlotinib (up to 15 M) in the cell
culture (Fig. 5A). DUEIR proliferation rate was similar when the
cells were cultured in the presence of erlotinib (15 M) or vehicle
alone (PBS) (Fig. 5B). In contrast, the viability and proliferation
of the parental DU145 cells was markedly inhibited by erlotinib.
Notably, the DUEIR cell line presented a slower proliferation

rate compared to the parental DU145 cells (Fig. 5B). DUErR
cells were also cross-resistant to gefitinib (data not shown).
Next, the mRNA expression profile of HER receptors and
ligands was determined by real-time PCR in the DUEIR cells
and the differences from the parental control DU145 cells were
assessed. As shown in Fig. 6, in erlotinib-exposed DUErR
cells the NRG-1 mRNA expression was significantly amplified
(more than 2-fold) and TGF-a expression was almost doubled
compared to parental DU145 control cells. HB-EGF expres-
sion was significantly impaired in these cells. Regarding HER
receptors, a 2-fold increase in HER2 and HER3 mRNA levels
was detected in the erlotinib-exposed DUETR cells while slight
differences in HER4 mRNA levels were observed compared
with control DU145 cells. Western blot analyses confirmed an
upregulation of HER2 and HER3 protein expression in erlotinib-
treated DUEIR cells and a weak expression of HER4 (Fig. 7A).

HER receptors activation and downstream signaling activity
in DUETR cells. The activation of EGFR, HER2, and HER3
receptors and the downstream signaling proteins, Akt and
ERK1/2, was evaluated in control DU145 cells, erlotinib-
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Figure 5. Growth profiles of parental DU145 cells and erlotinib-resistant cells
(DUEIR) exposed to erlotinib. (A) Cells were cultured in medium containing
increasing concentrations of erlotinib (0, 2.5, 5, 10 and 15 M) for 72 h and
the cell viability was determined by MTT assays. (B) DU145 and DUErR
cells were cultured in medium alone (control) or medium containing 15 M
erlotinib (+erlotinib) and the total cell number in each situation was assessed
by triplicate at different time points (0, 24, 48 and 72 h) using the trypan
blue dye exclusion test. Each point in the graphs represents the mean + SE of
three independent experiments. "P<0.05 vs. control DU145 cells; *P<0.05 vs.
erlotinib-treated DU145 cells.

treated DU145 cells and erlotinib-exposed DUEIR cells. As
presented in Fig. 7A, erlotinib treatment completely abolished
the phosphorylation of EGFR both in DU145 cells and in
DUE-R cells. In DUEIR cells, together with the overexpression
of HER2 and HER3, we detected a marked increased in HER3
phosphorylation and a more attenuated activation of HER2.

L%}
i

mRNA levels
(fold-change vs CTL cells)

HER3 overactivation was associated with enhanced levels
of activated Akt in DUEIR cells, while slight effects were
observed in ERK1/2 phosphorylation (Fig. 7B). In contrast,
after the acute treatment of DU145 cells for 72 h with erlotinib,
the phosphorylation of HER3 was not increased compared to
control cells (Fig. 7A). Thus, the signaling through the HER3/
PI3K/Akt pathway was selectively activated after the prolonged
exposure of DU145 cells to erlotinib, providing a resistance
mechanism to the EGFR TKI.

Effect of HER2 and HER3 inhibition on the proliferation of
parental and erlotinib-resistant DUI45 cells. In order to further
determine the relative contribution of the HER receptors in the
growth function of parental and erlotinib-resistant DU145 cells,
both cell lines were exposed to HER2 and HER3 inactivating
antibodies (trastuzumab and H3.105.5, respectively) at a dose
of 10 ug/ml for 72 h (46), in presence or absence of erlotinib.
As shown in Fig. 8A, the proliferation rate of both cell lines
was unaffected by HER2 inhibition. Trastuzumab also failed
to decrease the cell proliferation when EGFR signaling was
inhibited by erlotinib (Fig. 8B). In contrast, the cell growth
was significantly reduced to half when HER3 was blocked
both in parental and in erlotinib resistant cell lines (Fig. 8A),
revealing a key role for HER3 in mediating the proliferation
of these androgen-independent prostate cells. In addition, the
combination of erlotinib and the HER3 blocking antibody lead
to a 25% decrease in the proliferation of parental DU145 cells
compared with DU145 cells exposed to erlotinib alone. Notably,
this combination resulted in a 50% reduction in the growth of
DUECR cells, restoring the cytotoxic activity of erlotinib in these
cells. These results confirm a key role for HER3 in sustaining the
proliferation of prostate cells when the signaling through EGFR
is inhibited. The contribution of neuregulin-1, which is a HER3
ligand, in activating the cell proliferation was also analyzed
as our previous results demonstrated that both neuregulin-1
gene and protein expression was increased after the acute and

rh +—
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EPR NRG-1 HB-EGF EGFR HER2 HER3 HER4

Ligands

Receptors

Figure 6. Changes in the gene expression of HER receptors and ligands in DUEIR cells. The gene expression of each HER receptor (EGFR, HER2, HER3, HER4)
and ligand (EGF, epidermal growth factor; TGF-a, transforming growth factor-a; AR, amphiregulin; BTC, betacellulin; EPR, epiregulin; NRG, neuregulin;
HB-EGF, heparin-binding EGF) was determined by real-time PCR in parental DU145 cells (control) and in erlotinib-resistant DUER cells (cultured in medium
containing 15 yM erlotinib). Each value was normalized against the corresponding mRNA level of the TBP constitutive gene. Then, the change in the expression of
each particular gene was assessed in DUEIR cells compared to the control cells. The bars represent the mean fold-change + SE of three independent quantifications
("P<0.05 vs. control cells). Bars over the dotted line indicate an increase in the gene expression compared to the control cells, while bars under the line represent

impaired gene expression after the treatment.
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Figure 7. HER receptors activation and downstream signaling in control, erlo-
tinib-treated and erlotinib-resistant DU145 cells. (A) Equal amounts of protein
lysates from parental DU145 cells [exposed to either medium alone (control)
or supplemented with erlotinib (2.5 yM)] and erlotinib-resistant (DUErR)
cells [continuously exposed to erlotinib (15 #M)] were immunoblotted with
anti-EGFR, anti-HER2, anti-HER3, anti-HER4 and anti-neuregulin-1 (NRG1)
antibodies to determine the protein levels. Receptor activation was analyzed
by assessing their phosphorylation status using the corresponding phospho-
specific antibody. (B) Total and phosphorylated levels of the ERK1/2 and AKT
signaling proteins were specifically determined in control DU145 cells and
erlotinib-exposed DUEIR cells. Actin levels were used as loading control.

prolonged exposure of DU145 cells to erlotinib. However, after
incubating the cells with an antibody against neuregulin-1, we
observed a very moderate reduction on cell proliferation. These
results suggest a relative role for neuregulin-1 in promoting the
cell survival, probably because other ligands, like neuregulin-2,
may be involved in activating the signaling through HER3 in
these cells. In addition, a recent work describe that HER3 may
be activated in a neuregulin-1 independent manner in DU145
cells (22).

Discussion

EGEFR expression is involved in PCa progression and correlates
with androgen independence and metastasis of prostate cancer
cells (3,4,47). However, the results of clinical trials involving
EGFR inhibitors have revealed a reduced efficacy in PCa
patients (27-29,35). The cooperative nature of the HER family
might play an important role in the low effectiveness of drugs
targeting EGFR as the co-expression of different HER members
in the cancer cell can activate parallel signaling pathways
to circumvent the inhibition of this specific receptor (6,48).
Actually, analysis of clinical data has revealed that patients
overexpressing two or more HER family members develop
more aggressive malignancies than patients that overexpress a
single receptor (49-52).

In the present study, we were interested in determining if
the endogenous expression of alternative HER family members
might contribute to the inefficacy of EGFR inhibitors in PCa cells.
To this end, the expression pattern of EGFR, HER2, HER3, and
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Figure 8. Effect of EGFR, HER2 and HER3 inhibition on the proliferation
of parental and erlotinib-resistant DU145 cells. DU145 and DUER cells
were exposed for 72 h to antibodies directed at either HER2 (trastuzumab),
HERS3 (anti-HER3) or neuregulin (anti-NRG1) alone (A) or combined with
erlotinib (15 ¥M) (B) and the relative cell proliferation versus untreated
(control) DU145 cells was assessed. Each column in the graph represents
the mean + SE of three independent experiments. "P<0.05 vs. DU145 control
cells; “P<0.05 vs. DUEIR control cells; “P<0.05 vs. erlotinib-treated DU145
cells; #P<0.05 vs. erlotinib-treated DUEIR cells.

HER4 as well as seven ligands of the HER family was assessed
in the DU145 and PC3 androgen-independent human prostate
carcinoma cell lines at basal level and after the treatment with the
EGFR-directed antibody cetuximab and the EGFR TKIs gefi-
tinib and erlotinib. Both cell lines are EGFR-positive, however
PC3 cells lack the phosphatase and tensin homolog tumor
(PTEN) gene expression, which is a tumor suppressor protein
that down-regulates the PI3K/Akt pathway. The loss of PTEN
results in a continuous signaling though the PI3K/Akt pathway
independently of the upstream receptor activation (53-55). The
absence of the PTEN gene is a common feature of PCa, as about
50% of prostate tumors lack PTEN expression (56). Our results
showed that the sensitivity to EGFR inhibitors, determined as
1C,, or IC;, values as well as the inhibition of the cell growth,
was markedly higher in the PTEN-positive DU145 cells than in
the PC3 cells. These results are in agreement with a previous
study, where the sensitivity against erlotinib was strongly
dependent on PTEN presence in PCa cells (26). In that study, the
efficacy of erlotinib was inversely related to the EGFR/HER?2
ratio; however, we did not find this association. Our data indicate
a direct association between EGFR expression levels and the
effectiveness of the treatments.

Our findings have demonstrated the constitutive co-expres-
sion of different HER receptors and ligands at the mRNA
level in both PCa cell lines. The expression profile of the HER
ligands was cell type-specific. Epiregulin was the predominant
ligand in DU145 cells while betacellulin was the main ligand
in PC3 cells. Both are EGFR ligands, which is the most largely
expressed receptor at protein level in both cell lines. Thus,
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tumor cell proliferation could be sustained autonomously by
the autocrine production of growth factors. In fact, both cell
lines were able to proliferate independently of the exogenous
supply of growth factors in the cell culture (data not shown).
Highly increased expression of epiregulin and amphiregulin,
together with TGF-o and HB-EGF, has been previously
described in androgen-independent prostate cancer compared
to normal prostate epithelial cells or androgen-sensitive cancer
cells (57,58). Epiregulin and amphiregulin expression also
increased after androgen deprivation in an androgen-sensitive
prostate cancer xenograft, indicating that these growth factors
might contribute to the tumor progression to an androgen-
independent stage (59). In addition, the expression of epiregulin
in breast cancer cells together with further three genes was
identified as a key determinant for pulmonary metastasis (60).
Epiregulin and amphiregulin gene expression has also been
associated with the development of liver metastasis in colorectal
cancer patients (61). Our group and others have recently reported
that an elevated gene expression of epiregulin and amphiregulin
in cancer cells might be a predictive marker of the therapeutic
response to cetuximab (62,63). In keeping with this observation,
the epiregulin-overexpressing DU145 cells were markedly more
sensitive to cetuximab than the PC3 cell line.

In response to inhibition of EGFR signaling by cetuximab,
gefitinib and erlotinib treatments, the gene expression of EGF,
betacellulin and neuregulin ligands along with the HER2,
HER3 and HER4 receptors was significantly increased in the
DU145 cells. Interestingly, the alternative binding affinities of
these ligands might activate all possible HER heterodimers to
compensate the loss of EGFR function and preserve the EGFR
downstream cell signaling. In contrast, slight differences in the
mRNA levels of HER family members were observed in the PC3
cell line, which only upregulated HER4 expression, indicating
that the autocrine growth factor loops are attenuated when the
signaling activity through the EGFR pathways is constitutively
activated independently of ligand binding. While the upregu-
lation of HER2 and HER3 was moderate in DU145 cells, the
mRNA levels of HER4 were increased by four times after EGFR
inhibition. A few studies have analyzed the role of HER4 receptor
in PCa, and the conclusions are controversial. Some investigators
have correlated the expression of HER4 with enhanced prostate
cell proliferation and migratory capacity (64,65), but others
have reported that HER4 has a tumor-suppressive effect (66,67).
HER4 activity has also been related to acquired resistance to
anti-EGFR therapies, as the signaling through the PI3K/Akt
survival pathway can be alternatively activated by HER4 (39).
Although we have observed a marked increase in HER4 mRNA
levels shortly after EGFR inhibition, the low protein expression
of HER4 in DU145 cells suggest a reduced contribution of this
receptor to overcome EGFR blockade.

