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Abstract

Replication stress activates the ATR-CHK1 pathway to produce cell cycle arrest and provide enough time to
repair DNA damage. Alteration of this checkpoint can lead to the development of illnesses such as cancer.
In this study, we investigated the inhibition of genes involved in the ATR-CHK1 pathway, like WEE1 and CHK1,
using polypurine reverse Hoogsteen hairpins (PPRHs).

Five PPRHs directed against different regions of WEE1 and CHK1 showed a high decrease in cell viability in differ-
ent cell lines. Furthermore, inhibition of both genes triggered an increase in the percentage of apoptotic cells.

We concluded that the inhibition of components from the ATR-CHK1 pathway by PPRHs was proven to be
highly effective, and therefore may constitute a possible new approach in anti-cancer gene therapy.

Keywords: PPRH, cancer, gene silencing, apoptosis.

Resumen

El estrés replicativo produce una activacién de la via ATR-CHK1 que permite la parada del ciclo celular y re-
paracion del DNA. La alteracién de este punto de control puede desencadenar el desarrollo de enfermeda-
des como el cancer. En el presente estudio se investigd la inhibicion de genes involucrados en la via ATR-
CHK1, como WEE1 y CHK1, mediante pinzas de polipurinas (PPRH).

Cinco PPRH dirigidas contra diferentes regiones de los genes WEE1 y CHK1 revelaron una destacada dismi-
nucién de la viabilidad celular en diferentes lineas celulares. Ademas, la inhibicién de ambos genes desen-
cadend un aumento del porcentaje de células apoptéticas.

Concluimos que la inhibicion de componentes de la via ATR-CHK1 mediante PPRH ha demostrado ser de gran
eficacia y, por lo tanto, podria ser una nueva aproximacién en terapia génica anticancerosa.

Palabras clave: PPRH, céncer, silenciamiento génico, apoptosis.

Resum

Lestrés replicatiu produeix una activacié de la via ATR-CHK1 que permet I'aturada del cicle cellularila repa-
racié del DNA. La disfuncié d’aquest punt de control pot desencadenar el desenvolupament de malalties com
el cancer. En aquest estudi s’ha investigat la inhibicié de components de la via ATR-CHK1, com WEE1 i CHK1,
mitjancant pinces de polipurines (PPRH).

Cinc PPRH dirigides contra diferents regions dels gens WEE1 i CHK1 van produir una destacada disminucid
de la viabilitat cellular en diferents linies cel-lulars. Tanmateix, la inhibiciéo d’'ambdds gens va desencadenar
un augment del percentatge de cellules apoptotiques.

Concloem que la inhibicié de components de la via ATR-CHK1 mitjangant PPRH ha demostrat ser de gran
eficacia, i per tant, podria ser una possible nova aproximacié en terapia génica anticancerosa.

Paraules clau: PPRH, cancer, silenciament génic, apoptosi.
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1. Introduccié

Segons I'Organitzacié Mundial de la Salut, el cancer és la segona causa major de mort des-
prés de les malalties cardiovasculars. Lany 2015, 8,8 milions de persones van morir a cau-
sa del cancer; aixo significa que, de cada sis persones que moren al mén, una és a causa
del cancer (WHO, 2017).

El cancer és el resultat d’'un creixement continu incontrolat de les cel-lules. Aquest
procés pot afectar qualsevol linia cellular del cos; conseglientment, es coneixen més de
cent tipus de tumors. N’existeixen dos, benignes i malignes, perdo només els darrers sén
considerats cancer per la seva capacitat invasora i metastatica (Cooper, 2000).

Durant el cicle cellular, les céllules humanes necessiten mecanismes per tal de pre-
servar la integritat del genoma. L'alteracié o pérdua d’aquests mecanismes de control pot
conduir a alterar el procés de replicacié del DNA i, en conseqliéncia, al desenvolupament
de malalties com el cancer (Sgrensen i Syljudsen, 2012). De fet, la inestabilitat genomica
deguda a alteracions en el funcionament del sistema de control del cicle cellular és una
de les principals caracteristiques del cancer (Vriend et al., 2013).

1.1. Sistema de control del cicle cellular

El sistema de control del cicle cellular esta constituit per un conjunt d’interruptors bioqu-
imics connectats que integren senyals intracel-lulars i extracel-lulars per assegurar que els
processos del cicle cellular es produeixen en el moment i en l'ordre adequats (Alberts et
al., 1983). Per tant, sdn necessaris sistemes de control del cicle cellular i de reparacid del
DNA per a una correcta proliferacié i supervivencia (Vera et al., 2015).

Hi ha tres punts principals de control: inici (G1), entre el pas de la fase G2 a mitosi
(G2/ M) i en la transicio de la metafase a I'anafase. El punt de control de I'inici comprova
que I'entorn és favorable perque la cél-lula pugui entrar en el cicle cel-lular i progressar a la
fase de sintesi del DNA (fase S). El punt de control G2/M, un cop tot el DNA ha estat cor-
rectament replicat, permet I'entrada a mitosi si I'entorn és favorable. Finalment, el control
de la transicid de la metafase a I'anafase comprova que tots els cromosomes estan units
al fus mitotic per iniciar I'anafase i finalitzar la mitosi i la citocinesi (Alberts et al., 2010).

Els principals components del sistema de control sén les proteines quinases depen-
dents de ciclina (Cdk: cyclin-depenent kinases). Aquestes proteines provoquen canvis en
la fosforilacioé de proteines implicades en el cicle cel-lular segons la fase del cicle. Per a
tenir activitat de proteina quinasa, les Cdk han d’estar unides a unes proteines anome-
nades ciclines (dites aixi perqué son sintetitzades i degradades segons |'etapa del cicle
cellular de manera ciclica). Hi ha quatre tipus de ciclines, classificades segons |'estadi del
cicle en qué s’uneixen a Cdk (taula 1) (Alberts et al., 2010).

Taula 1. Classificacié de les ciclines i les Cdk segons la fase del cicle cellular
en que estan implicades principalment (Alberts et al., 2010).

