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RESUMEN

La Diabetes Tipo 1, es una de las enfermedades que mas repercuten en la
poblacion mundial, y uno de los desafios que se plantean para su abordaje es
el desarrollo de terapias celulares mediante reprogramacion celular hasta el
fenotipo B pancreatico para restituir la masa critica de esa poblacion en los
pacientes. Sin embargo, las células reprogramadas resultantes presentan
heterogeneidad, y los métodos de purificacion no son eficaces. Intentando
resolver esta problematica, Miki y col. (2015) desarrollaron un método de
purificacion que distingue y separa poblaciones celulares segun la actividad de

los microARN endogenos, que se denomina ARN interruptores sintéticos.

El objetivo de este Trabajo Final de Grado fue disefar, sintetizar y purificar
poblaciones celulares que contengan el miR-Let7a, un microARN relacionado

con las células B pancreaticas

Para ello las construcciones de ARN sintético se disefiaron y sintetizaron como
ADN vy se convirtieron en ARN mediante transcripcion in vitro. Posteriormente
en distintos ensayos se evaluaron su funcionalidad, especificidad y tolerancia.
Por udltimo se desarroll6 un modelo de simulacién de células reprogramadas

para probar la purificacion in vitro.

Este proyecto pretende optimizar un meétodo de purificacion de células
reprogramadas que alcance una eficiencia tal que permita aproximar los

trasplantes celulares desde el laboratorio hasta los pacientes con Diabetes.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes is one of the diseases that most affect the world population,
and one of the challenges that arise for its approach is the development of
cellular therapies by cell reprogramming to the pancreatic 3 phenotype to
restore the critical mass of that population in patients. However, the resulting
reprogrammed cell populations exhibit heterogeneity, and the purification
methods are not effective. Trying to solve this problem, Miki et al. (2015)
developed a purification method that distinguishes and separates cell
populations according to the activity of endogenous microRNAs, which is called
synthetic RNA switches.

The objective of this Final Degree Project was to design, synthesize and purify
cellular populations containing the miR-Let7a, a microRNA related to pancreatic
B cells, to perfect the cellular purification technique by means of synthetic RNA
switches, both in the design and synthesis of the constructions, in cellular

populations that express miR-Let7a; and check them functionally in vitro.

To this end, the synthetic RNA constructs were designed and synthesized as
DNA and converted into RNA by in vitro transcription using a commercial Kkit.
Subsequently in different assays we evaluated their functionality, specificity and
tolerance in different cellular populations. Finally, we developed a simulation

model of reprogrammed cells to test in vitro purification.

This project aims to optimize a method of purifying reprogrammed cells that
achieves an efficiency that allows approximation in cell transplants from the

laboratory to insurance for patients with diabetes.



ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

BFP: Proteina azul fluorescente

BIM: BCL2 interacting mediator of cell death. Proteina pro-apoptotica.
DT1: Diabetes Tipo 1.

gBlocks: fragmentos de ADN sintetizados in vitro.

GFP: Proteina verde fluorescente

IVT: Transcripcion in vitro

MGFP: ARN mensajero de la proteina verde fluorescente

MIARN: microARN

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

pb: pares de bases.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

RISC: Complejo silenciacidor mediado por microARN

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling. Ensayo
para visualizacion de apoptosis.

UTR: Untraslated region. Region “no traducida” de los genes.


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase

INTRODUCCION

Diabetes y terapias celulares

La Diabetes mellitus engloba varios padecimientos crénicos que
actualmente han ido en aumento y constituyen un serio problema de salud
publica. En términos generales la Diabetes se clasifica en Tipo 1y Tipo 2 y
comparten como caracteristica comuan la hiperglucemia, ya sea debido a una
disminucion y deterioro progresivo de la masa de células B del pancreas por
una accion autoinmune, o a una disminucion en la eficacia de los mecanismos
de sefalizacion de la insulina, respectivamente (Weir y col., 1990). Las
complicaciones que manifiesta la cronicidad de la Diabetes incluyen un amplio
abanico de patologias tanto a corto como a largo plazo, incluyendo nefropatias,
neuropatias, retinopatias y enfermedades coronarias; las cuales deber ser

controladas periodicamente.

El pancreas es una glandula mixta. Contiene una parte exocrina
conformada por células acinares productoras de enzimas digestivas; y una
parte endocrina compuesta por islotes de Langerhans. Dentro de los islotes las
células productoras de insulina o células-B representan el 70% de la masa
celular y son las encargadas de secretar insulina para regular la glucosa en
sangre. La administracion de insulina exégena, acompafiada con el monitoreo
continuo del nivel de glucosa en sangre, es el tratamiento en todos los
pacientes con Diabetes Tipo 1. Si bien la administracion de insulina es un
excelente tratamiento, a largo plazo se asocia con las dificultades antes

mencionadas (van Dijk y col., 2014).

Las terapias celulares mediante la utilizacion de células reprogramadas
hasta células productoras de insulina, presenta un gran potencial terapéutico
para restituir la masa critica de células-B pancreaticas y restablecer asi la

normoglucemia en los pacientes con DT1. Nuestro grupo ha trabajado
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recientemente explorando nuevas aproximaciones para lograr este objetivo
(Pereyra-Bonnet y col., 2014; Gimenez y col., 2016). Sin embargo esta
potencial estrategia terapéutica esta actualmente en etapa de experimentacién
y se encuentra superando afio tras afio varios impedimentos técnicos para

poder transformar estos ensayos en tratamientos clinicos seguros y eficaces.

Uno de los impedimentos técnicos aun no resuelto para tornar estas
investigaciones en tratamientos seguros, es la heterogeneidad de las
poblaciones celulares obtenidas luego de los procesos de reprogramacion. Las
células remanentes o refractarias a la reprogramacion pueden traer diferentes
problemas a la hora de pensar en los trasplantes en pacientes. Por ejemplo si
la fuente de células a reprogramar son células madre, estas células no-
reprogramadas pueden generar tumores luego de los trasplantes en pacientes
(Figura 1). Es por ello que, hasta no lograr poblaciones en el laboratorio que
permitan obtener células reprogramadas puras, los trasplantes celulares

seguiran siendo inseguros y no podran desembarcar a la clinica.

Células
Madre

Reprogramacion

@ 57 @ Poblacién impura

Figura 1. Los procedimientos de reprogramacion de células in vitro resultan en
una poblacién heterogénea de células reprogramadas mezcladas con aquellas
células sin reprogramar, e inclusive con células parcialmente reprogramadas.

Hasta que no exista un procedimiento extremadamente eficiente para purificar
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células reprogramadas, los trasplantes en pacientes seguirdn siendo inseguros

y no podran desembarcar en la clinica.

Recientemente un grupo de investigacion en Japon desarroll6 un método
de identificacion y purificacion celular donde reportaron eficiencias de
purificacion que van del 80 al 99 % (Miki y col., 2015). El método se basa en la
identificacion de la actividad de microARN end6genos caracteristicos de un
linaje celular o con un diferencial de expresién, por medio de ARN
complementarios sintéticos acoplados a diferentes secuencias que codifican
proteinas efectoras o de sefalizacion. A lo largo de esta introduccion se
explicaran las bases moleculares y el funcionamiento de esta estrategia de

identificacion y purificacion celular.

MicroARN y su funcioén biologica

Los microARN, una clase de ARN no codificantes, fueron descubiertos
en 1993 por Lee y col. en C. elegans como reguladores del desarrollo (R. C.
Lee, 1993). Contienen de 19 a 22 nucleétidos aproximadamente y regulan la
expresion génica post-transcripcional por unién complementaria a la regién
3’'UTR del ARN mensajero (ARNm) diana (Lagos-Quintana y col., 2001). Segun
el grado de complementariedad de secuencias, pueden conducir a represion de
la transcripcion o al clivaje del ARNm diana. Una perfecta complementariedad
conduce al clivaje del ARNm blanco y su degradacién. En cambio, una
complementariedad imperfecta aumenta el silenciamiento del ARNm por
distintos mecanismos que incluyen represién traduccional y secuestro en

cuerpos de procesamiento citoplasmaticos (Roberts, 2015).