There is growing evidence that tumor cells might circum-
vent the effects of EGFR inhibitors through the promotion
of HER3/HER?2 heterodimerization and the activation of the
PI3K/Akt pathway (38,45,61,68-70). Our results confirm the
relevance of HER3 in mediating resistance to EGFR TKIs
in androgen-independent prostate cancer cells. The erlotinib-
resistant (DUETIR) cells, as well as the parental DU145 cells,
showed a strong dependence on HER3 for proliferation, as
HER3 neutralization lead to a significant reduction in the
growth of both cell lines. The prolonged exposure of DU145

cells to erlotinib induced a reprogramming of HER family
members expression and HER2 and HER3 levels were
significantly upregulated, along with neuregulin-1, which is
a HER3 natural ligand, and TGF-a, which exclusively binds
EGFR. Ligand-activated HER3 might be then transactivated
by heterodimerization with HER2, or even with relatively low
levels of active EGFR, leading to an enhanced activity through
the PI3K/Akt survival pathway and, thus providing a plausible
escape mechanism to the EGFR blockade. Importantly, HER3
inhibition rendered the DUErR cells sensitive to erlotinib, indi-
cating a key role for this receptor in driving the resistance to
EGFR-targeted therapies in PCa cells.

HER ligands have also been considered as targets for cancer
therapy, as the loss of HER receptors function can be balanced
by the endogenous expression of their cognate ligands by cancer
cells. However the redundancy of ligands for each receptor
may limit the effectiveness of this strategy, leading to a general
consensus that inhibiting the receptor function is more effective
than inhibiting multiple ligands. Our results are in keeping with
this hypothesis, as the proliferation of the cells was prominently
reduced after blocking the HER3 receptor, while targeting a
particular ligand, neuregulin-1, revealed a minor effectiveness
in reducing the cell growth.

In conclusion, our results show the ability of the androgen-
independent PCa cells to rapidly modulate the expression of
HER receptors and ligands to sustain the cell proliferation
after EGFR blockage and a central role for HER3 in mediating
resistance to EGFR inhibition. This molecular mechanism
might be especially relevant in the physiological conditions,
as the proliferation of malignant prostate cells is markedly
dependent on the autocrine release of growth factors as well
as the expression of their corresponding receptors in the
tumor microenvironment. Therefore, the clinical efficacy of
the current therapeutic approaches targeting EGFR in prostate
cancer might be improved by the dual inhibition of EGFR and
HER3 receptors.
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Abstract. The recent identification of HER2 gene amplification
as a novel predictor of resistance to the EGFR (HER2)-targeted
antibody cetuximab and of response to combination therapies
against EGFR and HER?2 in wild-type KRAS tumor settings
may represent a further step toward personalized medicine
for patients with colorectal cancer. Herein, we show that tran-
scriptional upregulation of HER2 expression in the absence
of HER?2 gene amplification is a molecular phenomenon that
takes place in EGFR-dependent, wild-type KRAS squamous
cell carcinoma (SCC) cells that acquire resistance to cetux-
imab. Since cetuximab activity against cetuximab-refractory
SCC cells can be fully restored in the presence of the anti-
HER?2 monoclonal antibody trastuzumab, our findings suggest
that, beyond HER?2 gene amplification, we might need to rede-
fine the threshold values for HER2 positivity to improve the
accuracy of the selection of cetuximab-refractory patients with
wild-type KRAS that may benefit from receiving a cetuximab/
trastuzumab combination.

Introduction

Three recent studies aimed at delineating new mechanisms of
therapeutic resistance to the anti-HER1 (EGFR) antibody cetux-
imab (Ctx; Erbitux®) have concurrently identified aberrant HER2
(ERBB?2) signaling as a novel mechanism for mediating Ctx
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resistance in carcinomas with wild-type KRAS. Yonesaka et al
(1) showed that activation of HER?2 signaling in cultured cancer
cells, through either HER2 gene amplification or upregulation
of the HER2/HER3 ligand heregulin, is sufficient to cause Ctx
resistance. Accordingly, colorectal cancer patients exhibiting
either de novo or acquired resistance to Ctx-based therapeutic
regimens were found to have HER2 gene amplification or high
levels of circulating heregulin. In their hands, HER?2 inhibition
or disruption of HER2/HER3 heterodimerization restored the
antitumor activity of Ctx in vitro and in vivo. The suggestion of
Yonesaka that a combination of HER2 inhibitor and Ctx treat-
ment may represent a rational therapeutic strategy that should be
assessed in colon cancer patients with Ctx-resistant carcinomas
was also confirmed in a novel in vivo model of bladder carci-
noma with acquired resistance to Ctx.

Quesnelle and Grandis (2) showed that increased phos-
phorylation of a C-terminal fragment of HER2 mediates
Ctx resistance both in vitro and in vivo because afatinib
(BIBW-2992), an irreversible dual HER1/HER?2 tyrosine
kinase inhibitor (TKI), successfully inhibits the growth of
Ctx-resistant carcinoma cells. Upon production of large
xenograft cohorts from 85 patient-derived, genetically charac-
terized metastatic colorectal cancer samples (‘xenopatients’),
Bertotti et al (3) generated genotype-Ctx response correla-
tions indicating that HER2 gene amplification specifically
occurs in a subset of Ctx-resistant, wild-type KRAS/NRAS/
BRAF/PIK3CA cases. In agreement with Yonesaka et al (1),
Bertotti et al (3) found a significant enrichment of HER2 gene
amplification in clinically Ctx-unresponsive wild-type KRAS
patients. Importantly, combined inhibition of EGFR and
HER?2 induced overt, long-lasting tumor regression in HER?2
gene-amplified xenopatients. As discussed by Ciardiello and
Normanno (4), the identification of HER2 as a predictor of
resistance to the EGFR-targeted antibody Ctx and of response
to combination therapies against EGFR and HER?2 in wild-
type KRAS tumor settings may represent a further step toward
personalized medicine for patients with colorectal cancer.
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‘We now reveal that the acquisition of secondary resistance
to Ctx in squamous cell carcinoma (SCC) cells is accompanied
also by transcriptional upregulation of HER2 expression in
absence of HER?2 gene amplification, which is amenable to inhi-
bition by HER2-targeted drugs. As the Ctx anti-tumoral activity
was fully restored in the presence of the anti-HER2 monoclonal
antibody trastuzumab, our current findings suggest that we need
to redefine the threshold values for HER2 positivity beyond
the sole presence of HER2 gene amplification to improving the
accuracy of the selection of Ctx-refractory patients with wild-
type KRAS that might benefit from receiving a Ctx/trastuzumab
combination.

Materials and methods

Drugs. Dual HER1/HER2-TKII lapatinib (GW572016;
Tykerb®) was kindly provided by GlaxoSmithKline (GSK),
Corporate Environment, Health & Safety (Brentford,
Middlesex, UK). Stock solution of lapatinib (10 mmol/I)
were prepared in DMSO and stored in aliquots in the dark at
-20°C until utilization. Cetuximab (Erbitux) and trastuzumab
(Herceptin®) were kindly provided by Hospital Universitari de
Girona Dr Josep Trueta Pharmacy (Girona, Spain). Cetuximab
was solubilized with 10 mmol/l NaCl of potassium phosphate
buffer (PBS) pH 7.2 in bacteriostatic water for injection
purposes (stock solution at 2 mg/ml), stored at 4°C and used
within 1 month. Trastuzumab was solubilized in bacteriostatic
water for injection containing 1.1% benzyl alcohol (stock solu-
tion at 21 mg/ml), stored at 4°C and used within 1 month. For
experimental use, experimental agents were prepared fresh
from stock solutions and were diluted with cell growth media
immediately before use.

Cell viability. Concentration-effect curves were generated as a
plot of the fraction of surviving cells versus drug concentration by
using a colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) reduction assay as previously
described (11).

Real-time quantitative PCR (Tagman) analysis. RNA was
isolated using the Qiagen RNeasy Mini kit and the expression of
HERI1 (EGFR), HER2 and HER3 genes was quantified by real-
time quantitative PCR or Tagman using 100 ng of total RNA per
reaction, as described previously (10,20,21). The sequences of
the primer/probe sets used for this analysis are: EGFR (HER1)
5'-GCCTTGAGTCATCTATTCAAGCAC-3' (F), 5-TGCT
ACTGTCATTCGCACCTG-3' (R), and 5-FAM-AGCTCTG
GCCACAACAGGGCATTTT-TAMRA-p-3' (P); HER2
5'"TCTGGACGTGCCAGTGTGAA-3' (F), 5-TGCTCCCT
GAGGACACATCA-3' (R), and 5-FAM-CAGAAGGCCAA
GTCCGCAGAAGCC-TAMRA-p-3' (P); HER3 5-TTCTCT
ACTCTACCATTGCCCAAC-3' (F), where F and R are the
forward and reverse primers, respectively, and P is the Tagman
probe (FAM as reporter and TAMRA as quencher). Tagman
reaction was done in a standard 96-well plate format with ABI
7500 real-time quantitative PCR system. For data analysis, raw
AC, was first normalized to a housekeeping gene (i.e., TBT:
TATA-Box Binding Protein) for each sample to get AC,. The
normalized AC, was then calibrated to control (untreated)
samples to get AAC,. In the final step of data analysis, the AAC,
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were converted to fold-changes (2°44%) relative to untreated
controls.

HER2-specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Determination of HER?2 protein content was performed with a
commercially available quantitative ELISA (Oncogene Science,
Bayer Diagnostics) according to the manufacturer's protocol.
The concentrations of HER2 in test samples (in nanograms
of HER2 per milligram of total protein) were determined by
interpolation of the sample absorbances from the standard
curve. Each experiment was performed in duplicate wells.

Establishment of long-term accommodation to Ctx in EGFR
gene-amplified, wild-type KRAS A431 SCC cells. Over a
minimum period of 6 months, cultures of A431 vulvar squamous
carcinoma cells (originally obtained from the American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA) were continuously
exposed to increasing concentrations of Ctx. A431 epidermoid
carcinoma cells were chosen based on two primary criteria: (1)
these EGFR-overexpressing cells are exquisitely sensitive to
CTX; and (2) A431 cells have neither EGFR Tyrosine Kinase
Domain or KRAS mutations. Commencing with the Inhibitory
Concentration 50 (ICs,) of Ctx (~25 ug/ml), the exposure dose
was progressively increased 2-3 weeks until four dose doubling
had been successfully achieved. Controlled parental cells
were cultured in parallel and exposed to the PBS vehicle. We
established two Long Term (LT)-Ctx adapted A431 pooled
populations that were then maintained in continuous culture
with the maximal achieved dose of Ctx. When challenged to
Ctx doses as high as 200 pg/ml, they retained a >90% active
metabolic status (as assessed by MTT-based cell viability
assays) compared to Ctx-naive A431 parental cells (which
decreased their ability to metabolize MTT by ~70-80%
following treatment with an equivalent dose of Ctx).

Parental A431 cells and LT-Ctx adapted pools were
routinely grown in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM, Gibco® Cell Culture Systems, Invitrogen S.A.,
Barcelona, Spain) containing 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS, Bio-Whittaker, Inc., Walkersville, MD, USA),
1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate, 50 U/ml penicillin,
and 50 pug/ml streptomycin (culture media for LT-Ctx adapted
pools included 100 pg/ml Ctx, which was freshly added during
culture splitting). Cells were maintained at 37°C in a humidified
atmosphere of 95% air/5% CO,. Cells were screened periodi-
cally for Mycoplasma contamination.

Statistics. Two-group comparisons were performed by the
Student t test for paired and unpaired values. Comparisons of
means of =3 groups were performed by ANOVA, and the exis-
tence of individual differences, in case of significant F values
at ANOVA, tested by Scheffé's multiple comparisons. In all
the cases statistical analyses were carried out with XLSTAT
(Addinsoft™) and P<0.01 was considered to be significant.