G1 cycD CDK4, CDK6
G1/S cycE CDK2

S cycA CDK2, CDK1

M cycB (o cdc2) CDK1
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La unio de ciclines a Cdk permet que el centre actiu quedi al descobert, fet que
produeix una activacié parcial de Cdk. Per a I'activacié total de Cdk és necessaria la fos-
forilacid per part de la quinasa activadora de Cdk (CAK: Cdk-activating kinase). Aquesta
ultima fosforilacié permet un canvi de conformacié que augmenta l'activitat de Cdk (Al-
berts et al., 2010).

1.1.1. Sistema de control G2/M

En les cellules canceroses, el sistema de control de la fase G1 sol ser deficient, de mane-
ra que depen del de la G2. La principal quinasa de G2 és CDK1, que s’uneix a la ciclina B
per tal de provocar I'entrada a la mitosi. L'estat de fosforilacié de CDK1 és controlat per:

e Dues quinases: WEE1 (WEE1 G2 checkpoint kinase) i MYT (Myelin Transcription
Factor).
« Una fosfatasa: CDC25 (Cell Division Cycle 25 homolog).

Tot aquest conjunt esta sota control de la via ATR-CHK1 (Matheson et al., 2016).
1.1.2. Via ATR-CHK1

Quan es produeix dany en el DNA s’activa la via ATR-CHK1, que reconeix un ampli espec-
tre d’anormalitats del DNA (danys causats per llum ultraviolada, infeccié de virus, danys
a la cadena doble...). El dany al DNA és detectat per la quinasa ATR (Ataxia Telangiecta-
sia and Rad3 related), que a través d’una fosforilacié activa la quinasa CHK1 (Checkpoint
Kinase 1). CHK1 esta involucrada en I'aturada del cicle cellular mitjancant dos mecanis-
mes: d’'una banda, I'estimulacié de la quinasa WEE1, i de I'altra, la inactivacio de la fosfa-
tasa CDC25 (Zhang i Hunter, 2014).

Quan s’activa la via ATR-CHK1, la CDK1 és inhibida mitjancant una fosforilacié a la
tirosina 15 per WEE1. Seguidament, MYT1 fosforila a CDK1 en la treonina 14 i tirosina 15.
Aquestes fosforilacions impedeixen que la ciclina B s’associi a CDK1, de manera que s’ac-
tiva el sistema de control G2, el cicle cel-lular s’atura i evita I'inici de la fase M. El complex
CDK1-Ciclina B és activat quan CDC25 produeix una desfosforilacié del residu 15 i, en con-
sequliencia, permet la progressid del cicle cellular. Tal com s’ha mencionat anteriorment,
aquesta fosfatasa és inactivada per CHK1 (figura 1) (Sgrensen i Syljudsen, 2012; Vriend et
al., 2013; Mak et al., 2014).

CEL-LULAR

p)
([ p ) Q ATURADA
pANYALDNA — BRIl — CHK1 — WeE1 CDK1 DEL CICLE

PROGRESSIO
DEL CICLE
CEL-LULAR

: CDC25

Figura 1. Via ATR-CHK1 implicada en la reparacio de dany al DNA. Font: representacié esquematica
adaptada de Matheson et al. (2016).
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Per tant, quan es produeix dany en el DNA, el gen WEE1 participa en l'aturada del
cicle cellular per tal de proporcionar temps suficient abans de la divisié cellular per a la
reparacio del dany. La inhibicié dels punts de control del cicle cellular pot conduir a
la produccié de lesions genetiques irreparables i acabar provocant la mort cellular.

El gen WEE1 esta sobreexpressat en diversos cancers com el glioblastoma, I'osteo-
sarcoma, el melanoma, el cancer de pit o de colon (Vriend et al., 2013; Matheson et al.,
2016). El gen CHK1 també és expressat en alts nivells en cancers com els de colon, pit,
fetge o nasofaringe (Zhang i Hunter, 2014).

El fet que aquests dos gens es trobin sobreexpressats en diversos tipus de cancer i
el seu paper en la reparacid del DNA fa que siguin possibles dianes en el tractament con-
tra el cancer.

1.2. Modulacio de I'expressio génica amb PRRHs

Recentment, s’han dissenyat unes noves molécules silenciadores anomenades pinces de
polipurines (Polypurine reverse Hoogsteen hairpins, PPRH). S’ha estudiat I'habilitat d’aques-
tes molecules per silenciar diversos gens relacionats amb el cancer, com el de la survivi-
na, dihidrofalat reducatasa i telomerasa (Villalobos et al., 2015), i han demostrat eficacia
tant in vitro com in vivo (Rodriguez et al., 2013).

Existeixen altres molécules de silenciament genic com el siRNA. En estudis compa-
ratius amb siRNA s’ha demostrat que els PPRH presenten diversos avantatges importants,
com la millora de I'estabilitat o una baixa immunogenicitat, i més economics que els siRNA
(Villalobos et al., 2014).

Els PPRH sén molécules formades per dues cadenes de polipurines antiparal-leles.
Aquestes dues cadenes estan unides per un pont de 5 timidines i, mitjancant enllacos
intramoleculars de Hoogsteen, entre adenines i guanines, cosa que els confereix la for-
ma de hairpin. Una de les cadenes és capac¢ d’unir-se, mitjancant enllacos de Watson-
Crick, a una seqliencia de polipirimidines especifica del DNA. Aquesta unid provoca el
desplacament de la quarta cadena i la formacié d’un triplex (Rodriguez et al., 2013).

Els PPRH es poden unir tant a la cadena codificant com a la cadena motlle. Els PPRH
dissenyats contra la cadena motlle impedeixen la unié de factors de transcripcid i, per tant,
interfereixen en el procés de transcripcié i redueixen els nivells de mRNA. D’altra banda, els
PPRH dissenyats contra la cadena codificant poden unir-se al DNA i al mRNA tot impedint
la unid de factors d’'empalmament (figura 2) (Rodriguez et al., 2013; Almagro et al., 2011).