Estan codificados tanto en regiones de genoma no-codificantes
(intrénicas o intergénicas), asi como en zonas codificantes (exones). La via
canodnica de su biogénesis involucra diversos pasos de procesamiento hasta

lograr el microARN maduro y funcional. La secuencia del microARN primario
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(pri-miARN) es transcripto por la Polimerasa Il (o Polimerasa Ill) y es de una
longitud mayor al tamafio del microARN maduro, ya que incluye dicha regién y
otra complementaria que permite su apareamiento y la formacién de horquillas.
Posteriormente el pri-miARN es cribado por el complejo microprocesador
Drosha-DGCRS8 en el nucleo y forma lo que se denomina el precursor de
microARN (pre-miARN). Este Ultimo es transportado desde el nicleo al
citoplasma por la Exportina 5. Una vez en el citoplasma el pre-miARN es
fragmentado por la enzima RNAsa lll Dicer en conjunto con la proteina de
unién al ARN doble cadena TRBP, que lo corta hasta la longitud final de 22
nucleotidos aproximadamente (Y. Lee y col., 2003; Rui Yi, 2003; Chendrimada
y col.,, 2005). Luego el microARN maduro se ensambla con la proteina
Argonauta 2, para formar el complejo silenciador inducido por microARN —
mMIiRISC- el cual selecciona la cadena guia del ARNm blanco, quien es la

responsable de dirigir su silenciamiento/degradacion (Liu y col., 2005) (Figura

2)
Drosha
| Exportina-5
pri-miRNA
DGCRS (gi

Nucleo

Citoplasma W miARN
maduro

ARNm
blanco

Complejo RISC

Figura 2: Esquema de la biosintesis candnica de los microARN y su

mecanismo para el silenciamiento génico (Adaptado: (Kim, 2005))
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MicroARN en el contexto pancreético

Alrededor de 2.500 microARN maduros se han identificado en humanos
y, considerando que pueden tener multiples blancos, el nimero de genes y vias
de sefializacion potencialmente afectadas es enorme. Muchos de estos
microARN maduros estan implicados en la diabetes y se ha descubierto que
juegan un rol importante en los islotes pancreaticos y en las células B (Filios Y
Shalev, 2015).

Uno de los microARN mas abundantes y mejor estudiado en las células
B e islotes pancreaticos es el miR-375. El miR-375 esta involucrado en el
correcto desarrollo y mantenimiento de éste linaje celular (Poy y col., 2009;
Latreille y col., 2015; Nathan y col., 2015) y esta altamente conservado durante
la evolucion (Matthew N. Poy, 2004). En las células B es requerido para la
mantener la normoglucemia (Joglekar y col., 2009) y a nivel de islote
pancreatico, juega un rol importante en la compleja red de regulacion

pancreatica (Li, 2014).

Otro de los microARN importantes en el contexto pancreatico, y de
nuestro particular interés en el presente trabajo, es el miR-Let7a. Los mir-Let7
son una familia de 12 miembros diferentes que se expresan en humanos (let-
7a-1, 7a-2, 7a-3, 7b, 7c, 7d, 7e, 7f-1, 7f-2, 7g, 7i, y mir-98) (Roush Y Slack,
2008). Frost y Olson (Frost Y Olson, 2011) demostraron que el miR-Let7 tiene
como diana al receptor de insulina (INSR), el cual es responsable de la accién
de la insulina en tejidos periféricos. Zhu y col. (Zhu y col., 2011)demostraron
gue el miR-let7 regula el metabolismo de la glucosa en mudltiples 6rganos
mediante el eje lin28/let-7. Ambos componentes son reguladores antagonistas
involucrados en la homeostasis de la glucosa. Juegan un rol especifico y
altamente regulado en la modulaciéon del metabolismo de la glucosa en

mamiferos. Asimismo, el laboratorio de la Dra. Sander (UCSD-EEUU) encontré
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gue las células madre reprogramadas hasta células productoras de insulina
contienen altos niveles del miR-Let7a en cantidades similares al miR-375

(comunicacion personal).

Los ejemplos descriptos anteriormente resaltan no solo el hecho que los
microARNs son poderosos reguladores de la biologia de las células- sino que
son marcadores de linaje. Como se describira mas adelante, esta ultima
caracteristica es fundamental para el uso de estos microARN como blancos

para la estrategia de separacion celular.

Purificacion celular y ARN interruptores sintéticos

Como se mencioné anteriormente, frente al desafio del abordaje clinico
para la Diabetes con terapias celulares, es de suma importancia la obtencion
de poblaciones celulares puras para luego ser trasplantadas en el paciente. Si
bien las estrategias de aislamiento y purificacion de poblaciones celulares son
variadas y muchas de ellas estan en vigencia actualmente, los porcentajes de
eficiencias son muy variados y dependen de los laboratorios donde se

apliquen.

Los métodos mas utilizados incluyen: anticuerpos contra marcadores de
membrana, citometria de flujo acoplada a seleccién celular y gradientes de
densidad. Por ejemplo, uno de los marcadores de superficie de membrana
utilizados para seleccionar células-3 es la Nestina. Sin embargo las neuronas y
las células de los islotes comparten muchas propiedades fenotipicas, incluso
comparten la expresion de Nestina; con lo cual se dificulta su utilizacion en
protocolos de aislamiento (Olvera-Granados, 2008). Otro de los marcadores
usados que tropiezan con el mismo inconveniente es el antigeno carbohidrato
19-9 , seqguido de la seleccién positiva de la molécula de adhesion neural, PSA-

NCAM (Banerjee Y Otonkoski, 2009). A su vez, ha sido reportado que el uso
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de anticuerpos de superficie para la separacion celular, resultaron

inmunogénicos durante trasplantes en modelos animales (Dubois y col., 2011).

Para la purificacibn otra estrategia utilizada, es el aislamiento por
gradiente de Ficoll-Hypaque luego de una digestién enzimatica-mecanica del
tejido pancreatico (Shapiro y col.,, 2017). No obstante, se sobreestima el
porcentaje de purificacion en la mayoria de los casos y los registros no superan
el 70% de pureza.

Como técnicas de identificacion y aislamiento también existe las técnicas
de tincion de los granulos de Zinc asociados a la insulina, una de las
caracteristicas principales de las células-f. Las principales moléculas de tincion
son la ditizona y el Newport Green®, ambas moléculas quelantes se asocian al
Zinc. La ditizona tifie a las células-B de fucsia permitiendo su identificacién y
separacion bajo lupa estereoscopica con Micropipetas. Por su parte el Newport
Green®, emite una fluorescencia verde cuando es observado bajo luz azul y
permite la separacion de las células insulina positiva mediante el uso de
Citometria de Flujo acoplada a un separador celular (Lukowiak y col., 2001).
Sin embargo, estos sistemas alcanzan como maximo el 80% de eficiencia de

purificacion.

Atendiendo a ésta necesidad se desarrolld6 una nueva herramienta
basada en detectar y distinguir poblaciones celulares segun su contenido de
microARN denominada ARN interruptores sintéticos o “RNA-switches” en inglés
(Miki y col., 2015). En la Figura 3 puede verse un esquema donde el agregado
de los ARN interruptores sintéticos permite purificar una poblacion celular

heterogénea.
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Células
Madre

Reprogramacion

@ @ @ Poblaciéon impura

Purificacion con
ARNm sintéticos —p

—— —

L2

o

7

/

Células purificadas

Figura 3. Los procedimientos de reprogramacion de células in vitro, resultan en una
poblacion heterogéneal/impura de células. Utilizando ARN interruptores sintéticos se
pueden lograr células puras con el fenotipo deseado con una eficiencia superior al a

los métodos de purificacidn existentes.

¢, Coémo funcionan los ARN interruptores sintéticos? Como primer paso
se construye un ARN mensajero que contiene una secuencia complementaria
al microARN de interés caracteristico de la célula a purificar. Como base para
su disefo, los ARN interruptores sintéticos contienen caracteristicas en su
secuencia para su Optima traduccion. En general las secuencias incluyen una
region promotora (por ejemplo SP6 o T7), una region 5’UTR con la secuencia
complementaria al microARN endbégeno de interés, rio abajo una secuencia
codificante para una proteina en particular (por ejemplo para una proteina

marcadora como GFP o BFP), la region 3'UTR y una cola PoliA.
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Una vez disefiados estos ARN interruptores sintéticos, son introducidos
en las células por medio de lipofeccion u otro sistema de “entrega”. Una vez
dentro de la célula, los ARN interruptores sintéticos tienen dos destinos
posibles. En caso que se encuentre el microARN enddgeno de interés éste se
posiciona en el complejo RISC y por complementariedad con la secuencia del
ARNmM sintético; lo degradara evitando asi la expresion de la proteina
codificada (Figura 4).

ARN interruptor
sintético

AAAA-3’

microRNA
endodgeno

Complejo RISC

Figura 4. Esquema del mecanismo de silenciamiento de los ARN interruptores
sintéticos por el complejo RISC. En el caso donde el tipo celular contenga el
microARN complementario (células de fenotipo deseado) se formara un ARN
doble cadena que sera reconocido por el complejo RISC y degradado,
impidiendo la expresion de la proteina codificada en el ARN interruptor

sintético.
En caso contrario, en ausencia del microARN enddgeno no se formara el

ARN doble cadena, el ARN interruptor sintético no sera degradado por el

complejo RISC y por lo tanto se expresara la proteina codificada (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los ARN interruptores sintéticos cuando no son
reconocidos por el complejo RISC. En el caso de que las células no contengan
el microARN de interés, no se formara la doble cadena y el ARN interruptor
sintético no sera degradado por el complejo RISC, por lo que se expresara la

proteina codificada en el mismo.

Si la proteina codificada es, por ejemplo, una proteina fluorescente;
finalmente las poblaciones celulares podran ser separadas por citometria
acoplada a un separador celular basado en la presencia/ausencia de

fluorescencia.