Results

HER? overexpression is sufficient to impede cetuximab func-
tioning in EGFR-overexpressing cancer cells. To definitely
test the hypothesis that HER2 upregulation is sufficient to
cause Ctx resistance, we used MCF10A cells, a useful in vitro
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Figure 1. The sole overexpression of HER2 is sufficient to impede the Ctx function against EGFR-dependent cancer cells. MCF10A parental cells and their
derivatives stably transduced with a pBABE-HER?2 retroviral vector were cultured in the absence or presence of graded concentrations of Ctx for 5 days. Cell
viability was measured with the MTT uptake assay and expressed as % of untreated cell population (=100%). Results are means and 95% confidence intervals
(bars) of five independent experiments made in triplicate. Statistically significant differences (one-factor ANOVA analysis) between MTT uptakes in MCF10A

and MCF10A/HER2 cells are shown ('P<0.01). Statistical tests were two-sided.

system for analyzing the effects of the expression of specific
cancer- and chemoresistance-related genes (e.g., HER2) in a non-
transformed, near diploid, spontaneously immortalized genetic
background (5-7). In addition to naturally expressing very low
levels of HER2, MCF10A cells constitutively express high levels
of EGFR and are dependent on EGF for optimal growth. Hence,
overexpression of HER?2 in these cells recapitulates the common
clinical situation of HER1 and HER?2 co-overexpression, and
with the addition of EGF, the paracrine/autocrine stimulation
of HER receptors-driven oncogenic signaling is also recapitu-
lated. MCFI10A cells acquire both an in vitro transformed and
an in vivo tumorigenic phenotype following transfection with
appropriate vectors containing the HER2 gene (5-8).

We employed MCF10A cells that were engineered to
overexpress the wild-type form of human HER?2 by retroviral
infection, thus avoiding undesirable clone-related effects
(Fig. 1, left). When HER2-specific ELISA assays were used
to quantitatively measure the change in the concentration of
the HER2 protein following retroviral infection and stable
selection, empty vector-transduced MCF10A/pBABE cells
and MCF10A/HER2 cells were found to express 60 ng
of HER2 mg protein™ and 2,200 ng of HER2 mg™ protein,
respectively (8). Of note, the retrovirally driven upregula-
tion of HER2 in MCF10A/HER?2 cells can be considered to
constitute bona fide HER2 overexpression because the HER2
protein levels are comparable to or greater than those found
in cancer cell lines that naturally exhibit HER2 gene ampli-
fication and HER?2 protein overexpression [e.g., >900 HER2
ng/mg protein in SKBR3 and BT-474 breast carcinoma cell
lines (9)]. More importantly for this study, the half-maximal

inhibitory concentration (ICs,) of Ctx was as low as 25 ug/
ml in the parental MCF10A cells (Fig. 1C, right). However, in
equivalent dose-response, MTT-based cell viability analyses of
Ctx-treated MCF10A/HER?2 cells, the ICs, value for viability
was not reached, even at doses as high as 200 yg/ml (Fig. 1,
right).

Acquired (secondary) resistance to Ctx is accompanied by tran-
scriptional upregulation of HER2 overexpression in squamous
cell carcinoma cells. Since predictors of efficacy in non-small
cell lung carcinomas, in which KRAS mutations do not predict
Ctx efficacy, and in head and neck squamous cell carcinomas
with intact KRAS signaling are also lacking, we propose that
our recently established pre-clinical models of EGFR gene-
amplified wild-type KRAS A431 squamous cell carcinoma, in
which cells are chronically adapted to grow in the presence of
Ctx (10-12), could be used to determine if the HER?2 expression
status is significantly altered during and/or after treatment with
Ctx. We first performed real-time (kinetic) RT-PCR analyses
to quantitatively track the transcriptional evolution of the entire
family of HER receptors [i.e., EGFR (HER1), HER2, HER3,
and HER4] during Ctx-induced deactivation of the EGFR/RAS/
MAPK pathway. Analyzing the changes in the gene expression
profiles of the HER1/-2/-3/-4 receptors during acute (i.e., 6 h)
treatment with Ctx revealed that Ctx treatment significantly
increased HER2 mRNA expression by ~3-fold (Fig. 2A, left).
An equivalent upregulation of HER3 mRNA (3-fold) was
observed in response to acutely added Ctx. The expression
status of EGFR (HER1) at the mRNA level remained unaltered
following Ctx exposure. HER4 expression was not detectable
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Figure 2. (A) HER2 expression is transcriptionally upregulated in SCC cells with acquired resistance to Ctx. Image shows the mean fold changes (columns)
in expression of the target genes relative to internal control gene 6 h after treatment with 100 g/ml Ctx calculated by using the 222 method as described in
Materials and methods. (B) Acquired resistance to Ctx in SCC cells is reversed by the mono-HER?2 inhibitor trastuzumab. Ctx-responsive A431 parental cells
and their derivatives with acquired resistance to Ctx were cultured for 5 days in the absence or presence of Ctx (100 pg/ml), lapatinib (Lpt; 1 y#mol/l) and/or
trastuzumab (Tzb; 100 pg/ml), as specified. Cell viability was measured with the MTT uptake assay and expressed as % of untreated cell population (=100%).
Results are means (columns) and 95% confidence intervals (bars) of five independent experiments made in triplicate. Statistically significant differences (one-
factor ANOVA analysis) between MTT uptakes in treated and untreated control cells are shown ("P<0.01). Statistical tests were two-sided.

by RT-PCR in A431 cells (data not shown). Using pre-clinical
models of acquired Ctx resistance, which were developed in
our laboratory by chronically adapting A431 cells to grow in
the continuous presence of Ctx for a minimum of 6 months
(10-12), we observed that mRNA levels of HER2 and HER3
were drastically upregulated by ~7- and 8-fold, respectively,
in one of the Ctx-unresponsive pooled A431 cell populations
(Fig. 2A, left). Upregulations in the HER2 and HER3 mRNA
levels of >4-fold were detected in a second pooled population
of Ctx-resistant A431 cells (data not shown). Notably, this
upregulation in the HER2 and HER3 mRNA levels remained
unaltered in response to Ctx challenge (Fig. 2A, left).

Co-exposure to the anti-HER2 monoclonal antibody trastu-
zumab reverses acquired resistance to Ctx in squamous
cell carcinoma cells. ELISA-based determination of HER2

expression confirmed that the HER2 protein is significantly
upregulated in A431 cells once resistance to Ctx is acquired
(Fig. 2A, right). However, ELISA experiments showed that the
changes in expression of the HER2 protein do not match the
more prominent upregulation of HER2 at the mRNA level.
Although the ultimate molecular mechanism underlying this
lack of correlation between the increase in HER2 mRNA
levels (up to 7-fold) and the smaller increase in HER2 protein
expression (~2-fold) is unclear, we evaluated the functional
activity of the transcriptionally upregulated HER2 protein
and its causal relationship with the acquisition of resistance
to Ctx (Fig. 2B, left). When we added the dual HERI/HER?2
TKI lapatinib (Tykerb) to the culture medium of Ctx-resistant
A431 cells already containing cetuximab (to simulate the
treatment progression used in the clinic), we observed that
Ctx-resistant A431 squamous cancer cells not only retained
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lapatinib sensitivity but were slightly more sensitive than
Ctx-naive A431 parental cells to the growth-inhibitory effects
of lapatinib (Fig. 2B, right). This suggests an increase in HER2
signaling in Ctx-resistant cells, which was confirmed using the
mono-HER?2 inhibitor trastuzumab (Herceptin). While HER1
(EGFR)-dependent A431 parental cells were also refractory
to trastuzumab-induced blockade of HER2, a reduction of
~50% in MTT dye uptake, which correlates with cell viability,
was observed in trastuzumab-treated Ctx-resistant A431 cells
(Fig. 2B, right). We believe that these qualitative and quantita-
tive differences in the antitumor efficacy of trastuzumab are a
direct consequence of the pro-survival function driven by the
transcriptional upregulation of HER2 in EGFR-positive A431
cells that have acquired resistance to Ctx.

Discussion

Our current findings reveal that EGFR-positive, KRAS wild-
type cancer cells with acquired resistance to Ctx can become
addicted to HER2-driven signaling and can therefore benefit
from subsequent treatment with the anti-HER2 monoclonal
antibody trastuzumab, providing a rationale for the use of
HER?2-targeted therapies in the presence of Ctx resistance. This
phenomenon should be taken into account during the design
of studies addressing the role of HER?2 in inherent (primary)
and acquired (secondary) Ctx resistance and for developing
strategies for testing Ctx in combination with HER?2 inhibitors
such as trastuzumab in the absence of HER2 amplification.
The benefits of adjuvant trastuzumab may not be limited to
patients with HER2 gene amplification (13,14), and trastu-
zumab efficiently triggers receptor-enhanced chemosensitivity
(REC) when combined with chemotherapy in cell lines with
low-to-intermediate HER2 expression, i.e., without HER2
overexpression (15,16). Moreover, trastuzumab may work by
targeting cells with tumor-propagating properties; such cells,
notably, are enriched in Ctx-resistant pooled populations of
A431 cells (11), which have increased levels of HER2 protein
compared with the bulk cell population, in which HER2
gene amplification is unmodified (17-19). Although this is an
in vitro study, if our current data were to be validated with
clinical samples, the threshold values for HER2 positivity may
need to be redefined for Ctx-refractory patients with wild-type
KRAS that might benefit from receiving a Ctx/trastuzumab
combination. Theoretically, the guidelines regarding trastu-
zumab administration would then need to include more
Ctx-refractory cases than those selected based solely on the
presence of HER2 gene amplification.
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Abstract

Molecular mechanisms other than activating KRAS mutations should underlie the occurrence of
weaker versus stronger responses to cetuximab (CTX) in EGFR-dependent carcinomas with either an
intact KRAS signaling or in which KRAS mutations do not predict CTX efficacy. We hypothesized that
KRAS wild-type (WT) tumor cell-line models chronically adapted to grow in the presence of CTX
could be interrogated to establish if the positive predictive value of the mRNAs coding for the EGFR
ligands amphiregulin (AR) and epiregulin (EPI) could be significantly altered during and/or after
treatment with CTX. Gene expression analyses using real-time (kinetic) RT-PCR were performed to
monitor the transcriptional evolution of EGFR ligands EGF, TGFa, AR, BTC, EPI, NRG and HB-EGF in
experimental modes induced to exhibit acquired resistance to the mono-HER1 inhibitor CTX, the
mono-HER2 inhibitor trastuzumab (Tzb) or the dual HER1/HER2 inhibitor lapatinib (LPT). Gene
expression signatures for EGFR ligands distinctively related to the occurrence of unresponsiveness to
CTX, Tzb or LPT, with minimal overlap between them. CTX’s molecular functioning largely depended
on the overproduction of the mRNAs coding for the EGFR ligands AR and EPI. Thus, a dramatic down-
regulation of AR/EPI mRNA expression occurred upon loss of CTX efficacy in EGFR-positive tumor
cells with an intact regulation of RAS signaling. Unlike KRAS mutations, which are informative of
unresponsiveness to CTX solely in mCRC, our hypothesis-generating data suggest that expression
status of AR and EPI mRNAs might be evaluated as dynamic predictors of response in KRAS WT
patients receiving any CTX-based therapy.
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ABSTRACT: A straightforward methodology for the synthesis
of conjugates between a cytotoxic organometallic
ruthenium(II) complex and amino- and guanidinoglycosides,
as potential RNA-targeted anticancer compounds, is described.
Under microwave irradiation, the imidazole ligand incorpo-
rated on the aminoglycoside moiety (neamine or neomycin)
was found to replace one triphenylphosphine ligand from the
ruthenium precursor [(1°-p-cym)RuCl(PPh;),]", allowing the assembly of the target conjugates. The guanidinylated analogue
was easily prepared from the neomycin-ruthenium conjugate by reaction with N,N’-di-Boc-N"-triflylguanidine, a powerful
guanidinylating reagent that was compatible with the integrity of the metal complex. All conjugates were purified by
semipreparative high-performance liquid chromatography (HPLC) and characterized by electrospray ionization (ESI) and
matrix-assisted laser desorption—ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) and NMR spectroscopy. The
cytotoxicity of the compounds was tested in MCF-7 (breast) and DU-14S (prostate) human cancer cells, as well as in the normal
HEK293 (Human Embryonic Kidney) cell line, revealing a dependence on the nature of the glycoside moiety and the type of cell
(cancer or healthy). Indeed, the neomycin—ruthenium conjugate (2) displayed moderate antiproliferative activity in both cancer
cell lines (ICs, ~ 80 uM), whereas the neamine conjugate (4) was inactive (ICs, &~ 200 uM). However, the guanidinylated
analogue of the neomycin—ruthenium conjugate (3) required much lower concentrations than the parent conjugate for equal
effect (ICgy = 7.17 uM in DU-14S and ICg, = 11.33 uM in MCF-7). Although the same ranking in antiproliferative activity was
found in the nontumorigenic cell line (3 > 2 > 4), IC, values indicate that aminoglycoside-containing conjugates are about 2-
fold more cytotoxic in normal cells (e.g,, ICgy = 49.4 uM for 2) than in cancer cells, whereas an opposite tendency was found
with the guanidinylated conjugate, since its cytotoxicity in the normal cell line (ICs, = 12.75 uM for 3) was similar or even lower
than that found in MCF-7 and DU-145 cancer cell lines, respectively. Cell uptake studies performed by ICP-MS with conjugates
2 and 3 revealed that guanidinylation of the neomycin moiety had a positive effect on accumulation (about 3-fold higher in DU-
145 and 4-fold higher in HEK293), which correlates well with the higher antiproliferative activity of 3. Interestingly, despite the
slightly higher accumulation in the normal cell than in the cancer cell line (about 1.4-fold), guanidinoneomycin—ruthenium
conjugate (3) was more cytotoxic to cancer cells (about 1.8-fold), whereas the opposite tendency applied for neomycin—
ruthenium conjugate (2). Such differences in cytotoxic activity and cellular accumulation between cancer and normal cells open
the way to the creation of more selective, less toxic anticancer metallodrugs by conjugating cytotoxic metal-based complexes such
as ruthenium(II) arene derivatives to guanidinoglycosides.
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Bl INTRODUCTION chelating ligands."”' In addition, some of the Dyson’s RAPTA