2. Objectius
Els principals objectius d’aquest estudi sén:

1. Avaluar el potencial de gens relacionats en l'estres replicatiu com a possibles
dianes en terapia génica anticancerosa (WEE1 i CHK1).

2. Comprovar l'eficacia de les pinces de polipurines com a eina d’inhibicié dels gens
WEE1 i CHK1 i realitzar una analisi comparativa dels PPRH dissenyats contra di-
ferents regions.

3. Analitzar I'efecte de la inhibicio dels gens WEE1 i CHK1 pels PPRH sobre la viabi-
litat cellular i investigar si I'apoptosi forma part del mecanisme d’accié aquestes
pinces de polipurines.

44

©Universitat de Barcelona



Edusfarm 9 (2017), 41-58
ISSN: 1886-6271

Template PPRHs Coding PPRHs
/ | rxkxxk
: [TTTTTITIT
TTTTTTTTT, : / :
(KX Ak kK : -

Ribosoma ****** 3:
‘ mRNA 5’ ||||||;5 3’

Inhibicié de la transcripcié Proteina ‘

. .
I | Watson-Crick * Reverse-HoogsteenI Alteracio de | empalmament

Figura 2. Mecanisme d’inhibicié dels gens pels PRRHs. A I'esquerra, en el cas de PPRH dirigits contra
la cadena motlle (Template PPRH), i a la dreta, contra la cadena codificant (Coding PPRH).

3. Material i metodes
3.1. Cultius cellulars

En aquest estudi es van utilitzar les linies cellulars seglients: Hela (cancer de cérvix-ute-
ri huma), MCF7 (cancer de mama huma), SKBR3 (cancer de mama huma), PC3 (cancer de
prostata huma). Aquestes linies van ser cultivades en medi Ham F12 amb un 7% de serum
fetal bovi a una temperatura de 37°C en una atmosfera humida controlada al 5% de CO,.

3.2. Disseny de PPRH

Per al disseny de PPRH és essencial trobar una seqiiéncia de polipurines. Aquestes es
troben principalment en regions no codificants, com és el cas de promotors i introns (Al-
magro et al., 2009). Es va utilitzar el software Triplex-forming Oligonicleotide Target Se-
quence Search (http://utw10685.utweb.utexas.edu/tfo/), eina que permet la cerca de
sequencies de polipurines en el gen seleccionat que formaran les cadenes antiparal-leles
del PPRH.

De les seqliencies trobades, es van seleccionar aquelles que tenien una longitud
aproximada de 20-25 nucleotids, amb un maxim de tres interrupcions de pirimidines i
evitant més de quatre guanines consecutives. Per corroborar I'especificat pel gen, es va
realitzar una analisi BLAST.

A la taula 2 es mostren les seqliencies dels PPRH dissenyats contra el gen WEE1
(HPWEE1Pr, HpWEE1I5, HpWEE1E11) i de tres controls negatius utilitzats (Hpmycl1-SC,
HpDI3-SC, HOWEE1Pr-WC). En la figura 3 s’indiquen les regions d’unid dels tres PPRH en
el gen WEEL. Van ser sintetitzats per Sigma-Aldrich com a oligodeoxinucleotids no mo-
dificats. Els oligonucleotids liofilitzats es van resuspendre a la concentracié d’1 mM en
tampo esteéril Tris-EDTA (1mM d’EDTA i 10mM de Tris, a pH 8,0) i es van emmagatzemar
a—-20°C.
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Taula 2. Nom, gens diana i seqiiéncies dels PPRH utilitzats en I'estudi.
Interrupcions marcades en vermell.

Nom

HpWEE1Pr-T

HpWEE1I5-C

HpWEE1E11-C

HpCHK1I10-T

HpCHK1I113-C

HpCHK1I1-T

HpCHK1I11-C

Hpmycl1-SC

HpDI3-SC

HpWEE1Pr-WC

Gen

WEE1

WEE1

WEE1

CHK1

CHK1

CHK1

CHK1

MYC

DHFR

WEE1

3.3. Transfeccio dels PPRH

Estructura

5'- GGGACGAGGGGCAAGAAGCGG —

T
T

T
3- GGGACGAGGGGCAAGAAGCGG T

5’- GGGAGAGGAGGGAGAGACGACAAG Tt
T

T
T

3’- GGGAGAGGAGGGAGAGACGACAAG T

5- GGGAGGTGGGAAAGGAGTAG —

T
T

T
3'- GGGAGGTGGGAAAGGAGTAG T

5'- AAGGAAGAAAGAGAGGAGGGAGG T

T
T

T
3'- AAGGAAGAAAGAGAGGAGGGAGG T

5- AGGTGAGGAGGATAGGCAGA T -

T
T

3’- AGGTGAGGAGGATAGGCAGA i

5'- GTGGATGAGATAGAAGGGGAAGG +

T
T
T

3- GTGGATGAGATAGAAGGGGAAGG '

5’- GGGAAGGAGGAGGGAGAGGTGGGT

T
T

T
3'- GGGAAGGAGGAGGGAGAGGTGGGT

5-AGAGAAGAGGAAGAGAGGAAAGAGAGGAAGAGGA T -

T
T

3’- AGAGAAGAGGAAGAGAGGAAAGAGAGGAAGAGGA ’

5'- GAGAGGAGGAGGGAGGGAGA .

T
T

T
3- GAGAGGAGGAGGGAGGGAGA T

5- GGGACGAGGGGCAAGAAGCGG

T
T
T

3- GGGACGAGGGGCAAGAAGCGG '

El sistema escollit per a transferir el hairpin dintre de les cél-lules va ser el DOTAP (N-[1-
(2,3 dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamoni metilsulfat, Biontex). Es un liposoma catio-
nic que, en contacte amb el DNA, forma espontaniament complexos que poden ser afe-
gits directament al cultiu cellular. Aquests complexos entren a la céllula per endocitosi i

alliberen el DNA al citoplasma.