En resumen, los ARN interruptores sintéticos estan disefiados para que
su traduccion sea dependiente de la actividad de los microARN endogenos

mas abundantes o especificos de las células blanco.

Version apoptoética de los ARN interruptores sintéticos

Una de las ventajas en el uso de los ARN interruptores sintéticos es la
versatilidad del marco de lectura abierto usado en la secuencia del ARN
mensajero. Por ejemplo, se puede incorporar la secuencia de casi cualquier
proteina deseada para controlar el fenotipo o destino de las células en base a
la actividad de los microARN enddgenos. Por lo tanto, si se agrega al marco de
lectura la secuencia codificante para una proteina pro-apoptética, es posible
purificar poblaciones celulares; enriquecidas solo las células del fenotipo

deseado que expresen el microARN de interés. Con esta variante de los ARN
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interruptores sintéticos se pueden purificar poblaciones celulares evitando el
uso de citometria acoplada a un separador celular.

La familia de las proteinas BCL2 son reguladoras de la muerte celular y
consisten en miembros tanto pro-apoptoticos como anti-apoptéticos. La
porteina BIM (BCL2 interacting mediator of cell death) pertenece a la familia de
las BCL2 del tipo pro-apoptética y estd altamente conservada en diversas
especies de mamiferos. Puede atraer y secuestrar a muchas proteinas anti-
apoptoticas y permeabilizar la membrana mitocondrial, convirtiéndose asi en
una proteina pro-apoptotica altamente eficiente. A su vez, su pequefio tamafio
también la convierte en una proteina interesante para usarla dentro de los ARN

interruptores sintéticos (Miki y col., 2015).

En la Figura 6 se muestra un esquema de coOmo actua el sistema de

ARN interruptores sintéticos codificando a la proteina pro-apoptotica BIM.

Secuencia
complementaria al ORF- secuencia codificante

miR-Let7a para BIM

A &
S’MM‘ AAAA-3’

" N

Ausencia de
No hay

miR-Let7a
degradacion del
ARNm sintético, la
célula entra en
Complejo RISC  apoptosis

miR-Let7a

Degradacion del
ARNm sintético

Q

Complejo RISC

4

>

Células que expresan el
miR-Let7a

Células que no expresan el miR-Let7a

Figura 6. Esquema de purificacion celular con ARNs interruptores sintéticos por
apoptosis inducida con BIM evitando el uso de citometria acoplada a
seleccionador celular.

20



Impacto y originalidad de la propuesta

La diabetes es una enfermedad que afecta a 400 millones de personas
en el mundo y aproximadamente al 9% de la poblacién en Argentina (OMS).
Las tendencias, lejos de reducirse, van en aumento debido a la mala
alimentacién y a los actuales héabitos sedentarios. Cualquier desarrollo para
acercar a la clinica las investigaciones en terapia celular en Diabetes, puede

tener un impacto en el area tanto local como global.

Este trabajo final de grado pretende utilizar un método de purificacion de
células que basado en la utilizacion de ARN sintéticos. Segun nuestros
conocimientos al dia de hoy no existe ningun reporte a nivel mundial que haya
trabajado con ARN-sintéticos para identificar y separar células que expresen el
miR-Let7a.
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HIPOTESIS

Los ARN interruptores sintéticos son capaces de purificar células que expresan

el miR-Let7a.

OBJETIVO GENERAL

Utilizar ARN interruptores sintéticos para purificar células que expresan el miR-
Let7a.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Disefiar y sintetizar construcciones de ARN interruptor sintético
contra el miR-Let7a.

2) Comprobar la funcionalidad y especificidad de los ARN
interruptores sintéticos disefiados.

3) Detectar diferencias en la expresion del miR-Let7a en distintas
lineas celulares por medio de los ARN interruptores sintéticos.

4) Probar la capacidad de los ARN interruptores sintéticos para
purificar células que expresan el miR-Let7a en un modelo de

reprogramacion in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio y sintesis de los ARN sintéticos

Los ARN sintéticos fueron disefiados por Miki y colaboradores (Miki y
col., 2015) con algunas modificaciones que corresponden al protocolo de
Warren y colaboradores (Warren y col., 2010). En todos los casos, para el
diseio de las construcciones se utilizd el software “Benchling”

(https://benchling.com) usando como referencia las bases de datos del NCBI.

Brevemente todas las construcciones de ARN interruptores sintéticos
constan de las siguientes partes: la minima porcion del promotor SP6
antecedidos por dos bases para ganar estabilidad; una regién 5 UTR
interrumpida por la secuencia complementaria al miR-Let7a, seguida por la
secuencia que codifica la proteina fluorescente azul (BFP) o la proteina pro-
apoptética BIM, terminando con la regién 3'UTR. En todos los casos las
construcciones fueron sintetizadas como fragmentos de ADN por la empresa

IDT (https://www.idtdna.com/) en forma de gBlocks. La principal caracteristica

de los fragmentos gBlocks es que estan sintetizados como fragmentos lineales
de ADN, es decir que no estan insertos en un esqueleto plasmidico. En la
figura 7 se esquematiza los fragmentos gBlocks disefiados y en el Anexo 1 se

detalla las secuencias.

900 pb
\

(

16-18 pb 80 pb 14-18 pb 60 pb 600 pb 150 pb \

Promotor SP6 5’ UTR mirLet7a 5' UTR m
complementaria

/ / N\

TS Kozak  codon de inicio Codon stop

Figura 7. Esquema de los fragmentos disefiados y sintetizados como gBlocks

para la obtencién de los ARN interruptores sintéticos.
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Para los ensayos finales se disefid y sintetiz6 como gBlock un ARN
interruptor sintético con la region complementaria al miR-375. Para todos los
casos como control de eficiencia de lipofeccion se disefid y sintetizd, también
en forma de gBlock, el molde de ADN para el ARNm de la proteina verde
fluorescente (ARNmM-GFP). A diferencia de los moldes para los ARN
interruptores, el molde para el ARNmM-GFP no contiene la regién
complementaria a ningdn microARN de interés interrumpiendo el fragmento 5’
UTR, como se esquematiza en la figura 8. La secuencia completa de todos los

fragmentos se puede encontrar en el Anexo |.

800 pb
\

( 16-18 pb 80 pb 400pb 150 pb \
Promotor SP6 5 UTR Proteina GFP

N\ \

TSS Kozak Codon de inicio Codén stop

Figura 8. Esquema del fragmento de ADN disefiado y sintetizado como gBlock

para la obtencién del ARNm de la proteina verde fluorescente.
Agregado de la cola PoliA por PCR a los fragmentos gBlocks

Para obtener el molde que finalmente se usé en la transcripcion in vitro
de todos los ARN sintéticos, se afadié a los fragmentos gBlock la secuencia de
una PoliA de 80 pares de bases mediante PCR. Esta cola de PoliA fue
necesario agregarla posteriormente ya que no fue factible su sintesis in vitro.
Para ello, se disefiaron dos cebadores. El cebador “F” complementario al
promotor SP6 y el cebador “R” complementario al fragmento 3’ UTR con la
minima cantidad de “T” para conferirle estabilidad a la secuencia de ARN
resultante segun analiza Warren y colaboradores (Warren y cols., 2010). La
amplificacion se realizé utilizando una polimerasa de alta fidelidad (Phusion

High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo scientific) en un termociclador Veriti®
24



(Applied Byosistems, Thermo Fisher). La secuencia de los cebadores utilizados
y las condiciones de la PCR se detallan en el Anexo I.

Los productos de PCR fueron resueltos mediante electroforesis en gel
de agarosa 1%, a fin de chequear la presencia de la Unica banda del tamafio
esperado. En la figura 9 se esquematiza la construccion final que fue utilizada
como molde para la obtencion de los ARN sintéticos maduros para su

transcripcion in vitro.

1 Kb
)

[ 1618 pb 80 pb 14-18 pb 60 pb 600 pb 150 pb 80 pb |

complementaria

f / \ ‘})d()n Stop

TSS Kozak Codon de inicio

Figura 9. Esquema de las construcciones que fueron utilizadas como molde
para la obtencion de los ARN maduros para su transcripcion in vitro. Como
ejemplo se esquematiza el ARN interruptor conteniendo la secuencia

complementaria al miR-Let7a.

Reaccion de transcripcion in vitro (IVT)

La conversion de ADN hacia ARN fue llevada a cabo mediante el uso del
kit SP6 MegaScript® (Ambion, Invitrogen), segun las instrucciones del
fabricante con pequefias modificaciones. Brevemente: Se modifico el protocolo
afiadiendo un analogo de caperuza (3" -O-Me-m7G)(5)ppp(5)G RNA Cap
Structure Analog, (Thermo Fisher), en una relacién 1:4 con el nucleétido GTP.
A modo de ejemplo, en la tabla 1 se detalla una mezcla de reaccidn tipo que se

utilizé en todos los protocolos de IVT para obtener los ARN sintéticos.
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Tabla 1. Modelo de mezcla de reaccion para IVT en un volumen final de 20 pL

Componente Volumenes (1x)
Agua 7.5 uL

Buffer 10x 2 uL

ATP 2 uL

CTP 2 uL

UTP 2 uL

GTP 0.4 pL

ARCA 1.6 pL

Enzima 2 uL

Molde 1ng-10pg*

Nota: * se probaron dos concentraciones de molde D1=1ng y D2=10pg.