Organometallic complexes have emerged in recent years as
promising anticancer metallodrugs, which could well overcome
cisplatin and platinum-related analogues’ disadvantages, mainly
toxicity and drug resistance in cancer cells.'™ Among them,
ruthenium(II) complexes bearing a 7-bonded arene ligand are

compounds containing pta ligand have shown antimetastatic
activity.'"'? Their so-called “piano-stool” geometry includes an

arene unit that stabilizes the ruthenium +2 oxidation state and
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Scheme 1. Structure of the Amino(guanidino)glycosides and Their Ruthenated Conjugates

HHR!
R=0OH R'=1 Maamyai &
HEO o2 R O R h Fuanidi in B
o ] . s R} LARIGNONRQREGIn
RiNH L MR xf TN
T | é’ B=H Lonjugste 2
. . i )
______ o _[ PRI RPN earjunate 3
PRI T e
PPy
R=0H Meamine
ikl
noy -0 "4
T e
£ .
U B o g o -CHy ) 05
[ S I CONH-{CHy)p O
o334 ﬁ‘F‘“a corugate 4

confers hydrophobicity on the global metal complex, as well as
mono- or bidentate ligands, including one or two leaving
groups. In most cases, the release of labile chlorido ligands is
triggered inside the cell nucleus by the low chloride
concentration (4 mM vs ~100 mM in extracellular fluids),
allowing for the generation of the activated aqua species that
possess the capacity to react with the biological target.'>'*

Ruthenium offers several advantages over platinum com-
pounds, including reduced toxicity and the possibility of
controlling the shape and the chemical and pharmacological
properties of the complex by the adequate selection of the
arene and the ligands at the “legs” of the “piano-stool”
structure.'>'® Moreover, modification of the nonleaving ligands
allows the metal complex to be anchored to a “tumor-targeting
device” such as receptor-binding peptides, folic acid, or
estrogens.'”>* This targeted strategy has a tremendous
potential in the development of more efficient, less toxic,
selective metallodrugs in chemotherapy because receptors for
these carrier molecules are overexpressed in the membrane of
tumoral cells.>>~**

Another strategy to improve efficiency of a metal-based drug
is to increase its affinity with its ultimate biological target. This
strategy has been explored mainly with platinum complexes
through the covalent attachment to compounds with high
affinity for DNA (minor groove binders or intercalators) or to
synthetic oligonucleotides or peptide nucleic acids comple-
mentary to specific DNA sequences.”® The cytotoxicity of
ruthenium(II) arene complexes, like that of platinum
compounds, has been attributed mainly to the binding of
their aquation products to DNA.”® However, these complexes’
interaction with other potential cellular competitors such as the
tripeptide glutathione cannot be ruled out, since they are
present in large intracellular concentrations and are responsible
for the detoxification of heavier transition metals.*® In fact,
recent studies have revealed that DNA is not always the
primary target for some ruthenium anticancer compounds and
that they actually bind more strongly to proteins or enzymes
than to DNA.**' Hence, it seems important not only to
develop efficient targeting strategies to deliver metallodrugs
selectively into cancer cells, but also to direct them toward a
particular biological target.

Although, traditionally, metal-based drugs have been
designed to target DNA, in therapeutic terms, RNA offers
several advantages over DNA as a drug target, since it is
involved in many cellular processes, from the regulation of gene
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expression to protein synthesis.*>™* In addition, like proteins,
RNA adopts complex three-dimensional structures that can be
exploited to design specific small molecules to modulate its
functions.**>® In recent years, microRNAs (miRNAs) have
also emerged as new therapeutic targets for cancer therapy
since the abnormal expression of these noncoding small RNAs
is associated with the pathogenesis of human cancer.***" Like
other RNAs, miRNA precursors adopt secondary structures
that can be targeted with small molecules, to interfere with
miRNA maturation and, for instance, to manipulate miRNA
levels.*"*>

With the aim of developing new metal-based anticancer
drugs that could act at the level of RNA, we focused on the
conjugation of ruthenium(Il) arene complexes with small
molecules that had the capacity to recognize selectively RNA
over DNA or proteins. Aminoglycoside antibiotics are possibly
the most commonly studied RNA ligands,******** since they
have a relatively high affinity with RNA structures and are able
to discriminate A-type from B-type duplexes.**** Apart from
their selectivity for RNA, aminoglycosides possess several
amino functions that are mostly protonated under physiological
conditions, which would confer some drug-like properties on
the metal complex, such as aqueous solubility. However,
aminoglycoside antibiotics are known to have a more inefficient
uptake by eukaryotic than by prokaryotic cells.*® This problem
has been solved by replacing their amine functions with
guanidinium groups to generate guanidinoglycosides,*® since
these derivatives have higher efficient uptake by eukaryotic cells
than their aminoglycoside precursors.” In fact, guanidinylated
neomycin is known to transport bioactive, high molecular
weight cargo into the interior of cells."”™* Like naturally
occurring aminoglycosides, guanidinoglycosides bind RNA over
DNA preferentially, but they have shown higher binding affinity
and selectivity against several RNA targets.%’50 This strategy
was first explored by Tor and collaborators by conjugating a
platinum(II) complex with neomycin B and guanidinoneomy-
cin B.*! The fact that these compounds were able to selectively
cross-link an RNA structure derived from HIV Rev Response
Element demonstrated that therapeutically relevant RNA
structures could be targeted with metal complexes by using
the appropriate glycoside.

Herein, we describe for the first time the synthesis,
characterization, cellular uptake and antiproliferative activity
of conjugates between a ruthenium(II) arene complex, [(17°p-
cym)RuCl(Im-BzCOOMe) (PPh;)]* (1),** where Im-
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BzCOOMe refers to the methyl ester of the 4-(1H-imidazol-1-
yl)benzoic acid, and neomycin B (2), guanidinoneomycin B
(3), and neamine (4) (Scheme 1). In all cases, the metal
complex was attached to the amino- or the guanidinoglycoside
through the phenyl ring linked to the imidazole ligand. The
triphenylphosphine-containing ruthenium(II) complex 1 was
recently described as a promising anticancer lead compound,
since its antiproliferative activity is comparable to that of
cisplatin in two tumoral cell lines, MCF-7 and DU-145.*
Interestingly, a direct correlation was found between the
cytotoxicity of its octreotide conjugate and the level of
expression of the receptors for this peptide in the membrane
of tumoral cells.**

H MATERIALS AND METHODS

General Procedures. Unless otherwise stated, common
chemicals and solvents (high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) grade or reagent grade quality) were purchased
from commercial sources and used without further purification.
Peptide grade DMF was from Scharlau. Milli-Q water was
directly obtained from a Milli-Q system equipped with a 5000-
Da ultrafiltration cartridge. Boc-protected amino derivative of
neomycin (5)°* and trityl- and p-methoxybenzyl-protected
amino derivative of neamine (8)** were prepared as reported
elsewhere. Metal complexes [(;°-p-cym)RuCl(PPh,),][PF]>*
and  [(1%-p-cym)RuCl(Im-BzCOOMe) (PPh,)][PF,] (1)**
were synthesized according to procedures described elsewhere.

NMR spectra were recorded at 25 °C on a Varian Mercury
400 MHz or Bruker 500 or 600 MHz spectrometer, using
deuterated solvents. Tetramethylsilane (TMS) was used as an
internal reference (6 0 ppm) for 'H spectra recorded in CDCl,
and the residual signal of the solvent (§ 77.16 ppm) for *C
spectra. For CD;OD, the residual signal of the solvent was used
as a reference.

High-resolution matrix-assisted laser desorption—ionization
time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectra were recorded on a
4800 Plus MALDI-TOF/TOF spectrometer (Applied Bio-
systems) in the positive mode, using 2,4-dihydroxybenzoic acid
as a matrix. Electrospray ionization (ESI) mass spectra (ESI-
MS) were recorded on a Micromass ZQ instrument with single
quadrupole detector coupled to an HPLC. High-resolution
electrospray mass spectra (HR ESI MS) were obtained on an
Agilent 1100 LC/MS-TOF instrument.

Analytical reverse-phase HPLC analyses were carried out on
a GraceSmart RP C 4 column (250 X 4 mm, 5 ym, flow rate: 1
mL/min), using linear gradients of 0.045% TFA in H,O
(solvent A) and 0.036% TFA in ACN (solvent B). Large-scale
purification was carried out in a Jupiter Proteo semipreparative
column (250 X 10 mm, 10 ym, flow rate: 3—4 mL/min), using
linear gradients of 0.1% TFA in H,0O (solvent A) and 0.1%
TFA in ACN (solvent B). After several runs, pure fractions
were combined and lyophilized.

A [Vydac C18]filled glass column (22 X 2 cm, 15—20 mm,
300 A) was used for medium-pressure liquid chromatography
(MPLC), using aqueous and ACN solutions containing 0.05%
TFA (flow rate: 3 mL/min). Elution was carried out by
connecting a piston pump to the mixing chamber of a gradient-
forming device and to the top of the glass column. The mixing
chamber of the gradient-forming device was the flask containing
solvent A, which was connected through a stopcock to the flask
containing solvent B. The bottom of the preparative column
was connected to an automatic fraction collector through a
UV—vis detector, which was also connected to a chart recorder
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using the appropriate ports. The column was equilibrated with
200 mL of solvent A, and 600 mL of each mobile phase was
introduced into the appropriate compartments of the gradient-
forming device.

Synthesis and Characterization of Conjugates. Boc-
Protected Imidazole-Neomycin Derivative 6. 4-(1H-Imidazol-
1-yl)benzoic acid (233 mg, 1.24 mmol) and PyBOP (643 mg,
1.24 mmol) were suspended in anhydrous DMF (8 mL) under
Ar. Upon addition of DIPEA (840 uL, 4.94 mmol), the
suspension rapidly dissolved (within S min with stirring at rt)
and acquired an intense yellow color. This solution was added
over the Boc-protected amino derivative of neomycin § (300
mg, 0.25 mmol) dissolved in anhydrous DMF (10 mL). Then,
the mixture was stirred at rt for 2 h under Ar. After evaporation
in vacuo the residue was partitioned between AcOEt (100 mL)
and H,0 (100 mL). The organic phase was taken up and
washed with H,0 (2 X 100 mL) and 10% aqueous NaHCO; (2
% 100 mL), dried over anhydrous MgSO,, and filtered, and the
solvent was removed in vacuo. Purification by silica gel flash-
column chromatography (gradient: 0—15% of MeOH in
DCM) afforded the desired product as a white solid (120
mg, 35%). Ry (10% MeOH in DCM): 0.44; HR ESI MS,
positive mode: m/z 1384.6985 (calcd mass for Cg3H,;0,NoO,s
[M + H]*: 1384.6988); HR MALDI-TOF MS, positive mode:
m/z 1406.91 (caled mass for CgH,;pNgNaO,s [M + Na]*:
1406.6806); 'H NMR (500 MHz, CD;OD) & (ppm): 823
(2H, d, ] = 8.5 Hz), 7.93 (1H, s br), 7.79 (3H, d, ] = 8.5 Hz),
7.51 (1H, s br), 5.40 (1H, s br), 5.17 (1H, ), 494 (1H, 5), 4.32
(1H, m), 424 (1H, m), 4.06 (1H, m), 3.96 (1H, m), 3.92 (2H,
m), 3.79 (1H, m), 3.75 (2H, m), 3.70 (1H, m), 3.63 (2H, m),
3.55 (3H, m), 3.50 (2H, m), 3.32 (4H, m), 3.16 (1H, m), 1.96
(1H, m), 1.41 (5SH, Boc+1H, m).