Segons estudis previs, la relacié oOptima de DOTAP i PPRH per a la transfeccié és 1:100
(Almagro, 2009 et al.). En el cas dels estudis dosi-resposta, la concentracié més baixa
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a) HpWEE1Pr-T HpWEE1I5-C HpWEE1E11-C
GGGACGAGGGGLAAGAAGLGG GGGAGAGGAGGGAGAGALGA AAG> 5T GGGAGGTGGGAAAGGAG AG) 5T
GGGACGAGGGGLAAGAAGLGG GGGAGAGGAGGGAGAGAL GALAAG GGGAGGIGGGAAAGGAGTAG

WEE1
NM_003390.3 | [l & H— ] »  nP_o03381.1
NM_001143976 1 IR~ —EH-E-—4— B H——H———""»1 NP_001137448.1
b) HpCHK1113-C
HpCHK1I1-T

5'-AGGTGAG GAGGATAGGCAGAD ST

5 GTGGATGAGATAGAAGGGGAAGG) 5T H chKlllO'T 3 AGGTGAGGAGGATAGGCAGA

3'-GTGGATGAGATAGAAGGGGAAGG
HpCHK1I1-C

5'-GGGAAGGAGGAGGGAGAGGTGGG D sT
3'-GGGAAGGAGGAGGGAGAGGTGGG

| /
+ CHEK1

5 —MGGMGMAGAGAGGAGGGAGG: 5T
I-AAGGAAGAAAGAGAGGAGGGAGG

T
t
+=>—[IEl *P_9115408651

*r_o11s42561.2 l-H——1 — == t — ~— XP_BL1S40863.1
n_p1s42560.2 liH-———>—4—>—1>— t o=l ¥P_D11540862.1
NH_DB1114121.2 Sttt u \Ea > NP_B01187553.1
NM_po1114122.2 I > tH >~ HP_B81187594.1
: —t—t—t t BN WP 2012317751
=t H > |
f tH ~— %P _D168726351
i HH -l »F_B11540864.1
L 1
T LAY
t t
M
LA

—+—{IEl NP _pa1265.2

Figura 3. Unio dels PPRH al seu gen. (A) Representacio esquematica del gen WEE1 i les seves isofor-
mes. (B) Representacio esquematica del gen CHK1 i les seves isoformes. Les fletxes blaves indiquen
on s’uneixen els PPRH dissenyats. Les linies més gruixudes representen els exons i les més primes, els
introns. Font: imatge adaptada de la base de dades GENE del National Center For Biotechnology In-
formation (NCBI) (2016).

utilitzada de DOTAP va ser de 5 uM, ja que s’ha observat que a concentracions més peti-
tes no té efecte.

El procés de transfeccio va variar segons les plaques utilitzades. En el cas de plaques
adherents de 35 mm de diametre, es van sembrar les cel-lules 24 h abans de la transfec-
cio en un volum final de 800 pul de medi. El nombre de céllules va variar segons el tipus
d’assaig realitzat.

Passades 24 h de la sembra, es va mesclar medi, DOTAP i el PPRH corresponents
en un volum final de 200 pl. Les diferents mescles es van incubar 20 minuts a tempera-
tura ambient. Un cop transcorregut aquest temps, cada mescla es va afegir al pou cor-
responent amb un volum final de 1mL. En el cas del control, es van afegir 200 pl Unica-
ment de medi.

En el cas de plaques de 96 pous, es van sembrar les cellules en un volum final de
50 ul. Després de 24 h, el medi va ser absorbit i es van afegir 50 pl de la mescla de trans-
feccié a cada pou.

3.4. Assaig MTT

Es tracta d’un assaig colorimétric que permet mesurar la viabilitat a partir de I'activitat
mitocondrial. Es van sembrar 10.000 cél-lules en plaques adherents de 6 pous i al cap de
24 h van ser transfectades. Cinc dies després de la transfeccié es van afegir 0,63 mM de
bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli (Sigma-Aldrich) i 100 uM de suc-
cinat de sodic (Sigma-Aldrich). Després de 2 hores i mitja d’incubacié a 37°C, es va reti-
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rar el medi i s’hi va afegir la solucio de lisi (0,57% d’acid acetic i 10% de dodecilsulfat so-
dic en dimetil sulfoxid).

Finalment, es va mesurar I'absorbancia a una longitud d’ona de 570 nm mitjangant
un espectrofotometre Modulus Microplate (Turner BioSystems) per tal de determinar la
viabilitat cellular. La solucid de lisi es va utilitzar com a blanci els resultats es van expres-
sar com a percentatge de céllules viables respecte al control (cél-lules no tractades).

3.5. Determinacio de I'apoptosi

Per a la determinacié de I'apoptosi es van utilitzar dues metodologies: assaig de caspasa
3/7 i métode de la rodamina.

3.5.1. Assaig amb caspasa 3/7

Es va utilitzar el Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) per tal de mesurar I'activitat de la cas-
pasa-3ila caspasa-7, enzims implicats en I'apoptosi. Es van sembrar, en plaques de 96 pous,
5.000 cellules en un volum final de 50 pl de medi. Lendema, les cel-lules van ser transfec-
tades amb una concentracié final de PPRH de 100nM. La transfeccio esvafer2h,4 h, 6 h
i 8 h abans d’afegir-hi 50 ul del reactiu Caspase-Glo 3/7 (relacié 1:1 medi i reactiu). Segui-
dament, es va deixar incubar 1 h i es va mesurar la luminescéncia utilitzant el luminome-
tre Modulus™ Microplate (Promega). Es van utilitzar céllules no tractades com a control
i un pou amb només medi F12 i el reactiu Caspase-Glo 3/7 com a blanc.

3.5.2. Metode de rodamina

En el cas de rodamina, es van sembrar 60.000 cellules i es van transfectar després de
24 h. Es va afegir rodamina 123 (Sigma-Aldrich) al cap de 6 h, 15 h i 24 h de la transfec-
ci6é a una concentracio final de 5 ng/ul i es va deixar incubant 30 minuts a 37°C.