La mezcla se incub6é a 37°C por 4-6 hs, segun indicaciones del
fabricante. Transcurrido ese tiempo, se realizé un tratamiento con Fosfatasa
Antéartica (New England Biolabs) durante 30 minutos para eliminar los grupos
fosfatos y conferirle estabilidad al ARNm resultante (Warren y col. 2010). El
ARN resultante se purifico mediante el kit MegaClear® (Ambion, Invitrogen),

segun las instrucciones del fabricante.

Para su visualizacion, los ARN sintéticos se corrieron en un gel en
condiciones desnaturalizantes. Para ello los ARN fueron co-incubados con 10
uL de buffer MOPS 10x, 2.2 uL de Formaldehido al 4% y 7 pL de Formamida
cada 10 pL de ARN. Las muestras se calentaron a 55°C por 15 minutos.
Pasado ese tiempo se sembraron en un gel de Agarosa al 1% con 0.5 uL de
Bromuro de Etidio y 2.5 uL de buffer de siembra 10x a 50V por 30 minutos. El

ARN purificado y visualizado esta listo para ser usado en ensayos posteriores y
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se almacena para su uso diario en freezer a -20°C o por periodos prolongados
en freezer a -80°C.

Modelos celulares y cultivos in vitro

Las lineas celulares HEK293T y HelLa fueron mantenidas en medio
DMEM (Gibco®, Invitrogen) y la linea celular MIN6 en DMEM con alto
contenido de glucosa. En todos los casos los medios fueron suplementados
con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 1% de antibidtico-antimicético (Gibco®,
Invitrogen) y 1% de L-glutamina. En todos los casos las células fueron
cultivadas en estufa gaseada a 37°C con 5% de CO: y el medio fue
reemplazado cada 2-3 dias. Para los ensayos donde se co-cultivaron células
HEK293T y MING se utiliz6 DMEN alta glucosa suplementado con 10% de SFB
y 1% de L-Glutamina.

Se trabajé con la linea celular MIN6 proveniente de un insulinoma de
ratdbn, porque cumple con los requisitos para simular una célula-f humana,
siendo insulina positiva (Ishihara y col., 1993) que a su vez expresa los
microARNs miR-Let7a y miR-375 que son de nuestro interés (Tang y col.,
2008; Klein y col., 2013) (Filios Y Shalev, 2015). Asimismo para la pruebas de
especificidad se utilizaron las células HeLa que expresan el miR-Let7a segun
bibliografia (Zhou, 2009) y datos suministrados por el laboratorio de la Dra.
Sander (UCSD-EEUU, comunicacion personal). Como no fue posible detectar
una poblacion miR-Let7a negativa se utilizé la linea HEK293T que tiene solo
expresion basal del microARN-Let7a y que no expresa otros microARN

particulares de células 3 (Tian y col., 2012)

Lipofeccién de las lineas celulares con los ARN-sintéticos

Las lineas celulares fueron lipofectadas mediante el uso de

Lipofectamina 2000® (Thermo Fisher) segun las instrucciones del fabricante
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utiizando OPTI-MEM (Gibco®, Invitrogen). La concentracion de los ARN
sintéticos y cantidad de células segun la placa de cultivo utilizada se detalla en
la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la lipofeccion de las lineas celulares con los ARN

sintéticos.

6 pocillos 12 pocillos 24 pocillos

ARN-sintético
ARNmM-GFP, miR-Let7a-BFP, 500-750ng/ml  500-750ng/ml  500-750ng/ml

miR-375-BFP
miR-Let7a-BIM 5ng-5 pg/ml 5ng-5 pg/ml 5ng-5 pg/ml
Lipofectamina 2000® 12uL 10pL 4uL
Cantidad de células 400.000 200.000 80.000
Medio en ml 2 1 0,5

Prueba de funcionalidad y eficiencia de lipofeccion de los ARN sintéticos

Luego del disefio, sintesis y la IVT de los ARN sintéticos disefiamos un
breve ensayo para verificar su funcionalidad y eficiencia de lipofeccion. Para
ello el ARNm-GFP sintético codificante para la proteina verde fluorescente se
lipofectd6 en las lineas celulares HEK293T y MIN6 como se describio
anteriormente. La visualizacion de fluorescencia se realizO mediante
microscopia a las 18-20 hs post-lipofeccién. EI microscopio de fluorescencia
utilizado fue Elipse E400, Nikon en el filtro verde (530- 680nm). Como control
negativo se utilizaron las mismas lineas celulares sin lipofectar. El porcentaje
de eficiencia de lipofeccion se calculd6 mediante el cociente de células

lipofectadas (verdes) sobre las células totales contabilizadas por 100.
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Prueba de especificidad de los ARN interruptores sintéticos

Para comprobar que la expresion de la proteina codificada en los ARN
interruptores sintéticos depende de la presencia/ausencia del microARN
endogeno de interés, se llevd a cabo una prueba de especificidad utilizando el
ARN interruptor miR-Let7a-BFP en la linea celular HelLa, ya que segun
bibliografia (Zhou, 2009) y resultados del laboratorio de la Dra Sander en
UCSD-EEUU (comunicacion personal), esta linea celular expresa altos niveles
del miRLet7a. Para ello, un grupo de células fue lipofectado con el miR-Let7a-
BFP y un segundo grupo de células fue lipofectado con la misma construccion
mas el agregado de 50 nM de un inhibidor sintético del miR-Let7a sintetizado
por la empresa Exigon® (www.exigon.com; secuencia: 5-
AACUAUACAACCUACUACCUC-3’). Como control de eficiencia de lipofeccion,

se incluyd en todos los grupos de células el ARNmM-GFP.

Como resultados esperados, en el grupo lipofectado con el ARN miR-Let7a-
BFP sin inhibidor no deberian verse células azules bajo observacion con
microscopio de fluorescencia. Por el contrario el grupo de células con el
agregado del inhibidor deberian expresar la proteina fluorescente azul debido a
gue el inhibidor se une por complementariedad al miR-Let7a-BFP impidiendo

su degradacion por el complejo RISC.

Curvas de tolerancia al ARN miR-Let7a-BIM en HEK293T y MIN6

Cada linea celular presenta un nivel caracteristico de expresion de sus
microARN endogenos. Es por ello que basandose en esas diferencias de
expresion se pueden hallar diferentes tolerancias a un mismo ARN interruptor
sintético. Para ello realizamos curvas de tolerancia al ARN miR-Let7a-BIM en
las lineas celulares HEK293T y MING6. Brevemente, las células fueron
lipofectadas como se describié anteriormente con 0, 5, 50 y 500 ng/ml del ARN
miR-Let7a-BIM en las células HEK293T y 0, 50, 500 y 5000 ng/ml en las
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células MING. En todos los casos a las 18-20 hs post lipofeccién se analizé el
efecto de la proteina pro-apoptoética BIM en las células tratadas.

El andlisis de las células apoptéticas se realiz6 mediante el ensayo de
TUNEL (por sus siglas en inglés de Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling), donde las células apoptéticas pueden visualizarse de
color verde bajo microscopia de fluorescencia (fitro 530-680nm). El ensayo de
TUNEL es un método que detecta la fragmentacion del ADN basado en la
presencia de cortes en la doble hélice detectables por la Terminal
deoxinucleotidil Transferasa (TdT), una enzima que cataliza la adicion de
dUTPs marcados con Biotina (Kyrylkova y col., 2012). Para el ensayo de
TUNEL las células fueron tratadas siguiendo el protocolo del kit In Situ Cell
Death Detection Kit Fluorescein (Roche). Se realizé también una co-tincién con
Hoechst para la visualizacion de nucleos totales. Para ello, al preparado final se
le agregan 100ul de Hoechst33258 (1:500) y se lo incuba por 1 minuto en
oscuridad. Finalmente, luego de lavar las muestras 2 veces con PBS, se
realizaron 2 frotis por muestra sobre porta objetos, para su visualizacion
mediante microscopia de fluorescencia bajo el filtro verde (530- 680nm) y azul
(450-550nm). Para la cuantificacion de las células apoptoticas se contaron la
cantidad de células apoptéticas sobre la cantidad total de células, a partir de 10
campos tomados al azar. En todos los casos los conteos se realizaron por

triplicado.