Ruthenium—Neomycin Conjugate 2. 6 (100 mg, 0.07
mmol) and [(#%p-cym)RuCl(PPh;),][PFs] (68 mg, 0.07
mmol) were introduced into a microwave reactor. After
addition of a 0.4 M LiCl solution in anhydrous DMF (217
uL, 1.2 mol equiv LiCl) and triethylamine (103 uL, 10 mol
equiv), the reaction mixture was diluted with DCM/MeOH 9:1
until a final volume of 10 mL was reached. Microwave
irradiation (40 W) was performed at 60 °C under Ar
atmosphere for 40 min with continuous magnetic stirring.
The reaction mixture was diluted with AcOEt (25 mL), and the
organic phase was washed with H,O (3 X 25 mL), dried over
anhydrous MgSO,, and filtered, and the solvent was removed in
vacuo.

The crude was treated at 0 °C with a 30% TFA solution in
DCM (10 mL) and allowed to come to rt. After 25 min at rt,
the solvent was evaporated, and the residue was redissolved in a
1:1 H,0/MeOH mixture, lyophilized, and purified by MPLC.
Pure fractions by analytical HPLC were combined and
lyophilized, affording the desired product as the trifluoroace-
tate-salt of a yellow solid (20.5 mg, 54%).

Characterization: R, = 14.6 min (analytical gradient: 0 to
100% in 30 min); HR ESI MS, positive mode: m/z 1316.4510
(caled mass for CgHg,CINGO;PRu [M]*: 1316.4502), m/z
1054.3580 (caled mass for CyHgCINgO3Ru [M-PPhy]*:
1054.3590), m/z 1018.3827 (caled mass for C,3HgNyO1;Ru
[M-CL-PPh;-H]*: 1018.3824); HR MALDLTOF MS, positive
mode: m/z 1280.473S (caled mass for CgHgNyO,3PRu [M-
CL-H]*: 1280.47). '"H NMR (500 MHz, CD;0OD) & (ppm):
8.28 (1H, Im, s), 8.05 (2H, 2Ar Ph, d, ] = 7.5 Hz), 7.53 (2H,
Im, d, ] = 7.0 Hz), 7.48—7.41 (17H, 2Ar Ph + 15Ar PPh, d, m),
6.12 (1H, Ar p-cym, d, ] = 6.0 Hz), 5.94 (1H, Ar p-cym, t, ] = 5.5
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Hz), 5.87 (1H, HI'", d, ] = 4.0 Hz), 5.76 (1H, Ar p-cym, d, ] =
6.0 Hz), 547 (1H, H1", d, ] = 5.5 Hz), 5.36 (1H, HI', 5), 5.17
(1H, Ar p-cym, d, = 6.0 Hz), 457 (1H, H3", t, ] = 4.5 Hz),
437 (1H, H4", m), 431 (1H, HS, m), 421 (1H, H4, m), 4.15
(1H, H3', m), 408397 (SH, H2" + H3"" + H4'"} + HS'"' +
1HS", m), 3.91 (1H, HS, m), 3.69—3.62 (4H, H2""' + 1HS"' +
H4' + H6, m), 3.51 (1H, H3, m), 3.44 (1H, H2', m), 3.40—3.35
(2H, 1H6' + 1H6"", m), 3.29—3.20 (3H, 1H6' + 1H6"" + HI,
m), 2.52 (1H, Pr, m), 2.45 (1H, 1H2, m), 2.08 (1H, 1H2, m),
1.77 (3H, CH,, m), 1.20 (3H, CH, 'Pr, d, ] = 6.5 Hz), 1.17 (3H,
CH, 'Pr, d, ] = 6.5 Hz).

Ruthenium—Guanidinoneomycin Conjugate 3. The tri-
fluoroacetate salt of conjugate 2 (2 mg, 0.95 umol) was
dissolved in methanol (1 mL) and reacted with N,N’-di-Boc-
N’-triflylguanidine (78 mg, 0.20 mmol) and triethylamine (140
uL, 1 mmol) for 20 days at rt under an Ar atmosphere. After
evaporation in vacuo, the residue was treated with a 1:1 TFA/
DCM mixture and stirred for 4 h at room temperature. The
reaction mixture was concentrated under vacuum, and after
several coevaporations from toluene, the crude was dissolved in
0.1% trifluoroacetic acid in water and lyophilized. Purification
by analytical HPLC afforded the TFA salt of conjugate 3 as a
yellow solid (0.77 mg, 34%).

Characterization: R, = 17.0 min (analytical gradient: 0 to
100% in 30 min); HR ESI MS, positive mode: m/z 784.7942
(caled mass for Cg;HgsCIN,,0,3PRu [M + H]*": 784.7946). 'H
NMR (600 MHz, D,0) & (ppm): 7.93 (1H, s), 7.87 (1H, s),
7.78=7.75 (2H, m), 7.48 (1H, d, ] = 8.4 Hz), 7.33—7.23 (17H,
m), 5.97 (1H, Ar p-cym, d, ] = 6.0 Hz), 5.68 (1H, HI'", m),
5.67 (lH,;Ar p-cym, m), 5.64 (1H, Ar p-cym, d, ] = 6.0 Hz), 5.07
(1H, H1”, m), 5.04 (1H, Ar p-cym, d, ] = 6.0 Hz), 491 (1H,
HI', m), 430—4.24 (2H, m), 401-3.90 (3H, m), 3.70—-3.59
(3H, m), 3.54—3.30 (10H, m), 3.26—3.16 (2H, m), 3.05—2.98
(2H, m), 2.30 (1H, 'Pr, sp, ] = 6.5 Hz), 1.63 (3H, CHj, s), 1.50
(1H, 1H2, q, ] = 12 Hz), 1.11 (1H, 1H2, t, ] = 7.2 Hz), 0.98
(3H, CH, 'Pr, d, ] = 6.5 Hz), 0.93 (3H, CH, 'Pr, d, ] = 6.5 Hz).

(Trt),(PMB)s-Protected Imidazole—Neamine Derivative 9.
4-(1H-Imidazol-1-yl)benzoic acid (54 mg, 0.29 mmol) and
PyBOP (149 mg, 0.29 mmol) were suspended in anhydrous
DMF (1 mL) under Ar. On addition of DIPEA (194 uL, 1.14
mmol), the suspension rapidly dissolved (within S min with
stirring at rt) and acquired an intense yellow color. This
solution was added over the (Trt),(PMB);-protected amino
derivative of neamine 8 (100 mg, 0.057 mmol) dissolved in
anhydrous DMF (3 mL). Then, the mixture was stirred at rt for
2 h under Ar. After evaporation in vacuo the residue was
partitioned between AcOEt (10 mL) and H,O (10 mL). The
organic phase was taken up and washed with H,0 (2 X 10
mL), brine (1 X 10 mL), and 10% aqueous NaHCO; (1 X 10
mL), dried over anhydrous MgSO,, and filtered, and the
solvent was removed in vacuo. Purification by silica gel flash-
column chromatography (gradient: 0—-20% of MeOH in
DCM) afforded a white solid (33 mg) that corresponds to
the desired product. However, 9 was slightly contaminated with
tris(pyrrolidin-1-yl)phosphine oxide according to the 'H NMR
spectrum (overall yield of 9: 39.3%). Ry (10% MeOH in
DCM): 0.4S; HR ESI MS, positive mode: m/z 1920.959S
(caled mass for CisH,6N,0;0 [M + H]": 1920.9566), m/z
1678.8498 (caled mass for C,H;;,N,0,y [M-Trt + HJ*:
1678.8470), m/z 1436.7402 (calcd mass for CoHogN,O ;¢ [M-
2Trt + H]*: 1436.7375); 'H NMR (400 MHz, CDCL) §
(ppm): 7.91 (1H, m), 7.85 (2H, m), 7.68 (6H, m), 7.45 (1H,
m), 7.43 (1H, m), 7.38 (9H, m), 7.30 (17H, m), 7.25 (1H, m),
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723 (2H, m), 7.15 (6H, m), 7.08 (5H, m), 7.00 (12H, m), 6.90
(8H, m), 6.64 (8H, m), 5.30 (1H, s), 4.51 (4H, m), 4.23 (1H,
d, J = 10.4 Hz), 4.08 (1H, m), 3.78 (3H, s), 3.76 (3H, s), 3.73
(1H, m), 3.69 (3H, s), 3.55 (2H, m), 3.35 (3H, m), 3.06 (1H,
s), 2.82 (3H, m), 2.65 (1H, m), 2.55 (1H, m), 2.44 (2H, m),
221 (2H, m), 148 (SH, m), 1.26 (9H, m). **signals in the
spectrum from tris(pyrrolidin-1-yl)phosphine oxide: 3.15 ppm
(10H, m) and 1.81 ppm (10H, m).

Ruthenium—Neamine Conjugate 4. 9 (33 mg, 0.017
mmol) and [(#°p-cym)RuCl(PPh,),][PF¢] (24 mg, 0.026
mmol) were dissolved in a 9:1 mixture of DCM/EtOH (1 mL)
in a microwave reactor. After addition of a 0.4 M LiCl solution
in anhydrous DMF (78 uL, 1.8 mol equiv LiCl) and
triethylamine (25 uL, 10 mol equiv), the reaction mixture
was irradiated (40 W) at 60 °C under Ar atmosphere for 1 h
with continuous magnetic stirring. The reaction mixture was
diluted with AcOEt (10 mL) and washed with H,0 (3 x 10
mL) and brine (3 X 10 mL), dried over anhydrous MgSO,,
filtered, and evaporated in vacuo.

The crude was dissolved in a 1:1 mixture of TFA/anisole (25
mL) under argon. After stirring at rt for 15 h, MeOH (50 mL)
was added and evaporated in vacuo. The resulting oil was
partitioned between DCM (50 mL) and Milli-Q water (S0
mL), and the aqueous phase was taken up and washed with
DCM (2 X S0 mL) and lyophilized. Purification by
semipreparative. HPLC (gradient 0 to 100% in 30 min)
afforded the TFA salt of 4 as a yellow solid (13.4 mg, 46%).

Characterization: R, = 17.5 min (analytical gradient: 0—100%
in 30 min); HR ESI MS, positive mode: m/z 1124.4146 (calcd
mass for CygHo,CIN,O,PRu [M]*: 1124.4119); HR MALDI-
TOF MS, positive mode: m/z 1090.5 (caled mass for
Cy6H3N,0,PRu [M-CI-H]": 1088.43). 'H NMR (500 MHz,
CD;0D) & (ppm): 8.26 (1H, Ar Im, m), 7.98 (2H, 2Ar Ph, d, |
= 9.0 Hz), 7.53 (2H, Ar Im, dt, ] = 6.0 Hz, J' = 1.5 Hz), 7.48—
7.39 (17H, 2Ar Ph + 15H Ar PPh;, m), 6.10 (1H, Ar p-cym, dd,
J=6.0Hz,]' =1.0Hz), 5.94 (1H, Ar p-cym, dd, J = 6.0 Hz, |
1.5 Hz), 5.84 (1H, HI', d, ] = 3.5 Hz), 5.75 (1H, Ar p-cym, dd, |
= 6.0 Hz, ] = 1.0 Hz), 5.17 (1H, Ar p-cym, dt, ] = 6.0 Hz, '
1.5 Hz), 4.14 (1H, H4, m), 407 (3H, HS' + H3' + 1H CH,-
NH, m), 3.76 (1H, 1H CH,-NH, m), 3.60—3.54 (2H, H5 + H6,
m), 349 (1H, H3, m), 3.42—3.35 (SH, 1H6' + H4' + H2' +
CH,-0, m), 3.26—3.19 (2H, 1H6' + H1, m), 2.50 (1H, 'Pr, qt, |
=7 Hz),2.39 (1H, 1H2, dt, ] = 12 Hz, J' = 4.0 Hz), 1.99 (1H,
1H2, q J = 12 Hz), 1.76 (3H, CH,, s), 1.66 (4H, NH—CH,-
CH,-CH,-CH,-CH,, m), 1.43 (4H, NH—CH,-CH,-CH,-CH,-,
m), 119 (3H, CH, 'Pr, d, J = 7 Hz), 1.16 (3H, CH; Pr, d, ] = 7
Hz).