Passats els 30 minuts d’incubacié amb rodamina, es van recollectar les cellules i
centrifugar a 800 x g a 4°C durant 5 minuts. El pellet es va netejar amb PBS (Phosphate
buffered saline) 1x. A continuacio, el péllet es va resuspendre en 500 pl de PBS 1x fred i
s’hi va afegir iodur de propidi (Sigma-Aldrich) a una concentracié final de 5 ug/ml. Final-
ment, es va realitzar I'analisi amb el citometre CyAn™ ADP (Beckman Coulter, Inc.).

3.6. Disseny de primers
Es va utilitzar el programa Primer-Blast del NCBI per a buscar primers que generessin un pro-
ducte d’una mida de 150-200 nucleotids del gen WEE1. Un cop escollits el parell de pri-

mers, representats a la taula 3, es va procedir a comprovar que amplificaven el gen desitjat.

Taula 3. Primers seleccionats per a I'amplificacié del gen WEET.

Forward CCTTTTGCAAGTTGGCCGAG
Reverse TCGCCCTCTTCAACTTGTGG

Es va extraure el RNA de cellules Hela no tractades mitjangant trizol. La quantitat
de RNA extreta es va determinar mitjancant un Nanodrop. Seguidament, es van afegir
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4,75 ul d’'una barreja de transcriptasa inversa a 15,25ul de mostra de RNA, per tal de con-
vertir el RNA a cDNA. La barreja contenia 2 pl de buffer 10x, 1 pul de dNTPs, 0,25ul d’hexa-
mers, 0,5ul d’inhibidor de RNAsa i 1 ul de Moloney-murine Leukemia Virus Reverse Trans-
criptase. Un cop mesclat es va incubar a 42°C 1 h.

A continuacio, es va realitzar una PCR (reaccié en cadena de la polimerasa). Es van
mesclar 5 ul de DNA amb 45 pl d’una barreja que contenia: 10 ul buffer 5x, 0,75 pl dNTPs,
0,5 pl del primer forward, 0,5 ul del primer reverse, 33 ul d’aigua MQ i 0,25 ul d’one tag
polimerasa. Les condicions dels cicles de PCR van ser 30 segons a 94°C en el cicle inicial,
seguit de 30 cicles amb 1 minut d’hibridacié a 59 °Ci 72 °C amb 1 minut en els periodes
de sintesi.

Un cop amplificat el gen, es va procedir a fer una electroforesi de la mostra en un
gel d’acrilamida per observar si els primers amplificaven el gen de manera selectiva.

4. Resultats
4.1. Efecte dels PPRH contra WEE1 i CHK1 en la viabilitat cel-lular

Per avaluar 'efecte dels PPRH es van incubar 10.000 cel-lules Hela en plaques de 6 pous
a una concentracié de 100nM de PPRH i 10uM de DOTAP (concentracions efectives en
estudis d’altres PPRH). Per excloure que la toxicitat fos deguda al DOTAP es van cultivar
céllules en un pou amb 10uM de DOTAP. A més, es va fer un control negatiu amb un PPRH
scrambled, que consisteix en una doble cadena de polipurines unides per enllagos de Hoog-
steen que també formen una forqueta o hairpin. En aquest cas, la seqliencia és aleatoria
i no la del gen; per tant, I’'scrambled no hauria d’unir-s’hi i, en conseqliéncia, no hauria
de produir citotoxicitat.

Després de cinc dies d’incubacid, es va realitzar un MTT per tal de quantificar les
céllules viables. Els tres PPRH van mostrar ser eficacos, en reduir la viabilitat cel-lular més
d’un 85%. Respecte a CHK1, HpCHK111-C va mostrar una alta activitat i va reduir la viabi-
litat cellular quasi un 100%. En canvi, els PPRH dirigits contra els introns 10 i 13 només
van reduir entre un 30 i un 40% la viabilitat, motiu pel qual van ser descartats de I'estudi.

A més a més, es va poder comprovar que la disminucié de la viabilitat quan les cel-
lules eren incubades Unicament amb DOTAP era minima i que, per tant, la citotoxicitat
no era deguda al DOTAP. A més, I'scrambled no reduia més d’un 21% la viabilitat, fet que
demostra la importancia que el PRRH contingui una seqiiéncia especifica per tal d’unir-
se i silenciar el gen (figura 4).

Per comprovar la importancia dels enllacos de Hoogsteen en la inhibicio de I'expres-
sid genica es va dissenyar HpOWEE1Pr-WC, que consisteix en un hairpin que conté la se-
gliencia d’unid al gen, perd amb enllagos intramoleculars de Watson i Crick. Com que no
forma enllacos de Hoogsteen, és incapac de formar el triplex amb la diana i, per tant,
no hauria de produir citotoxicitat. Per aconseguir aquesta estructura es va utilitzar la ma-
teixa sequéncia inicial de HoWEE1Pr-T, pero després del bucle de 5 timidines s’hi va afegir
la cadena complementaria en comptes de la reversa (figura 5A). En resum, en aquest
estudi s’han utilitzat dos tipus de controls negatius, HpOWEE1Pr-WC i els scrambled, que
no s’haurien d’unir i, per tant, no hauria de disminuir la viabilitat cel-lular (figura 5B).