Modelo de simulacioén in vitro de purificacion celular con HEK293T y MING

Como ultimo ensayo se propuso un modelo de simulacion in vitro de un
contexto celular post-reprogramacion, utilizando un co-cultivo de poblaciones
celulares con un nivel diferencial en la expresion de los microARN particulares
de células B, donde probamos la eficiencia de purificacion del ARN interruptor
sintético miR-Let7a-BIM.
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En este ensayo se co-cultivaron células HEK293T y MING6 para probar la
capacidad de purificacién celular del ARN interruptor miR-Let7a-BIM. Para ello
se sembraron 40.000 células de cada tipo en un mismo pocillo de una placa de
24. A las 24 hs se agregaron 500ngml del ARN miR-Let7a-BIM. A las 18 hs
post lipofeccibn se analizaron las células por el ensayo de TUNEL para
identificar apoptosis. En todos los cultivos celulares se realiz6 una co-
lipofecciobn con el ARN interruptor miR-375-BFP para identificar a la linea
HEK293T. Las células HEK293T son miR-Let7a negativas (Kormann y col.,
2011) y deberian verse azul bajo microscopia de fluorescencia. Por el contrario
las células MIN6 son miR-375 positivas y no deberian verse azules (Tang y
col., 2008)(Klein y col., 2013).

En todos los casos para la cuantificacion de las células apoptoticas se
realizaron 2 frotis por grupo y se contaron 25-35 campos al azar en cada
muestra. En cada caso se determindé el numero de células verdes/azules
(BFP+, TUNEL+) y solo verdes (BFP- ,TUNEL+), sobre el total de células por

campo.

Analisis Estadistico

Las células apoptoticas en el ensayo de TUNEL se analizaron mediante
un ANOVA seguido por el test de Tukey. Para el ensayo del modelo de
purificacion in vitro se realizé un test de Chi-cuadrado. Para todos los casos se
utilizo el software GraphPad Prism v.5, y se considerd un nivel de significancia
del 0.05.
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RESULTADOS

Amplificacion por PCR y Transcripcion in vitro (IVT) de las construcciones

Los fragmentos de ADN disefiados fueron sintetizados como gBlocks y
amplificados con cebadores especificos para el agregado de una cola de poliA.
El producto resultante se visualizO en un gel donde observamos las bandas
correspondientes a los tamafos esperados (= 1kb) tanto para el fragmento del
ARN interruptor miR-Let7a-BIM y del ARNmM-GFP; con lo cual indicaria que los
gblocks se poliadenilaron correctamente (Figura 10, A). Cabe destacar que si
bien la banda del producto de PCR fue mas intensa cuando se uso el templado
con mayor concentracion (D1= 1ng), la segunda dilucién de trabajo (D2= 10pg)
también amplific6 el templado. Este resultado se repiti0 para ambas

construcciones.

Las construcciones amplificadas fueron usadas como templado para la
reaccion de IVT mediante la utilizacion del kit comercial SP6 MegaScript®
Transcription kit (Ambion, Invitrogen). El producto final se visualizo en un gel de
Agarosa 1% luego del tratamiento en condiciones desnaturalizantes para evitar
la formacion de estructuras secundarias. En la Figura 10, B, se puede observar
las bandas coincidentes con tamafio de los ARN transcriptos. Cabe destacar
gque se debié discontinuar la corrida antes de la extension completa del
marcador de peso molecular, debido a que se iba perdiendo nitidez de la

muestra probablemente por la degradacion de los ARN.
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Figura 10. A) Visualizacién de la amplificacion por PCR de los fragmentos
gBlocks con el agregado de las colas poliA. Estos productos se utilizaron como
moldes para las IVT. Notas: Visualizacion en gel de Agarosa 1% con un
marcador de Peso Molecular de 1000pb. D1 y D2; concentraciones de trabajo.
B) Visualizacion en condiciones desnaturalizantes de los ARNs sintéticos
resultantes luego de la IVT. Notas: Visualizacion en gel de Agarosa 1% con un

marcador de Peso Molecular de 1000pb.

El ARN miR-375-BFP fue sintetizado en el laboratorio de la Dra. Sander

en EEUU y usado directamente en nuestras instalaciones para los ensayos.

Los rendimientos obtenidos variaron desde 5-6ug totales para las
construcciones miR-Let7a-BFP y miR-375-BFP, hasta 20-30ug para las
contrucciones ARNmM-GFP y miR-Let7-BIM.

Prueba de funcionalidad y eficiencia de lipofeccion de los ARN sintéticos

El ARNm-GFP se lipofectd en las lineas celulares HEK293T y MING
como prueba de funcionalidad y para medir la eficiencia de lipofeccién. A las
18-20 hs se realizé el registro de fluorescencia en las células tratadas.
Observamos una eficiencia de lipofeccién de un 100% en la linea HEK293T
(Figura 11, panel superior) y un 80% en la linea MIN6 (Figura 11, panel
inferior). En este ensayo pudimos comprobar que los ARN sintéticos
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transcriptos in vitro eran funcionales y que la eficiencia de lipofeccién de las

lineas celulares seleccionadas fue alta en ambos casos.

A) Luz clara Fluorescencia

ARNmM-GFP

Control

B)

Fluorescencia

ARNmM-GFP

Control

Figura 11. ARNmM-GFP sintéticos transcriptos in vitro fueron lipofectados en las
lineas celulares HEK293T (A) y MIN6 (B). Se obtuvo una eficiencia de
lipofeccion del 100% para las HEK293T y un 80% para las MING.

(Magnificacion original 100x).
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Prueba de especificidad de los ARN interruptores sintéticos

Para comprobar que la expresion de la proteina codificada en los ARN
interruptores sintéticos depende de la presencia/ausencia del microARN
endogeno de interés, se realiz6 una prueba d especificidad incluyendo el uso
de un inhibidor. Para ello un primer grupo de células HelLa fue lipofectado con
el ARN interruptor miR-Let7a-BFP, y un segundo grupo fue lipofectado con el
ARN interruptor miR-Let7a-BFP mas un inhibidor sintético del miR-Let7a
endbgeno.

Se observo que en el grupo sin inhibidor (Figura 12, panel superior); las
células expresaban la proteina GFP pero no la proteina BFP. Estos resultados
indican que la lipofeccion fue exitosa (células GFP+) y que la ausencia de
expresion de BFP se debe a la degradacion del ARN interruptor sintético por la
presencia del miR-Let7a enddgeno. Por el contrario, al agregar el inhibidor del
miR-Let7a enddgeno, la proteina BFP codificada en el ARN interruptor sintético
se expresa al no ser degradada por el complejo RISC (Figura 12, panel
inferior). Cabe destacar que al obtener un porcentaje moderado de eficiencia
de transfeccion con liposomas en la linea celular HeLa (50-60%) se discontinué

su utilizacion.
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Figura 12. Ensayo de especificidad de los ARN sintéticos. Se lipofectaron dos
grupos de células HelLa, uno con el ARN sintético miR-Let7a-BFP (panel
superior) y un segundo grupo con el ARN interruptor miR-Let7a-BFP mas un
inhibidor del miR-Let7a enddégeno (panel inferior). En ambos casos, se
realizaron co-lipofecciones con el ARNm-GFP como control del procedimiento.
Se observo la presencia de la proteina BFP solo en el grupo con el inhibidor,
indicando la especificidad microARN-dependiente del sistema. Las flechas

blancas demuestran la co-localizacion de las sefiales verde-azul.

Curvas de tolerancia al ARN interruptor miR-Let7a-BIM en HEK293T y MING

Como las lineas celulares utilizadas, HEK293T y MING tienen diferentes
niveles de expresidon del miR-Let7a enddgeno, deberian tener también
diferentes comportamientos frente al ARN interruptor sintético miR-Let7a-BIM.
Para comprobarlo se realizaron curvas de concentraciones y los resultados del

efecto de la proteina BIM fueron analizados por la técnica de TUNEL.
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Se observé en ambos grupos que el nimero de células en apoptosis
aumentaba conforme se incrementaba la concentracion del ARN interruptor,

siendo menos tolerante la linea HEK293T y més tolerante la linea MING6 (Figura
13).
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Figura 13. Curvas de tolerancia al ARN interruptor miR-Let7a-BIM en células
HEK293T (A) y en células MING (B). La visualizacion de células apoptéticas se
realiz0 por medio del ensayo de TUNEL. Puede notarse un alto nivel de
apoptosis en las HEK293T (TUNEL+) y menor porcentaje en las células MING

resultado que implica una mayor tolerancia al ARN interruptor miR-Let7a-BIM.
ANOVA, test de Tukey; (p<0,05).

Asimismo, en la Figura 14 y 15 se observan las imagenes
representativas de los resultados del ensayo de TUNEL para las células

HEK293 y MING6 respectivamente, tratadas con diferentes concentraciones del
ARN interruptor miR-Let7a-BIM.
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Figura 14. Ensayo de TUNEL en células HEK293 tratadas con diferentes
concentraciones del ARN interruptor miR-Let7a-BIM. (Magnificacion original
400x).
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Figura 15. Ensayo de TUNEL en células MIN6 tratadas con diferentes
concentraciones del ARN interruptor miR-Let7a-BIM. (Magnificacion original
400x).