Cytotoxicity Assays in Cancer Cell Lines. The
cytotoxicity of the conjugates and of the control compounds
was determined by the MTT assay in the breast cancer MCF-7
cell line and the prostate carcinoma DU-145 cell line, as well as
in human embryonic kidney 293 (HEK293) nontumoral cells.
Aliquots of 4000 DU-143, 3500 MCF-7, and 6000 HEK293
cells were seeded onto flat-bottomed 96-well plates. Twenty-
four hours later, the cells were treated for 72 h with the
compounds at concentrations ranging from 0 M to 250 uM.
After removal of the treatment, the cells were washed with PBS
and incubated for 3 additional hours with 100 uL of fresh
culture medium together with 10 uL of MTT (Sigma-Aldrich).
The medium was discarded, and DMSO (Sigma-Aldrich) was
added to each well to dissolve the purple formazan crystals.
Plates were shaken at room temperature for 2 min, and the
absorbance of each well was determined on a multiscan plate
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Scheme 2. Synthesis of the Ruthenium—Neomycin and Ruthenium—Guanidinoneomycin Conjugates
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reader (ELX800, Biotek, Winooski, USA) at a wavelength of
570 nm. Three replicates were used in each experiment. For
each treatment, cell viability was determined as a percentage of
the control untreated cells, by dividing the mean absorbance of
each treatment by the mean absorbance of the untreated cells.
The concentration that reduces cell viability by 50% (ICs,) was
established for each compound.

Ruthenium Accumulation in Cancer Cells. For
ruthenium cell uptake studies, 1.5 X 10° DU-145 or HEK293
cells were plated in 100 mm Petri dishes and allowed to attach
for 48 h. Next, the plates were exposed to compounds 1-3 at a
concentration corresponding to a fifth of their ICy, (DU-145:
1.3 uM for 1, 17 uM for 2, and 1.4 uM for 3; HEK293: 0.5 uM
for 1, 10 uM for 2, and 2.4 uM for 3). Additional plates were
incubated with medium alone as negative control. After 24 h
incubation, the cells were rinsed three times with cold PBS and
harvested by trypsinization. The number of cells in each sample
was counted manually in a hemocytometer using the Trypan
Blue dye-exclusion test. Then the cells were centrifuged to
obtain the whole cell pellet for ICP-MS analysis. All
experiments were conducted in triplicate.

ICP-MS Analysis. The whole cell pellets were dissolved in
400 pL of concentrated 60% v/v nitric acid, and the samples
were then transferred into Wheaton v-vials (Sigma-Aldrich) and
heated in an oven at 373 K for 18 h. The vials were then
allowed to cool, and each cell sample solution was transferred
into a volumetric tube and combined with washings with Milli-
Q water (1.6 mL). Digested samples were diluted 10 times with
Milli-Q to obtain a final HNO; concentration of approximately
1.2% v/v. Ruthenium content was analyzed on an ICP-MS
Perkin-Elmer Elan 6000 series machine at the Centres
Cientifics i Tecnologics of the University of Barcelona. The
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solvent used for all ICP-MS experiments was Milli-Q water
with 1% HNO;. The ruthenium standard (High-Purity
Standards, 1000 pug/mL + S pg/mL in 2% HCI) was diluted
with Milli-Q water to 100 ppb. Ruthenium standards were
freshly prepared in Milli-Q water with 1% HNO; before each
experiment. The concentrations used for the calibration curve
were in all cases 0, 1, 2, S, and 10 ppb. The isotope detected
was 'Ry, and readings were made in triplicate. Rhodium was
added as an internal standard at a concentration of 10 ppb in all
samples.

B RESULTS

Synthesis and Characterization of Ruthenium-Amino-
(Guanidino)Glycoside Conjugates. Conjugation of the
ruthenium complex to neomycin B was planned through the
$”-OH, since this primary hydroxyl group can be regioselec-
tively converted to amino group, allowing the attachment of the
imidazole ligand via an amide bond formation. In addition, this
modification does not alter the number of chargeable groups
that are essential for RNA binding and cell uptake. First, 4-(1H-
imidazol-1-yl)benzoic acid was coupled with the Boc-protected
amino derivative of neomycin®* (5, Scheme 2) by using PyBOP
as a coupling reagent in anhydrous DMF for 2 h at rt in the
presence of DIPEA. The metal complex was assembled on the
imidazole-derivatized neomycin (6) by reaction with [(1°p-
cym)RuCl(PPh,),][PF4] (1 mol equiv) in the presence of LiCl
(1.2 mol equiv) and NEt; (10 mol equiv) in a DMF/EtOH 9:1
mixture for 40 min at 60 °C under microwave irradiation.
Reversed-phase HPLC analysis of the deprotected crude (30%
TFA in DCM, 25 min rt) showed the presence of a main peak,
which was isolated and characterized by MS as the expected
conjugate 2. Hence, as previously found with imidazole-
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Figure 1. 'H NMR spectra of conjugate 2 (A) in CD,0D, showing the region between 4.5 and 8.5 ppm. Expanded ESI mass spectrum of the

molecular peak of 2 ([M]*), experimental (B) and calculated (C).

Scheme 3. Synthesis of the Ruthenium—Neamine Conjugate
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derivatized peptide-bound resins,** the imidazole ligand
incorporated in the aminoglycoside moiety is able to replace
one of the two PPh, ligands in [(5%-p-cym)RuCl(PPhs),]*.
However, in this case it was necessary to use microwave
irradiation to assemble the ruthenium complex, since no
evidence of the formation of the Boc-protected intermediate 7
was obtained after prolonged heating (24 h) at S0 °C. After
purification by reversed-phase medium-pressure liquid chroma-
tography, the trifluoroacetate salt of conjugate 2 was obtained
as a yellow solid (overall yield from 6: 54%) that was
unambiguously characterized by mass spectrometry and NMR
spectroscopy.

High-resolution ESI MS analysis of the neomycin-ruthenium
conjugate 2 afforded an m/z value that was consistent with the
calculated value of the monocharged species ([M]*) and with
the expected isotopic distribution of ruthenium (Figure 1). In
addition, 2 was fully characterized by "H NMR spectroscopy by
using 1D and 2D experiments (COSY and TOCSY). The
region of the '"H NMR spectra between 5.0 and 8.5 ppm is
shown in Figure 1, where signals from the ruthenium complex
(p-cymene, imidazole, and PPh; ligands) and from the
aminoglycoside moiety (anomeric H1’ protons) are indicated.
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Our next objective was the synthesis of the guanidinylated
analogue of the neomycin-ruthenium conjugate (compound 3
in Scheme 1), which was planned by using N,N'-di-Boc-N"-
triflylguanidine, a powerful guanidinylating reagent usually
employed in the preparation of guanidinoglycosides.>
Conjugate 2 was dissolved in methanol and reacted with a
large excess of N,N'-di-Boc-N"-triflylguanidine (200 mol equiv)
in the presence of triethylamine (1000 mol equiv) at RT under
an Ar atmosphere (Scheme 2). The reaction was very slow,
especially the incorporation of the sixth guanidinium group, as
followed by ESI MS analysis. Once the reaction reached
completion (about 20 days), the Boc-protected guanidino
conjugate was treated with a TFA/DCM mixture (1:1) for 4 h
at RT. Reversed-phase HPLC analysis revealed the presence of
a main peak, which was isolated and characterized by high-
resolution MS and NMR as the expected conjugate 3 (overall
yield from 2: 34%). It is interesting to note that the ruthenium
complex remained unaltered during the prolonged reaction
time, which accounts for its high stability in solution (see
below).

One of the main problems of aminoglycoside antibiotics is
their inherent toxicity, usually nephrotoxicity or ototoxicity,
which are associated with nonspecific electrostatic binding to

dx.doi.org/10.1021/mp300723b | Mol. Pharmaceutics 2013, 10, 1964—1976
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Table 1. Sensitivity of Tumor MCF-7 and DU-145 Cells and of Nontumorigenic HEK293 Cells to Cisplatin, Compounds 1—4

and Control Amino(guanidino)glycosides”

ICyy (uM)/cell lines

compound MCE-7
cisplatin 3.04 £ 025
ruthenium complex 1 3.99 + 145
Ru-neomycin conjugate 2 84.67 + 5.13

Ru-neamine conjugate 4

neomycin or neamine >250
Ru-guanidinoneomycin conjugate 3 11.33 + 2.56
guanidinoneomycin >250

200.75 £ 15.7§

DU-145 HEK293
3.10 + 0.00 4.63 + 1.60
648 + 0.54 2.50 + 0.71
84.63 + 15.87 49.40 + 17.25
221.67 + 3.33 125.00 + 2.02
>250 >250
7.17 £ 0.29 12.75 + 1.32
>250 >250

“The concentration of the compounds that inhibits cells viability by 50% (ICs,) after 72 h was determined by means of the MTT assay. Each value

represents the mean of three independent experiments + standard error.
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Figure 2. Cytotoxic effect of compounds 1—3 in the DU-145, MCF-7, and HEK293 cell lines. Cells were treated for 72 h with the indicated
concentrations of each compound. Cell viability was determined by the MTT assay. Each point in the graphs represents the mean of three

independent experiments + SD.

RNA.** To minimize these problems, we selected the
pseudodisaccharide known as neamine (Scheme 1), because a
reduction in the number of amino groups in the aminoglyco-
side scaffold usually gives less toxic compounds. This smaller
aminoglycoside is still an attractive starting molecule, since it
incorporates rings I and II of most naturally occurring
aminoglycosides, such as neomycin B, which are important
structural motifs in the recognition of RNA targets, including
rRNA, RRE, and TAR RNA. Hence, our next objective was the
synthesis of the neamine-ruthenium conjugate (4) by the
optimized procedure used for the preparation of the neomycin
analogue 2.

The attachment of the metal complex was planned through
the S-hydroxyl group of the 2-deoxystreptamine ring (Scheme
1), since the use of trityl protective groups for the amino
functions allows the regioselective protection of all hydroxyl
functions with 4-methoxybenzyl groups, except that located at
the S-position.”® Again, the required imidazole-derivatized
neamine (9) was obtained by reaction between 4-(1H-
imidazol-1-yl)benzoic acid and the (Trt),(PMB);-protected
amino derivative of neamine (8) by using PyBOP as a coupling
reagent (Scheme 3). The metal complex was assembled on the
imidazole ring by reacting 9 with [(#°p-cym)RuCl(PPhs),]-
[PF(] in the presence of LiCl and NEt; in a DMF/EtOH 9:1
mixture for 1 h at 60 °C under microwave irradiation. In this
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case, deprotection was achieved by treatment of the crude with
a 1:1 mixture of TFA/anisole under Ar for 15 h at RT.
Purification by semipreparative HPLC afforded the TFA salt of
conjugate 4 as a yellow solid (yield from 9: 46%), which was
fully characterized by high-resolution ESI and MALDI-TOF
MS and NMR.

Studies on the Activation of the Ruthenium Complex
in Conjugates 2 and 3. Since the cytotoxic activity of most
metallodrugs is intimately related to their hydrolysis behavior in
aqueous media, prior to cytotoxicity studies we wanted to
assess whether hydrolysis of the Ru—Cl bond occurs when the
ruthenium complex is conjugated to the glycoside carrier. This
process is known to facilitate the interaction of the metal with
the biological target (e.g., nucleic acids or proteins) through the
generation of monofunctional adducts on guanine nucleobases
by the activated aqua species. Although anticancer activity of
ruthenium(II) arene complexes has been attributed in most
cases to DNA ruthenation, some compounds such as 1 do not
experience aqueous hydrolysis of the Ru—Cl bond,** which
hinders the covalent interaction with the biological target.