Tal com es pot veure a la figura 6, I'efecte de HOWEE1Pr-WC és inferior al de HpWE-
E1Pr, fet que demostra que els enllagos de Hoogsteen estan implicats en el mecanisme
d’accié de supressio del gen WEEL.
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Figura 4. Viabilitat cel-lular. (A) Efecte dels PPRH dissenyats contra WEE1 representat en forma de per-
centatge respecte al control. Cél-lules Hela incubades amb DOTAP, scrambled, HpWEE1Pr, HpWEE1l5,
HPWEE1E11. (B) Efecte dels PPRH dissenyats contra CHK1 representat en forma de percentatge res-
pecte al control. Cel-lules Hela incubades amb HpCHK1I10, HpCHK1I13-C, HpCHK111-C i HpCHK1I1.
Els resultats corresponen a la mitjana * SE (Standard Error).
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HpWEE1Pr-T

GGGACGAGGGGCAAGAAGCGGTTTTTGGCGAAGAACGGGGAGCAGGG

HpWEE1Pr-WC

GGGACGAGGGGCAAGAAGCGGTTTTTCCGCTTCTTGCCCCTCGTCCC
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Figura 5. Controls negatius. (A) Comparacié de I'estructura del PPRH dirigit contra el promotor amb
enllagos de Hoogsteen (HpPWEE1Pr-T) i amb enllagos de Watson i Crick (HpWEE1Pr-WC). (B) Repre-
sentacié esquematica de la unié de HpWEE1Pr-T, HoWEE1Pr-WC i Hpmycl1-SC.
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A continuacié, es va fer un cribratge 100
dels 5 PPRH seleccionats (HpCHK1I1-C, 90
HpCHK1I11-T, HpWEE1Pr, HpWEE1I5 i 80
HpWEE1E11) per tal de comprovar-ne & 70
I'efectivitat en altres linies cellulars (PC3, =
SKBR3 i MCF7). Com en els casos anteriors, § 60
es van sembrar 10.000 céllules i es van £ >0
transfectar els PPRH a una concentracié g 40
de 100 nM. Cinc dies després de la trans- ; 30
feccié es va fer I'assaig MTT. 20
En general, els PPRH dirigits contra 10 .
CHK1 van ser més efectius, amb una reduc- 0 : :
ci6é de més del 65% de la viabilitat cel-lular ¢°\ N Y
en totes les linies cellulars. Quant a WEE], & <<‘,<§ ,3*’
els PPRH van demostrar ser més eficagos Q\@ &“’%
en cellules Hela que en la resta de linies, R

Figura 6. Efecte del control negatiu Watson i Crick.
Comparacié de l'efecte produit per HoOWEE1Pr i
HpWEE1Pr-WC en la viabilitat cel-lular expressat
en forma de percentatge respecte al control.
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seguit de PC3 (figura 7).
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Figura 7. Assaig de viabilitat cel-lular en diferents linies cel-lulars. Incubacio de cél-
lules HeLa, MCF7, SKBR3, PC3 amb HpWEE1Pr, HpWEE1I5, HOWEE1E1, HpCHK1I1-C
i HoCHK1I1-T. Les dades corresponen a la mitjana * SE.
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4.2. Avaluacio de l'efecte dels PPRH contra WEE1 i CHK1 segons concentracio i temps

Un cop confirmat que els PPRH produien una disminucio en la viabilitat cellular i que
I'efecte era degut a I'estructura, es va procedir a fer un estudi de dosis-resposta. Amb
aquest assaig es pretenia determinar quina estrategia, diana-PPRH, era més efectiva.

Donada l'alta activitat que havia demostrat la inhibicié de CHK1, vam afegir una con-
centracié més en I'estudi (30 nM). Es a dir, I'assaig inhibint CHK1 es va fer a quatre concen-
tracions diferents, mentre que I'estudi amb WEE1 es va fer només amb tres concentracions.

Les figures 8A i 8B mostren com, a mesura que s’augmenta la concentracid, hi ha
una disminucio6 de la viabilitat cellular amb la inhibicié d’'ambdéds gens, fet que demos-
tra un efecte dependent de la concentracié. Lestrategia diana-PPRH més efectiva va ser
CHK1-HpCHK111-C (reduccié del 95% de la viabilitat cellular a 50 nM PPRH i del 80% a
30 nM PPRH), seguida de WEE1-HpWEE1Pr (amb un 60% de reduccié a 50 nM). A con-
centracions més baixes, cap PPRH va reduir més d’un 50% la viabilitat cellular, rad per la
qual no es van considerar eficacos per sota d’aquestes concentracions.

a) 100

90

80 WEE1
70
60 ® HpWEE1Pr
>0 W HpWEE1I11
40
 HpWEE1ES
30
20
10
0 I- -

Control 10 nM 50 nM 10 0nM
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90 CHK1

80
- 70

60

&0 B HpCHK1I1-C
: 40 W HpCHK1I1-T
; 30

20

: i

B [ -

Control 10 nM 30nM 50 nM 100 nM

% Viabilitat cel-lular

% Viabilitat cel-lular

Figura 8. Assaig dosi-resposta. (A) Viabilitat de cél-lules HelLa després d’inhibir el gen
WEE1 amb HpWEE1Pr, HoWEE1I5 i HpWEE1E11 a 10 nM, 50 nM i 100 nM. (B) Viabilitat
de cél-lules Hela després d’inhibir el gen CHK1 amb HpCHK1I1-Ci HpCHK1I1-T a 10 nM,
30 nM, 50 nM i 100 nM. Les dades corresponen a la mitjana + SE.
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Figura 9. Dependéncia del temps. (A) Avaluacio de la viabilitat cel-lular al cap de 24 h, 48 h i
72 h de transfectar cél-lules HeLa amb HpWEE1Pr. (B) Avaluacio de la viabilitat cel-lular després
de 24 h, 48 hi 72 h de transfectar cel-lules HeLa amb HpCHK1I1-C i HpCHK1I1-T.

Un cop fet I'assaig dosi-resposta, es va dur a terme un estudi de temps-resposta
per tal de determinar el temps de contacte del PPRH necessari per a produir efecte. Aquest
estudi es va realitzar a una concentracié de 100nM PPRH. Els medis de cultiu es van can-
viar al cap de 24 h, 48 hi 72 h de la transfeccid. Lassaig MTT es va fer sis dies després de
la transfeccid. HOWEE1Pr va mostrar una alta citotoxicitat després de 24 h. A més, tant
HpCHK111-C com HpCHK1I1-T van produir una reduccio de la viabilitat cellular de quasi
el 100% al cap de 24 h (figura 9).