Estos resultados confirman experimentalmente una apoptosis selectiva
por una diferencia en la tolerancia al ARN interruptor sintético, debido al nivel
diferencial de expresion para el miR-Let7a enddgeno en cada linea celular.
Asimismo, estas diferencias confirmadas experimentalmente permitieron utilizar

estas poblaciones en un modelo de purificacion celular in vitro.

Modelo de simulacion in vitro de purificacion celular con HEK293T y MING

Para mimetizar un escenario de purificacion celular durante un protocolo
de reprogramacion, disefiamos un modelo de simulacién in vitro, donde
utilizando un co-cultivo de células HEK293T y MING, probamos la eficiencia de

purificacion del ARN interruptor sintético miR-Let7a-BIM.

En una primera prueba, se lipofectd sélo la linea celular HEK293T con el
ARN sintético miR-375-BFP y se realizd un ensayo de TUNEL para observar si
el protocolo de TUNEL no dafiaba la expresion de la proteina BFP (Figura 16).
Observamos que las células HEK293T en apoptosis eran facilmente
distinguibles por su color verde y que la sefial de la proteina BFP se

conservaba.



HEK293T
miR-375-BFP

Campo Claro TUNEL miR-375-BFP FUSION

Figura 16: Ensayo de TUNEL en células HEK293T tratadas con el ARN
sintético miR-375-BFP. La sefial de la proteina BFP se mantiene luego del
procedimiento para la deteccion de células apoptoticas. (Magnificacidn original
400x).

Para el modelo de simulacion in vitro se realizé un co-cultivo de células
HEK293T y MIN6 en cantidades iguales que fueron lipofectadas con los ARN
sintéticos miR-Let7a-BIM y el ARN miR-375-BFP, en el grupo tratado y solo el
ARN miR-375-BFP en el grupo control. A las 18-20 hs se realizd la
cuantificacion de células las células apoptoticas por TUNEL. En el andlisis se
determinaron el numero de células BFP+ TUNEL+ (células HEK293T
apoptéticas) y aquellas que eran BFP- TUNEL+ (células MIN6 apoptoticas)

sobre el total de células en cada campo.

Como resultado se observo que en las células tratada, el porcentaje de
células HEK293T fue del 85% (células BFP+ TUNEL+) y por el contrario solo
se contabiliz6 un 9% de células MIN6 apoptoticas (células BFP- TUNEL+)
(Figura 17). En cambio en el control sélo el 5% de las células registradas se

detectaron como apoptoticas.
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Figura 17: Ensayo de purificacion celular en una poblacién heterogénea
mediante la aplicacion del ARN interruptor sintético miR-Let7a-BIM.
Visualizacion de células apoptdticas por TUNEL. Se obtuvo un 85% de muerte
celular en células HEK293T (BFP+ TUNEL+) contra sélo un 9% de células
MIN6 (BFP- TUNEL+). Chi-cuadrado; (p<0,05).

En la Figura 18, se observan imagenes representativas del ensayo de
TUNEL en el co-cultivo de células HEK293T y MING6 tratadas con el ARN
interruptor sintético miR-Let7a-BIM y el ARN sintético miR-375-BFP
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Figura 18: Ensayo de TUNEL en el co-cultivo de células HEK293T y MING6

luego del tratamiento del ARN interruptor sintético miR-Let7a-BIM. En el panel

superior podemos observar 4 células, de las cuales 3 son BFP+ TUNEL+
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(HEK293T apoptoticas) y una de ellas es BFP- TUNEL- (MIN6 viva). En el
panel inferior se observan 3 células BFP+ TUNEL- (HEK293T vivas).
(Magnificacion original 100x).

DISCUSION

Mediante el uso de herramientas de la biologia sintética se logro
identificar diferentes poblaciones celulares utilizando ARN interruptores
sintéticos basados en la expresion diferencial de microARN enddgenos.
Asimismo, durante distintos ensayos se comprobé que los microARN
interruptores sintéticos pueden usarse para separar células en base a la
expresion diferencial del miR-Let7a, un microARN relacionado con el desarrollo
pancreatico.

Cabe destacar que el concepto del uso de los microARN enddgenos
para regular la expresion tejido-especifico de distintos genes exdgenos, fue
inicialmente disefiado con vectores virales o plasmidos (revisado en: (Geisler Y
Fechner, 2016)). Sin embargo al tratarse de vectores de ADN tienen entre
otros, el potencial riesgo de integrarse al genoma como asi también posibles
impedimentos asociados a las barreras regulatorias a la hora de su traslacion a
la clinica. Es por ello que si bien la manipulacion de ARN en los laboratorios
consume tiempo y recursos, las ventajas desde el punto de vista traslacional
ameritan su uso (Warren y cols., 2010). En esta linea el grupo de Miki y
colaboradores (2015), demostr6 que la duracién de los ARN interruptores
sintéticos dentro de las células no supera las 48 hs y luego de ese tiempo no se
hallan rastros de su presencia ni de potenciales efectos en la expresion génica

global.

La transcripcion in vitro (IVT) es un procedimiento simple que permite la
sintesis directa de ARN a partir de un molde de ADN de tamafio variado que se

basa en la ingenieria del templado. Sin embargo, para la sintesis de los ARN
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sintéticos diversos protocolos se han enfocado para modificar los ARN
optimizando su rendimiento, vida media dentro de las células e
inmunogenicidad (Warren y col., 2010); (Beckert Y Masquida, 2011). Uno de
los puntos a destacar en la estrategia usada en esta tesina fue el agregado de
la cola de poliA a los templados por medio de PCR. Si bien este procedimiento
agrega un paso extra al protocolo, el agregado de la cola de poliA en otros
protocolos esta relacionado con complicaciones técnicas dificiles de superar
(Endo y col., 2016) o con la compra de kits especificos como Poly(a) tailing kit
(Ambion, Invitrogen)

Al igual que en otros trabajos (Warren y col., 2010; Miki y col., 2015;
Endo y col., 2016) otra de las modificaciones que también se incluyeron en el
disefio de los ARN durante esta tesina, fue el agregado de la caperuza. El Anti-
Reverse Cap Analog (ARCA) es un analogo de caperuza usado durante la
transcripcion in vitro para la generacion de transcriptos capeados. Tiene
modificaciones quimicas para asegurar Su incorporacion en una sola
orientacién y reemplaza el grupo oxidrilo-OH- en el 3’ (muy cercano a la 7-
metil-guanosina) por —OCH3. Con esta modificacion, la ARN polimerasa solo
puede iniciar la transcripcion con el grupo hidroxilo remanente forzando la
incorporacion del ARCA y de esa manera se asegura que el 100% de los
transcriptos sintetizados estan capeados para poder ser traducidos sin
problemas (Stepinski y col., 2001). El agregado de analogos de la caperuza 7-
metilguanosina, protege al transcripto contra la degradacion de las
exonucleasas presentes y asegura una traduccion eficiente del mensajero. Por
otro lado, en los ARN obtenidos en este trabajo se empled un tratamiento con
fosfatasa alcalina luego de la trascripcion in vitro, ya que este tratamiento fue
reportado como un aportante de estabilidad a la molécula de ARN,
minimizando el riesgo de inmunogenicidad (Warren y col., 2010; Kormann y
col., 2011; Zangi y col., 2013). En resumen, trabajar con ARN modificados
permite ARN sintéticos mas estables y por lo tanto perite vislumbrar mejores

resultados en los modelos in vitro.
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La transfeccién con liposomas resulté ser un método eficiente para la
incorporacion de los ARN sintéticos dentro de las células, demostrando ser
versatiles para las distintas lineas celulares utilizadas. Durante el desarrollo de
esta tesina se obtuvo entre un 80 y un 100% de eficiencia de lipofeccion en las
lineas celulares HEK293T y en MIN6 cuando usamos el ARNm-GFP. Sin
embargo cuando se utilizo la linea celular HeLa con el ARN interruptor sintético
gue codifica para la proteina BFP, los porcentajes de eficiencia de lipofeccion
fueron menores. Esto demuestra que si bien en estos ensayos el uso de
liposomas fue eficiente, podria ser un problema si se quiere trabajar con otras
lineas celulares o con cultivos celulares primarios, como fue anteriormente
reportado (Miki y col., 2015). Es por ello que cada sistema de
transfeccion/transduccion, tendra que ponerse a punto segun las lineas

celulares o modelos elegidos por cada trabajo.

Para demostrar la especificidad y la eficiencia de los ARNSs interruptores
sintéticos se disefid un ensayo con células HelLa utilizando el ARN interruptor
miR-let7a-BFP. Cuando se lipofectaron las células con este ARN interruptor, no
se observo la expresion de la proteina BFP codificada. Sin embargo cuando se
agrego el inhibidor del miR-Let7a enddgeno, se observo la expresion de BFP
en el cultivo celular. La presencia del miR-Let7a enddgeno en las células HeLa
fue ampliamente reportada en varios trabajos (Zhou, 2009). Asimismo en un
ensayo realizado por nuestro grupo en la universidad de California-San Diego,
pudimos demostrar por citometria de flujo que la expresion de la proteina BFP
es inhibida en el 97.9% de las células HelLa con esta construccion, mientras
gue con el agregado del inhibidor la expresion se registré en el 67% de las
células (datos no mostrados). Otros reportes indican también el elevado grado
de especificidad y eficiencia del sistema de ARN interruptores, conferido por la
secuencia del microARN utilizada en la construccion; que dependiendo del tipo
celular utilizado y el miARN blanco varia del 99 al 99.7%. En su conjunto estos

resultados demuestran la alta especificidad y eficiencia de los ARN
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interruptores sintéticos para bloquear la expresiéon de un gen exogeno

dependiendo especificamente de la presencia del miARN enddgeno blanco.