On the basis of these precedents, the stability of conjugates 2
and 3 (Scheme 1) was investigated in aqueous solution at a
chloride concentration mimicking the typical cell nucleus (4
mM). As previously found with 1 or its peptide conjugate,”*
reversed-phase HPLC analysis together with MS revealed that
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no hydrolysis occurred in the case of the ruthenium-
(guanidino)neomycin conjugates on incubation at 37 °C for
48 h. Surprisingly, the compounds also remained unaltered
upon incubation at 37 °C for 72 h with a large excess of
glutathione (250 mol equiv) under physiologically relevant
conditions (pH 7 phosphate buffer containing 22 mM NaCl,
the cytoplasmatic concentration of chloride).”® These results
suggest that the ruthenium moiety in the amino(guanidino)-
glycoside conjugates (2—4) does not follow the typical
activation mechanisms of most organometallic anticancer
complexes (e.g., hydrolysis of the Ru—Cl bond and/or redox
activation through the participation of the tripeptide gluta-
thione).'* The presence of a bulky ligand such as
triphenylphosphine might explain this behavior, which is
different from other anticancer ruthenium(II) arene complexes
such as [(7°-biphenyl)Ru(en)CI)]*. "

Cytotoxicity in Cancer (MCF-7 and DU-145) and
Normal (HEK293) Cell Lines. Our next objective was to
evaluate the cytotoxicity of conjugates 2, 3, and 4 to determine
their potential as anticancer agents. Their antiproliferative
activity, together with that of cisplatin as positive control and
the unconjugated compounds (complex 1, neomycin, neamine,
and guanidinoneomycin), was first determined in two human
tumor cell lines, the breast cancer cell line MCF-7 and the
prostate carcinoma cell line DU-14S, by using the MTT test
that measures mitochondrial dehydrogenase activity as an
indication of cell viability (Table 1). The compounds were
screened at a wide range of concentrations (from 0 to 250 M)
to determine the concentration that inhibits cell growth by 50%
(ICgp). The compounds that did not inhibit cell growth by
more than 50% at 250 uM were considered to be inactive.
Interestingly, conjugates 2—4 were completely soluble in water.

The concentration—response curves, plotted in Figure 2,
revealed that the cytotoxic activity of conjugates 2—4 was very
dependent on the nature of the glycoside moiety in these cell
lines. As previously reported,”* the effectivity of the complex
[(17-p-cym)RuCl(Im-BzCOOMe) (PPh;)]* (1) was compara-
ble to that of cisplatin and slightly higher in MCE-7 cells than
in DU-145 cells, showing ICs, values of 3.99 + 1.45 uM and
6.48 + 0.54 uM, respectively (Table 1). Neomycin—ruthenium
conjugate 2 had moderate antiproliferative activity in both cell
lines (ICs, ~ 80), but its guanidinylated analogue (3) was
highly cytotoxic (ICg, = 11.33 + 2.56 in MCF-7 cells and ICq,
= 7.17 & 0.29 in DU-14S cells), with an ICg, value similar to
that of complex 1 in the prostate cancer cell line. However,
conjugation of the ruthenium complex to the small neamine
aminoglycoside led to a strong decrease in cytotoxic activity
(ICso~ 200). Interestingly, neither the aminoglycosides alone
(neomycin or neamine) nor guanidinoneomycin were found to
be cytotoxic (ICs, > 250).

Despite the promising anticancer activities of the ruthe-
nium—glycoside conjugates, particularly those of guanidino-
neomycin conjugate 3, an efficient targeted strategy requires
that the potential anticancer drug must be less toxic to normal
cells than to tumor cells. Otherwise, such anticancer agents
generate undesired side effects, as current platinum drugs in
clinical use do.

To assess the conjugates’ selectivity for tumor cells rather
than normal cells, we determined the cell viability of a
nontumorigenic HEK293 cell line, in the presence of
conjugates 2—4. To our surprise, ruthenium complex 1 (ICg,
= 2.50 uM) was found more cytotoxic in the normal cell line
than in the two cancer cell lines, whereas cisplatin cytotoxicity
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was similar (ICsy = 4.63 uM) (Table 1). Again, control
aminoglycosides and guanidinoneomycin were found to be
noncytotoxic (ICs, > 250). As shown in Figure 2, the
cytotoxicity of the ruthenium—glycoside conjugates against
HEK293 cells can be ranked in the following order: 3 > 2 > 4,
which reproduces the tendency found in cancer cell lines.
Interestingly, although control complex 1 and aminoglycoside—
ruthenium conjugates (2 and 4) were more cytotoxic in the
normal cell line than in both cancer cell lines, this tendency was
reversed for the guanidinylated conjugate (3), which was much
less active in HEK293 than in DU-145 cells.

Cell Uptake in DU-145 and HEK293 Cell Lines. To gain
insight into the involvement of the glycoside moiety in the
cytotoxic activity of the compounds, the cell uptake of the
control ruthenium complex (1) and of the neomycin—
ruthenium (2) and guanidinoneomycin—ruthenium (3) con-
jugates was investigated in the prostate cancer cell line and in
the normal cell line. Ruthenium accumulation (determined here
as the net effect of influx and efflux of Ru) in both cell lines was
quantified by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS)***™% after a 24 h exposure to the compounds at
equicytotoxic concentrations, which were in all cases a fifth of
their ICy, values in each cell line.

As shown in Figure 3, the intracellular level of ruthenium
after exposure to neomycin conjugate 2 (107.14 + 8.93 pmol

350
Cellular uptake

300 4
O DU-145 cells
B HEK293 cells

prmol Ruit o cells

i} , =l

(1) (2) (3)
Compound

Figure 3. Ruthenium uptake in DU-145 and HEK293 cell lines after
24 h exposure to equicytotoxic concentrations of compounds 1-3.
The ruthenium content is related to the cell number. Results are
means of three independent samples and are expressed as mean + SD.

Ru/10° cells) was substantially higher in the DU-145 cell line
than guanidinylated analogue 3 (24.10 + 0.72 pmol Ru/10°
cells) was, whereas a similar level was obtained in the HEK293
cell line for both compounds (63.75 + 8.46 pmol Ru/10° cells
for 2 and 58.02 + 3.95 pmol Ru/10° cells for 3).

On the basis of the amount of intracellular ruthenium after
exposure to compounds 1—3, the molar intracellular concen-
tration was calculated by considering the mean cellular volume,
as previously reported by Osella et al.*” The accumulation ratio
was obtained from the ratio between the intracellular
concentration and the concentration of the compounds in the
extracellular medium at the beginning of the incubation period
(ICs0/S). As shown in Table 2, the accumulation ratio of the
neomycin—ruthenium conjugate (2) was similar in both cell
lines. However, the accumulation ratio of the guanidinylated
analogue (3) was much higher than that of 2 both in the cancer
DU-14S cell line (about 3-fold) and in the nontumorigenic
HEK293 cell line (about 4-fold). Hence, these results are
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Table 2. Intracellular Ruthenium Concentrations
Determined in DU-145 and HEK293 Cells after Exposure to
Compounds 1-3 for 24 h at a Concentration That Was a
Fifth of their IC, Value”

intracellular
concentration (xM) accumulation ratio
compound/cell line DU-145 HEK293 DU-145 HEK293
ruthenium complex 1 120.40 13.82 80.29 27.64
Ru-neomycin 2 53.57 31.87 3.18 3.19
Ru-guanidinoneomycin 3 12.05 29.01 8.61 12.09

“The volume of a single cell was considered to be about 2 pL.% The
accumulation ratio®” represents the ratio between the intracellular Ru
concentration and the Ru concentration in the extracellular medium at
the beginning of the incubation period (DU-14S: 1: 1.5 uM, 2: 17 uM,
3: 1.4 uM; HEK293: 1: 0.5 uM, 2: 10 uM, 3: 2.4 uM).

consistent with the generally accepted idea that the
incorporation of guanidinium groups in a molecule facilitates
its internalization through cell membrane,** ™ such as in the
case of cell-penetrating peptides. As previously mentioned, cell
uptake studies with amino- and guanidinoglycosides had
demonstrated an approximately 20-fold internalization en-
hancement of neomycin upon guanidinylation.* In fact,
guanidinoneomycin shows similar or even better cell uptake
efficiency than some polyarginine-containing peptides,*%°~%>
which has been attributed to the semirigid preorganization of
the guanidinium groups on the glycoside core.* Accordingly,
ICP-MS accumulation studies with conjugates 2 and 3 showed
the same tendency in both cell lines, since guanidinylation of
the neomycin moiety leads to a compound (conjugate 3) with
greater accumulation than its amino precursor (conjugate 2).
Moreover, it should be noted that accumulation of the
guanidinylated analogue (3) is about 1.4-fold higher in the
normal cell than in the tumor cell, whereas 2 is accumulated at
the same ratio in both cell lines.

Regarding the parent complex (1), as shown in Figure 3, the
intracellular level of ruthenium in DU-145 cells (240.86 +
84.40 pmol Ru/ 10° cells) was much higher than in HEK293
cells (27.64 + 229 pmol Ru/10° cells). Similarly, the
accumulation ratio was about 3-fold higher in DU-145 than
in HEK293 cells (Table 2), which indicates higher accumu-
lation in the prostate cancer cell line than in the normal cell
line. In consequence, we can conclude that conjugation of the
ruthenium complex through the imidazole ligand to a
hydrophilic molecule, either neomycin or guanidinoneomycin,
leads to compounds (2 and 3) with reduced accumulation in
both cell lines, particularly in the case of conjugate 2, since the
incorporation of the guanidinium groups in the glycoside
moiety seems to ameliorate this reduction.

Finally, the fact that in all cases the intracellular
concentrations were greater than the extracellular concen-
trations indicates an active cell uptake process for all the
compounds, particularly in the case of complex 1 and, to a
lesser extent, its guanidinoneomycin conjugate 3.

H DISCUSSION

Current research efforts in metal-based anticancer complexes
have focused on the development of new compounds, with the
aim of overcoming the high toxicity and sensitivity to resistance
of platinum-based drugs in clinical use, such as cisplatin and its
analogues.'~® Organometallic complexes, in particular
ruthenium(II) arene complexes, have attracted attention
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because of their promising cytotoxic activities in several
tumor cell lines, including cisplatin-resistant cells.™? In
medicinal chemistry terms, their “piano-stool” structure allows
the optimization of lead compounds through structure—activity
relationship studies by modifying ligands around the metallic
center.'” Among such modifications, derivatization of
nonleaving ligands with a carrier molecule has tremendous
potential to generate selective, less toxic metallodrugs. The
potential of this targeted strategy is particularly promising when
metal complexes, either organometallic or classical coordination
compounds, are attached to biomolecules'”>* whose receptors
are overexpressed on the membrane of tumoral cells®~>® or to
organic molecules with high affinity with a given biological
target (proteins or nucleic acids).”® Besides improving
selectivity against cancer cells or affinity toward the ultimate
target, such modified ligands are also expected to generate
hybrid compounds with better pharmacological properties than
the original metal complex, such as aqueous solubility or
cellular uptake.

This paper reports the effect of conjugating an anticancer
ruthenium(II) arene complex (1) to amino- and guanidinogly-
cosides on the cytotoxic activity and cell uptake of the resulting
hybrid compounds in cancer and normal cells. The ultimate
aim of this project is to develop novel metal-based anticancer
compounds with reduced toxicity and side effects that might
have RNA as a final biological target. The fact that amino- and
guanidinoglycosides are known to be selective RNA binders,
might facilitate the interaction of the ruthenium moiety with
potential RNA targets involved in the pathogenesis of cancer,
such as miRNAs or their precursors (pre-miRNAs). For the
synthesis of neomycin- (2) and neamine—ruthenium con-
jugates (4), the imidazole ligand incorporated on the suitably
protected aminoglycoside moieties was reacted under micro-
wave irradiation with the complex [(;7°p-cym)RuCl(PPh;),]*
(Scheme 1). For the guanidinylated analogue of the neomycin
conjugate (3), the use of N,N'-di-Boc-N"-triflylguanidine was
found compatible with the integrity of the ruthenium moiety.
After TFA deprotection, all conjugates were isolated by
semipreparative. HPLC (overall yields: 45—55%) and fully
characterized by high resolution MS and NMR spectroscopy.