4.3. Avaluacio de l'efecte dels PPRH en I'apoptosi

4.3.1. Test Caspase 3/7

L'assaig de caspasa 3/7 es va dur a terme per analitzar si el mecanisme de mort cellular
era degut a 'apoptosi. Aquest estudi es va realitzar de manera representativa per inhibi-

ci6 del gen WEE1 amb HpWEE1Pr. Es
va avaluar l'activitat de les caspases

7 i 8, enzims implicats en l'apoptosi, 250
en cellules HeLa 2 h, 4 h,6 hi8h
després de la transfeccid. La seleccid 200

de les hores es va fer tenint en comp-
te que després de 24 h ja es produia
una reduccié important de la viabili-

150
tat cellular i que en estudis amb ro- 100 4
damina no hi havia hagut augment en
cellules apoptotiques al cap de 24 h.
Les cellules tractades amb >0 1
HpWEE1Pr van mostrar un augment
4h 6h 8h

continuat de l'activitat de les caspa- 0 -
ses fins a les 8 h. En I’Gltim temps, Control  2h

I'activitat es va duplicar respecte al  Figura 10. Percentatge de luminescéncia respecte al con-
control (figura 10). trol en I'assaig caspasa 3/7 alcapde 2 h, 4 h,6 hi8h.

% Luminesceéncia
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Figura 11. Avaluacioé de l'apoptosi pel métode de la rodamina. (A) Percentatges de cel-lules necroti-
ques, apoptotiques i vives després de 15 h respecte al control amb els PPRH dirigits contra el gen
WEE1. (B) Relacié de cél-lules apoptotiques respecte al control després d’inhibir el gen WEEL. (C) Per-
centatges de cél-lules necrotiques, apoptotiques i vives al cap de 15 h respecte al control amb els PPRH
dirigits contra el gen CHK1. (D) Relacié de cél-lules apoptotiques respecte al control després d’inhibir
el gen CHK1.

4.3.2. Metode de rodamina

Per tal d’avaluar el percentatge de poblacié de céllules vives, apoptotiques i necroti-
gues es va fer un estudi de I'apoptosi amb el métode de rodamina. En el cas del gen
WEE1, I'estudi es va fer al cap de 6 h, 15 h i 24 h amb céllules Hela. El maxim percen-
tatge de céllules apoptotiques es va trobar després de 15 h de ser transfectades amb
els 3 PPRH.

Pel que fa a CHK1, es va estudiar I'apoptosi al cap de 15 h de la transfeccio, ja que
era el temps en queé I'apoptosi era major quan s’inhibia WEE1. Els dos PPRH dirigits con-
tra CHK1 van mostrar un major percentatge de céllules apoptotiques que els dirigits
contra WEE1. La pinga dirigida contra la cadena codificant (HpCHK111-C) va assolir el per-
centatge més alt (figures 11Ai 11C).
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La relacié d’apoptosi respecte al control va augmen- M WEEL
tar 4-5 vegades quan WEE1 va ser inhibit amb HpWEE1Pr,
HpWEE1I5 o HpWEE1E11 (figura 11B), mentre que la rela-
cid va augmentar 23,11 13,6 quan es va silenciar CHK1 amb
HpCHK1-C i HpCHK1I1-T, respectivament (figura 11D).

4.4. Avaluacio dels primers dirigits contra el gen WEE1
Lelectroforesi de poliacrilamida mostra una banda que cor- < 219bp
respon a 150-200 bp (figura 12). La mida esperada del frag-
ment amplificat era de 219 bp. Aquest resultat mostra que
el parell de primers sén especifics de WEE1 i, per tant, Utils
per a la realitzacidé d’'una Real-Time PCR per a quantificar els
nivells de mRNA de WEE1.

RN (.

5. Discussio

Per mantenir la integritat del genoma, la céllula necessita
una resposta adequada a I'estrés genotoxic. La produccid
de dany en el DNA produeix I'activacié del sistema de con- Figura 12. Electroforesi de po-
trol del cicle cellular per tal de permetre’n la reparacid. ATM  |jacrilamida del fragment am-
(ataxia telangiectasia mutated) i ATR (ATM and Rad3-rela-  plificat per PCR del gen WEE1
ted) sén les quinases encarregades d’iniciar la resposta. Un  amb els primers dissenyats.
cop activades, fosforilen i activen les quinases CHK2 i CHK1. M correspon al carril carregat
CHK1 regula la fosfatasa CDC25 i la quinasa WEE1, i aques- amb els marcadors (Roche #VIIl)
ta dltima produeix una fosforilacié inhibitoria de CDK i cau- | WEEL al carregat amb el gen
sa I'aturada del cicle celular. El dany al DNA estabilitza la  @MPplificat pels primers.
proteina p53 i, com a conseqiliéncia, es transcriuen gens im-
plicats en la reparacié del DNA, l'aturada del cicle cellular i
I'apoptosi (Meek, 2004; Medema, 2012).

El gen WEE1 és necessari per a fos-
forilar CDK1 i parar el cicle cellular. Tan-

mateix, el gen CHK1 esta involucrat en quim:gt::répia ‘:;’;;.fi;;ff
I'aturada del cicle cellular mitjangant dos l l
mecanismes. D’una banda, fosforila i acti- ATM ATR
va el gen WEE1; de I'altra, fosforilaiinac- £
tiva la fosfatasa CDC25. Per tant, aquests CHK2 —- P53 - CHK1
components de la via ATR-CHK1 sén es- SN\
sencials per al sistema de control cellular cDC25 WEE1
i la seva alteracié esta directament invo- /;)
lucrada en el desenvolupament de can- - Ciclina/cDK |
cer (figura 13). l

L'objectiu d’aquest estudi era avaluar A"”’zgla_lﬁgrc“'e

I'eficacia dels PPRH en el silenciament dels
gens WEE1 i CHK1. Cinc PPRH (HpWEELPY,  Figyra 13. Vies implicades en la reparacié del DNA.