En una publicacion reciente de Endo y colaboradores (2016) reportaron
gue cada tipo celular tiene un contenido diferencial de microARN y este
diferencial hace que los ARN interruptores actien con diferentes eficiencias
segun los diferentes tipos celulares en donde se los emplee. Aprovechando
este reporte en esta tesina se disefid un ensayo donde se prob6é el ARN
interruptor miR-Let7a-BIM en células HEK293T y células MIN6. En ambas
lineas celulares fue reportado la presencia del miR-Let7a (Tian y col., 2012;
Filios Y Shalev, 2015), siendo en MIN6 uno de los microARN mas abundantes
(Filios Y Shalev, 2015). Nuestros resultados confirman estos reportes previos
cuando observamos que a partir del uso de 500 ng/ml casi un 50% de las
células HEK293 sufren apoptosis, mientras que con la misma concentracion
solo un 2% de las células MIN6 son TUNEL positivas. Nuestros resultados en
concordancia con los resultados de Endo y colaboradores (2016), indican que
segun el contenido endogeno de cada microARN blanco es necesario usar una
concentracion determinada de los ARN interruptores sintéticos. Cabe destacar
gue si bien especificamente en este ensayo no se pudo emplear inhibidores del
microARN endogeno (por no disponer del recurso), los ensayos realizados por
Endo y colaboradores (2016), confirmar que el diferencial de tolerancia al BIM
es debido al diferencial en el contenido de los microARN enddégenos y no a la
tolerancia intrinseca a la proteina BIM de cada tipo celular (Sionov y col.,
2015).

Una de las formas de abordaje, frente al desafio del desarrollo de
terapias celulares en Diabetes Tipo 1, es la reprogramacion celular. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, luego de un protocolo de
reprogramacion celular no todas las células alcanzan un fenotipo maduro
(Pereyra-Bonnet y col., 2014; Otonkoski, 2016), por lo que la obtencién de

poblaciones celulares puras representa una necesidad pensando en futuras
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terapias celulares. Para ello se disefid y realizé6 un modelo in vitro de
simulacion donde co-cultivamos células MIN6 que son miR-Let7a y miR-375
positivas y células HEK293T que contienen el miR-Let7a a nivel basal. En este
modelo in vitro las células MIN6 mimetizan a células tipo-B pancreéticas
productoras de insulina (miR-375+ y miR-Let7a+,(Ishihara y col., 1993))
obtenidas luego de un protocolo de reprogramacién celular. Mientras que las
células HEK293T representan a las células refractarias a la reprogramacion o
con un menor grado de diferenciacion. Como resultado tanto el ARN interruptor
miR-375-BFP como el microARN-Let7a-BIM se expresaron en las células
HEK293 marcandolas de azul e induciéndolas hacia la apoptosis con una
eficiencia del 85%. De esta manera fue posible eliminar las células de fenotipo
no deseado (HEK293T) y enriquecer el cultivo con las células blanco (MING).
Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros grupos que lograron
separar diferentes poblaciones celulares usando los microARN interruptores
sintéticos con blanco en los miR endogenos miR-1, miR28a y miR499a en
cardiomiocitos (Miki y col., 2015); miR-375 en células productoras de insulina
(Miki 'y col., 2015) y miR-302 para eliminar células pluripotenciales sin
diferenciar (Parr y col., 2016). En estos reportes se obtuvieron porcentajes de
purificacion celular similares a los obtenidos en esta tesis (del 80 al 99%).
Asimismo, cabe destacar que en el trabajo de Miki y colaboradores (Miki y col.,
2015) purificaron células reprogramadas productoras de insulina utilizando
como blanco el miR-375. Sin embargo, usar en conjunto el miR-375 y el miR-
Let7a como diana para los interruptores, permite vislumbrar mayor versatilidad
para usar esta técnica en escenarios donde se necesiten mas de un microARN
como blanco para la separacion (por ejemplo en poblaciones celulares con un
perfil de expresién génica similar, en escenarios de purificaciéon de células
pancreaticas). En conjunto estos resultados ponen en evidencia el gran
potencial de los ARN interruptores sintéticos para identificar y separar

poblaciones celulares.
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Un Resultado inesperado en el trabajo fue el alto porcentaje de células
TUNEL positiva hallados en el grupo tratado con los el ARN interruptor miR-
Let7a-BIM como el miR-375-BFP. Sin embargo, cabe resaltar que estas células
apoptoticas fueron, en su mayoria, positivas para BFP, indicando que se
trataban en efecto de células HEK293T y no de MIN6. Una posible explicacion
sobre este elevado porcentaje de células HEK293T apoptoticas podria deberse
a que los preparados se analizaron sobre frotis y no representaron la
composicion de la poblacion original. Para descartar cualquier posible falsa
interpretacion positiva, se estan realizando nuevos ensayos para presentar al

momento de la defensa de esta tesina.

Por ultimo, si bien en la presente tesis sélo se trabajo sobre estrategias
para identificacion y separacion celular, los ARN interruptores sintéticos pueden
usarse para expresar dentro de las células genes exdgenos en forma
diferencial y para detectar la presencia o ausencia de microARN enddgenos en

diferentes estirpes celulares, entre otros.
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CONCLUSIONES

El disefio y sintesis de los ARN sintéticos mostraron ser correctos.

Los ARN sintéticos sintetizados in vitro mostraron ser funcionales y estables.

El uso de las modificaciones para la transcripcién in vitro aseguré la correcta
traduccion de los ARN sintéticos y las proteinas codificadas demostraron ser

funcionales.

Los transfeccion con liposomas fue un método sencillo y efectivo de

incorporacion del material genético a las células HEK293T y MING.

Los ARN interruptores sintéticos fueron especificos para los microARN
enddégenos de interés. Las poblaciones celulares utilizadas pueden ser
segregadas por sus diferencias de expresion para el miR-Let7a y la tolerancia
frente al ARN interruptor miR-Let7a-BIM.

El ensayo de TUNEL propuesto permitio la visualizacion de células apoptoticas.

El modelo de simulacion in vitro para purificar células insulina positivas (INS+)
de una poblacion heterogénea representd de manera eficiente la realidad y

demostré ser comparable al descrito por Miki y colaboradores (2015).

Los ARN interruptores sintéticos pueden usarse para detectar e identificar
poblaciones de células con expresion de miR-Let7a enddgeno, como asi
también para purificar poblaciones celulares que expresan el miR-Let7a sin el

uso de un citdmetro de flujo acoplado a un separador celular.
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PERSPECTIVAS

Probar los ARN interruptores sintéticos en otras poblaciones y para otros
microARN de interés.

Utilizar los ARN interruptores sintéticos en islotes aislados de pancreas

de donantes cadavéricos para el aislamiento de células 3.

Optimizar la técnica de IVT para obtener mejores resultados en cuanto a

rendimientos totales.

Desarrollar nuevos ARN interruptores sintéticos con varios microARN de
interés en tandem para lograr separar poblaciones con un perfil de

expresion génica similar, como las células a y 3 pancreaticas.

Optimizar el uso del Citbmetro de Flujo del laboratorio para una
aproximacion mas exacta en los ensayos de purificacion de células
lipofectadas para permitir la seleccion con BIM de un tipo celular en una

poblacién.

Acoplar al sistema nuevas proteinas para conferir nuevas funciones al

ARN interruptor.

Desarrollar una estrategia combinada de ARN interruptor sintético
acoplado al sistema de edicion CRISPR-ON/OFF
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ANEXOS
Anexo 1: Materiales y Metodos

Disefio y sintesis de los ARN sintéticos.