The cytotoxicity of conjugates 2—4 together with that of
cisplatin, complex 1 and control amino- and guanidinoglyco-
sides was tested in two human cancer cell lines, MCF-7 (breast)
and DU-145 (prostate), as well as in a normal cell line,
HEK293 (human embryonic kidney). As shown in Table 1, the
cytotoxic activity of the ruthenium—glycoside conjugates
against cancer and normal cells can be ranked in the following
order: 3 > 2 > 4. The fact that both natural aminoglycoside
antibiotics, neamine and neomycin, and guanidinoneomycin
were found to be noncytotoxic in all cell lines (ICs, > 250)
indicates that the anticancer activity of compounds 2—4 is
provided by the ruthenium moiety. However, an accurate
analysis of the ICj, values of the compounds reveals that, as
well as the ruthenium or the glycoside moieties, the nature of
the cell (tumoral or healthy) is another key factor to be
considered. Two important observations can be drawn when
comparing ICg, values of these compounds in the normal cell
line with those in cancer cells. On the one hand, ruthenium—
aminoglycoside conjugates (2 and 4) were more cytotoxic in
the nontumorigenic cell line than in cancer cells. Effectively,
their antiproliferative activity in HEK293 cells was increased by
about 2-fold in both cases (e.g.,, ICso ~ 80 uM for conjugate 2
in both cancer cell lines vs IC, = 49.4 uM for 2 in the normal
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cell line). On the other hand, the guanidinylated conjugate 3
was about 2-fold less cytotoxic in the healthy cell line than in
the DU-145 cell line (e.g., ICso = 12.75 uM vs ICgy = 7.17 uM,
respectively), whereas a similar ICy, value was obtained when
compared with the MCF-7 cell line (ICs, = 11.33 uM),
revealing that the response to 3 is also related to the nature of
the cancer cells. These results indicate that aminoglycoside-
containing conjugates 2 and 4 show the same behavior as their
parent ruthenium complex 1, since their cytotoxicity in normal
cells was always greater than in cancer cells. However, this
tendency was inverted with the guanidinylated analogue of the
neomycin-ruthenium conjugate, since the antiproliferative
activity of 3 in cancer cells was similar to or even higher than
in a normal cell line.

Such differences in cytotoxic activity for each compound in a
particular cell line, either normal or tumoral, could be
interpreted in terms of cell uptake and accumulation efficiency.
First, the nature of the aminoglycoside moiety seems to be an
important factor, since the cytotoxicity of the neomycin-
ruthenium conjugate (2) in the three cell lines is about 2.5-fold
higher than that of the neamine-containing conjugate (4).
Although both aminoglycosides are polycations at physiological
pH, the greater number of ammonium groups in neomycin
than in neamine (six vs four) might favor accumulation of
conjugate 2, resulting in a slightly greater antitumoral activity.
Second, the fact that the cytotoxicity of the guanidinylated
conjugate (compound 3) in the three cell lines is substantially
higher than that of the parent aminoglycoside conjugate
(compound 2) (7-fold in MCF-7 cells, 12-fold in DU-145 cells
and 4-fold in HEK293 cells) could be attributed to greater
permeability through cell membranes, a property that might
facilitate its accumulation in the cell and, for instance, higher
antiproliferative activity. Hence, an apparently good correlation
between the expected glycoside uptake efficiency in eukaryotic
cells (guanidinoneomycin >> neomycin > neamine) and
cytotoxic activity (3 >> 2 > 4) can be established in all cell
lines, although this does not explain the differences between
normal and cancer cells in antiproliferative activity of the
conjugates.

Ruthenium accumulation studies performed by ICP-MS with
neomycin (2) and guanidinoneomycin (3) conjugates in DU-
14S and HEK293 cells clearly support the above conclusions.
As shown in Table 2, guanidinylation of the aminoglycoside
moiety leads to a compound (3) with higher accumulation than
that of its amino precursor 2. Indeed, the accumulation ratio of
3 in the cancer cell line was about 3-fold greater than that of 2,
whereas this tendency increased even more in the normal cell
line (about 4-fold). These results indicate that guanidinylation
of the amino functions at the aminoglycoside moiety in
conjugate 2 had a positive effect on cell uptake, thus improving
intracellular accumulation. Moreover, it should be noted that
the accumulation ratio of conjugate 3 in the normal cell line
was 1.4-fold higher than in the cancer cell line, thus revealing
behavior the opposite of its amino precursor 2, which was
equally accumulated in both cell lines, or that of control
complex 1, which accumulated at a higher proportion (about 3-
fold) in DU-145 than in HEK293.

On the one hand, recent studies have revealed that
guanidinoneomycin uptake in CHO cells is mediated by cell-
surface heparin-sulfate proteoglycans, which has been used to
transport large bioactive cargo into cells at low concentration
(nM_ order) in a selective proteoglycan-dependent man-
ner.”””* Thus, we may speculate that differences in the
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expression level and/or in the composition of proteoglycan
receptors on the cell membrane surface between cancer cells
and normal cells would be responsible for such differences in
the accumulation ratio of 3 between DU-14S and HEK293
cells.%*

On the other hand, the fact that neomycin— and
guanidinoneomycin—ruthenium conjugate’s accumulations
were lower than that of the parent ruthenium complex 1 also
indicates that conjugation to polar, polycationic glycosides
results in reduced cell uptake in both cell lines, although this
reduction was more dramatic in the cancer cell line. It is well-
known that lipophilic compounds can cross cell membranes
more readily than hydrophilic compounds, which results in
increased intracellular accumulation. This is also true for
ruthenium(II) arene complexes since an increase in their
lipophilicity, for example by increasing the size of the arene
ligand, correlates with greater cytotoxicity.*® Accordingly, the
decrease in accumulation of complex 1 when conjugated to
neomycin or guanidinoneomycin could be attributed to an
overall decrease in the lipophilicity of the compound induced
by the highly hydrophilic glycoside moiety, which would
therefore diminish cell uptake. Although the lipophilicity
provided by the ruthenium complex (e.g, p-cymene and
PPh, ligands) may modulate the ability of amino(guanidino)-
glycosides to cross cell membranes when conjugated together,
these results seem to indicate that the glycoside moiety,
particularly in the case of guanidinoneomycin, has a
fundamental weight in the cell uptake of the conjugates.

Overall, on the basis of cytotoxicity and cell uptake studies, in
DU-145 cells there is a correlation between accumulation (1 >>
3 > 2) and antiproliferative activity (1 ~ 3 > 2). The same
tendency was found in the case of the normal cell line, since the
cytotoxic activity ranking (1 > 3 > 2) follows that of cellular
accumulation data (1 > 3 >> 2). Interestingly, despite the fact
that neomycin-ruthenium conjugate (2) accumulation was
similar in both cell lines, its antiproliferative activity was higher
in the normal cell than in the tumor cell (about 1.7-fold). An
opposite tendency was found for the guanidinylated analogue
(3), since the cytotoxic activity was higher in the tumor cell line
than in the normal cell line (about 1.8-fold), although the
accumulation ratio in the normal cell was slightly higher (about
1.4-fold). These results suggest that the glycoside moiety
cannot be seen as a simple carrier that modulates the
lipophilicity of the anticancer ruthenium(II) arene complex
and, for instance, cell uptake, but rather as a dynamic moiety
that also modulates the antiproliferative activity of the metal
fragment, depending on the cell type. Indeed, the fact that the
antiproliferative activity of 3 in the DU-14S cancer cells was
higher than in the HEK293 normal cells, with a lower
accumulation ratio, suggests that guanidinoneomycin provides
some kind of selectivity against cancer cells. This hypothesis is
supported by the greater cytotoxicity of ruthenium complex 1
or its neomycin conjugate 2 in normal cells than in cancer cells,
despite the fact that their accumulation in normal cells is much
lower than (1) or similar to (2) that found in cancer cells.
Hence, conjugation to guanidinoneomycin leads to a
compound (3) with reduced cytotoxicity against normal cells
but with a similar antiproliferative activity to that of the parent
ruthenium complex 1 in DU-145 cells.

Finally, we cannot rule out the possibility that amino-
(guanidino)glycoside conjugation may also modify not only cell
uptake in cancer and normal cells, but also the mechanism of
action of the ruthenium complex or its biological target. As
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previously mentioned, guanidinoglycosides have higher binding
affinity with RNA sequences than their parent aminoglycosides
do. Among aminoglycosides, neomycin derivatives bind
stronger RNA structures than neamine-containing compounds.
Hence, given the significant differences in cytotoxicity of the
conjugates in both cancer cell lines (IC5, & 7—11 uM for 3,
ICy, ~ 80 uM for 2 vs ICy, ~ 200 uM for 4) and in the normal
cell line (ICs, ~ 12 uM for 3, ICsy ~ 50 uM for 2, vs ICy, ~
125 uM for 4), we may well speculate about the involvement of
RNA as a target for these conjugates, since there is close
correlation between their antiproliferative activity (3 > 2 > 4)
and the RNA binding affinity of the glycoside moiety
(guanidinoneomycin > neomycin > neamine). The fact that
the ruthenium moiety in conjugates 2 and 3 does not follow the
typical activation mechanisms of most anticancer organo-
metallic ruthenium complexes (aqueous hydrolysis of the Ru—
Cl bond and/or glutathione mediated redox activation)
suggests that ruthenation at RNA nucleobases would not
occur. However, binding to this biological target could be based
on noncovalent interactions such as electrostatic forces and/or
hydrogen bonds between the negatively charged skeleton of
RNA and the polycationic glycoside moiety. Moreover,
aromatic ligands from the ruthenium complex (phenyl rings
in PPh; and p-cymene) could interact with RNA through
intercalation or stacking with nucleobases.

In conclusion, the overall results demonstrate the potential of
conjugating anticancer metal complexes, in particular organo-
metallic ruthenium(II) complexes, to aminoglycosides, espe-
cially to their guanidinylated derivatives, to generate anticancer
metal-based drugs with new modes of action. As far as we are
aware, such differences between cancer and healthy cells in the
cytotoxic activity of amino(guanidino)glycosides conjugated to
a ruthenium complex are unprecedented and open the way to
the use of guanidinoglycosides to deliver metal-based
anticancer agents selectively into tumor cells, with the aim of
developing new drugs with reduced toxicity and side effects.
Modifications on the aminoglycoside scaffold, on the metal
complex or its properties, or in the number of guanidinium
groups might lead to increasing such differences in cytotoxic
activity between cancer and normal cells. Moreover, the use of
cleavable linkers in the biological media or metal complexes
that might be selectively activated (e.g, via irradiation) is
expected to improve their potential as anticancer drugs. Since
aminoglycosides and their guanidinylated derivatives might be
accumulated in some specific cellular compartments such as
lysosomes, this strategy would facilitate the detachment of the
metallodrug from the glycoside carrier, thus increasing the
effective concentration of the anticancer active species. Further
work is in progress to investigate the anticancer activity of these
compounds in a wide panel of tumoral cells, as well as to
establish their mechanism of action and if RNA is involved as a
drug target.
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La terapia farmacologica antineoplastica és en I'actualitat un dels pilars del trac-
tament oncologic. Tot i aix0, la majoria dels agents quimioterapeutics tenen un
us limitat com a consequéencia dels efectes adversos que produeixen i de les
resistencies que desenvolupen les cel-lules tumorals a aquests tractaments. En
aquesta tesi, s’ha contribuit en el coneixement d’aquestes limitacions a través de
dos estudis.

Per una banda, s’ha analitzat un mecanisme basat en millorar la selectivitat per
les cél-lules tumorals d’alguns complexos metal-lics amb potencial activitat an-
titumoral a través de la seva unidé a analegs de l'octreotide i I'acid folic, dues
molecules que tenen els seus receptors sobreexpressats en determinats tipus
de tumors.

D’altra banda, s’ha estudiat un mecanisme de resistencia a les terapies dirigides
a inhibir el receptor EGFR basat en la sobreexpressié de receptors i lligands de la
propia via HER-EGF alternatius a I'inhibit. En concret, s’ha estudiat si aquest me-
canisme esta involucrat en la manca d’eficacia de les terapies dirigides a inhibir
I’EGFR en el cancer de prostata.

En conjunt, els resultats que s’han obtingut en ambdds treballs han resultat ser
rellevants en el coneixement del tractament oncologic actual, ja que han obert
noves portes per tal de millorar les limitacions de les terapies utilitzades.

Dolors Carrion i Salip 2013
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