HPWEE1I5, HpWEE1E11, HpCHK1I1-C i Al'esquerra, la via ATM-CHK2, i a la dreta, la via ATR-
HpCHK1I1-T) han resultat eficagos contra  CHK1.
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els seus respectius gens in vitro en diferents linies cellulars. La inhibicid dels gens WEET i
CHK1 per separat ha reduit la viabilitat de cellules HeLa més d’un 80%, fet que mostra
gue aquests components sén vitals per a la supervivencia cellular i que la seva inhibicid
produeix la mort cellular.

Experiments de Real-Time PCR i Western Blot seran necessaris per a determinar
que la citotoxicitat observada és deguda a una disminucié de I'expressio dels gens i, per
tant, s’haura de detectar una menor quantitat de mRNA i de proteina. Actualment, per
tal d’'amplificar i quantificar el mRNA, s’han dissenyat un parell de primers per al gen
WEE1 que han demostrat ser selectius. Tanmateix, es podria determinar tot utilitzant
sondes TagMan especifiques per a aquest gen.

Després de comparar 'efecte contra diferents regions del gen WEE1 (HpWEE1Pr,
HpWEE1I15 i HOWEE1E11), s’ha conclos que el PPRH més efectiu és el dirigit contra la se-
gliencia del promotor, encara que tots han mostrat activitat. En canvi, només dos PPRH
dels quatre dissenyats contra CHK1 han sigut eficacos. Si bé HpCHK1I1-C i HpCHK1I1-T han
mostrat una alta citotoxicitat, HoCHK1110 i HpCHK1113 només han produit una reduccié
entre el 30 i el 40%. Aquest fet pot estar relacionat amb I'elevat nombre d’isoformes que
presenta CHK1 i el nombre d’introns que presenta cada isoforma (figura 3B). Quan CHK1 és
inhibit pel PPRH dirigit contra I'intré 13, les isoformes més curtes podrien mantenir la fun-
cié del gen. Aixo podria explicar per que el PPRH dirigit contra un intré proper a 3’ no té
activitat i, en canvi, aquells dirigits a llocs propers de I'intré 1 tenen una alta citotoxicitat.

Lestrategia PPRH-diana més efectiva ha estat la dirigida a CHK1 amb HpCHK111-C,
gue ha produit una reduccié de la viabilitat cellular de més del 80% a 3 nM PPRH. Passa-
des 24 h de la transfeccid, la inhibicié de CHK1 amb els dos PPRH ha provocat una reduc-
ci6 de la viabilitat cellular de quasi el 100% a 100 nM. Aquest fet suggereix que és més
rapid inhibir CHK1 amb HpCHK111 o HpCHK111-T que WEE1 amb HpWEE1Pr. Caldria fer
estudis de dependéncia del temps a concentracions més baixes en el cas de CHK1.

'assaig caspasa 3/7 ha confirmat un augment en l'activitat de les caspases, cosa
gue demostra |'activacid d’enzims relacionats amb I'apoptosi i, per tant, suggereix que
I'apoptosi esta implicada en el procés de mort cellular quan hi ha supressié de WEEL.
Laugment de I'activitat de les caspases s'observa fins al cap de 8 hores, i sén necessaris
estudis de més llarga durada per a saber quan s’arriba a I'activitat maxima.

En I'estudi de I'apoptosi amb rodamina, s’"ha comprovat que al cap de 6 h, temps
en queé les caspases ja han augmentat I'activitat, el percentatge de céllules apoptotiques
és minim, i hi ha un retard entre 'activacid dels efectors i I'apoptosi. Després de 15 h se
situa el maxim de cellules apoptotiques. Al cap de 24 h el nombre de cellules apoptoti-
ques disminueix i augmenta el de cellules necrotiques, fet que indica que I'apoptosi es
produeix al voltant d’unes 15 h (figura 11).

Parallelament, els estudis de rodamina han mostrat un major grau d’apoptosi des-
prés de 15 h amb la inhibicié del gen CHK1. Estudis a diferents temps, al voltant d’unes
15 h, serien necessaris per a determinar el temps en que es troba el maxim percentatge
de cellules apoptotiques en els dos casos i poder comparar els maxims.

La perdua de funcié del gen WEE1 i CHK1 produeix una discapacitat en la progressié
del cicle cellular i, conseglientment, una disminucié en la quantitat de céllules viables.
Estudis en qué es quantifiqués el nombre de céllules en cada fase del cicle cellular, des-
prés d’inhibir WEE1 i CHK1, serien necessaris per a comprovar en quina fase es troben
principalment involucrats aquests gens.

La inhibicié de components de la via ATR-CHK1, com WEE1 i CHK1, ha demostrat
ser d’una gran eficacia contra diferents linies cel-lulars. Aixo fa pensar que la inhibicio
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d’aquesta via pot ser d’'una gran utilitat en terapia contra el cancer. Per aquest motiu s’ha
proposat el gen ATR com una altra possible diana d’aquesta via (figura 13). Ala taula 4
es proposa el disseny d’'un PPRH dirigit contra ATR que servira per a futurs estudis amb
aquesta nova diana.

Taula 4. Disseny de primers dirigits contra el gen ATR. Interrupcions marcades en vermell.

Nom Estructura

. HpATRI35 5- GGAGCGAGAGAGAAGAGAGGGAGGAAGGAGA '

T
T
T

3'- GGAGCGAGAGAGAAGAGAGGGAGGAAGGAGA

6. Conclusions

Tenint en compte els resultats d’aquest estudi, es pot concloure:

1. Els gens WEE1 i CHK1, que participen en l'aturada del cicle cellular en cas de
dany en el DNA, son dianes potencials en terapia génica contra el cancer, tal
com ha demostrat la seva inhibicid amb PPRH.

2. Les pinces de polipurines dissenyades contra el promotor, 'intré 5 i I'exé 11 han
resultat ser una eina eficag per a silenciar I'expressié genica de WEE1. En el cas
de CHK1, només els dirigits contra I'intré 1 han sigut eficacos, tot destacant la
potencia de HpCHK1I11-C.

3. El tractament amb els PPRH produeix un augment en la poblacié de cel-lules
apoptotiques acompanyat d’'una disminucié de la viabilitat cellular.
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