1)Secuencia de los gBlocks disefiados.

miR-SPé6é-Let7a-Bim-swith

GCATTTAGGTGACACTATAGAATCCTTAATCGCGGATCCAACTATACAACCTACTACCTCAAGA
TCACACCGGTCGCCACCATGGCCAAGCAACCTTCTGATGTAAGTTCTGAGTGTGACAGAGAAGG
TGGACAATTGCAGCCTGCTGAGAGGCCTCCCCAGCTCAGGCCTGGGGCCCCTACCTCCCTACAG
ACAGAACCGCAAGGTAATCCCGACGGCGAAGGGGACCGCTGCCCCCACGGCAGCCCTCAGGGLC
CGCTGGCCCCACCGGCCAGCCCTGGCCCTTTTGCTACCAGATCCCCACTTTTCATCTTTGTGAG
AAGATCTTCTCTGCTGTCCCGGTCCTCCAGTGGGTATTTCTCTTTTGACACAGACAGGAGCCCG
GCACCCATGAGTTGTGACAAGTCAACACAAACCCCAAGTCCTCCTTGCCAGGCCTTCAACCACT
ATCTCAGTGCAATGGCTTCCATACGACAGTCTCAGGAGGAACCTGAAGATCTGCGCCCGGAGAT
ACGGATTGCACAGGAGCTGCGGCGGATCGGAGACGAGTTCAACGAAACTTACACAAGGAGGGTG
TTTGCAAATGATTACCGCGAGGCTGAAGACCACCCTCAAATGGTTATCTTACAACTGTTACGCT
TTATCTTCCGTCTGGTATGGAGAAGGCATTGAACCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCC
CTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCTGAGTAGGAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAARA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARARAA
SP6-EGFP-switch

GCATTTAGGTGACACTATAGGTCGAATTAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAAGACA
CCGGTCGCCACCATGGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCC
TGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGA
TGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGG
CCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGA
AGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTT
CAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAAC
CGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGT
ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAA
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CTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAAC
ACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCC
TGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGG
GATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGAGATCTCATATGCATCTCGAGTGATAGTCTAGA
CCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGT
CTTTGAATAAAGCCTGAGTAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAAAAAANAAAAAAAAANAAAAAAAAAAAAAARAAAAA
AAAAAAAAAARAARAA

Sp6-miR-Let7a-Switch-BFP

GCATTTAGGTGACACTATAGAATCCTTAATCGCGGATCCAACTATACAACCTACTACCTCAAGA
TCACACCGGTCGCCACCATGGGATCCAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTA
CATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTAC
GAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACA
TCCTGGCTACTAGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGA
CTTCTTCAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGG
GGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGA
TCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGC
CTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTGAAG
CTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACATCAAGACCACATATAGATCCAAGAAACCCGCTA
AGAACCTCAAGATGCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCAA
CAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAA
CTGGGGCACAGATCTCATATGCATCTCGAGTGATAGTCTAGACCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCT
GGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCTGAGTAGG
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAA

Sp6-miR-375-BFP

GCATTTAGGTGACACTATAGAATCCTTAATCGCGGATCCTCACGCGAGCCGAACGAACAAAAGA
TCACACCGGTCGCCACCATGGGATCCAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTA
CATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTAC
GAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACA
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TCCTGGCTACTAGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGA
CTTCTTCAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGG

GGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGA

TCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGC

CTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTGAAG

CTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACATCAAGACCACATATAGATCCAAGAAACCCGCTA

AGAACCTCAAGATGCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCAA

CAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAA

CTGGGGCACAGATCTCATATGCATCTCGAGTGATAGTCTAGACCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCT

GGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCTGAGTAGG

Primers

SUTR-SP6F
GCATTTAGGTGACACTATA

3UTR-poliAR

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTACTCAGGCTTTATTCA

2) Ejemplo de mezcla de reaccion para la PCR de los gblocks sintetizados in
vitro usando una polimerasa de alta fidelidad y las condiciones de ciclado

utilizadas.

Mix x 1
Agua 32.5pl
Buffer 5X 10 pl
dNTPs (10mM) 1u
Primer F (10x) 2.5 ul
Primer R (10x) 2.5 ul
Enzima (1U) 0.5 pl
Templado 1ul pl
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Etapa del ciclado

Desnaturalizacién inicial

Desnaturalizacién

Hibridacién de
cebadores

Extensiéon

Extensioén final

Temperatura

98°C
98°C

55°C

72°C

72°C

Tiempo
30seg
10seg

10seg

30seg

5min

Anexo 2: Materiales y métodos.

Curvas de tolerancia al microARNint-Let7a-BIM en HEK293 y MING

1) n° de células apoptoticas del total de células del campo en la linea
HEK293T luego del tratamiento de 4 concentraciones del ARN interruptor
sintético miR-Let7a-BIM.

TRAT/N® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTA %

C. L

CONTRO 0/2 o0/1 o0/1 0/1 o0/1 o0/1 0/2 0/3 0/2 0/1 0/175 O

L 1 1 5 4 0 5 2 1 3 3 0/96 0
o/t o/1 o0/9 o066 06 07 01 0/7 0/1 0/8
3 8 0 2

5NG/ML 2/2 0/2 3/1 0/2 0/2 0/2 1/2 0/1 0/2 0/2 6/226 2.65
5 8 1 4 9 0 7 9 0 3 4/230 1.73
1/2 o/2 1/2 o0/2 o0/2 1/3 0/2 1/2 0/1 0/2
0 2 5 6 4 0 2 1 9 1

50NG/M 0/9 0/5 o0/9 o0/8 0/6 0/1 2/7 0/8 0/1 0/7 2/81 2.47

L 0/2 0/3 0/3 0/2 1/2 2 2/4 1/3 0 /2 7/321 2.18
4 6 2 9 6 2/3 6 9 0/2 4

8 7

500NG/ 11/ % 10/ 8/1 24/ 11/ 15/ 7/1 11/ 6/1 106/1 65.0

ML 16 3/2 14 4 31 21 19 9 15 0 63 3
7/2 4 8/2 6/2 10/ 4/1 7/2 8/2 14/ 14/ 81/21 38.5
4 0 6 19 5 3 0 16 23 0 7

5000NG/ 10/ 9/1 15/ 19/ 12/ 8/1 4/9 6/8 11/ 9/1 103/1 63.1

ML 25 7 29 23 16 0 14/ 5/9 14 2 63 9
26/ 16/ 11/ 17/ 14/ 17/ 19 16/ 9/1 145/1 74.7
28 21 19 23 21 22 21 1 94 4
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3) ANOVA. Test de Tukey (p<0.05)

P value 0.0015

F value sum "

Are means si Yes

Number of gr o

F 25,83

R squared 0,9538

ANOVA Table S5 df M5
Treatment (between column 8621 4 2155
Residual (within columns) 4172 ) 83,45
Total 9038 9

Tukey's Multiple Comparisot  Mean Diff. qnt? P <0057 Summary 95% CI of diff
Control vs 5ng/ml -2,19 0,339 No ns38.83 to 34.45
Control vs 50ng/ml -2.325 00,3599 No nsi8 97 to 34 .32
Control vs 500ng/ml -51.8 8019 Yes *8.44 t0 -15.16
Control vs 5000ng/ml -68.97 10,68 Yes "™05.6 to -32.32
Sng/ml vs 50ng/ml -0,135 0,0209 No ns36.78 to 36.51
sng/ml vs 500ng/ml -49 61 7,68 Yes *H25t0 1297
ang/ml vs 5000ng/ml -66.77 10,34 Yes "™03.4t0-3013
50ng/ml vs 500ng/ml -49 48 7,659 Yes "6.12t0 -12.83
50ng/ml vs 5000ng/m| -66.64 10,32 Yes "™ 03.3 to -30.00
500ng/ml vs 5000ng/ml AT AT 2,657 No nsi3.81to 1948
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4) n° de células apoptoticas del total de células del campo en la linea MING
luego del tratamiento de 4 concentraciones del ARN interruptor sintético

miR-Let7a-BIM.
TRAT/NUM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
CONTROL 0/3 0/1 0/4 o0/2 o0/1 0/2 0/1 0/2 0/1 0/3 0/20 0
o/5 0o/7 o/6 o0/7 1/7 0/5 0/7 0/6 0/11 0/9 1/70 0
500NG/ML  2/33 0/51 1/46 0/24 0/30 0/33 0/48 0/27 0/35 1/41 4/368 1.08
0/35 2/23 1/13 1/22 1/23 0/15 0/26 0/8 0/8 0/14 5/187 2.67
5000NG/ML 3/37 5/48 2/16 1/36 1/9 1/11 0/12 2/15 1/16 0/30 16/230 6.95
1/24 o/4 o/4 o0o/5 0/3 1/7 0/3 3/7 0/9 1/15 6/81 4.86

5) Salida del estadistico. ANOVA. Test de Tukey (p<0.05)

One-way analysis of variance

P value 0,0254

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 15,84

R squared 0,9135

ANOVA Table SS df MS)

Treatment (between columns) 36,42 2 18,21

Residual (within columns) 3,448 3 1,149

Total 39,87 5

Tukey's Multiple Mean Significant? P

Comparison Test Diff. q < 0.05?Summary  95% CI of diff
Control vs 500ng/ml -1,875 2,473 No ns -6.355 to 2.605
Control vs 5000ng/ml -5,905 7,789 Yes * -10.39 to -1.425
500ng/ml vs 5000ng/ml  -4,030 5,316 No ns-8.510 to 0.4502
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Modelo de simulacién in vitro de purificacion celular con HEK293T y MING

6) Conteo del n° de células BFP+ TUNEL+ y BFP- TUNEL- del total de
células del campo luego del uso del ARN interruptor sintético miR-Let7a-
BIM en una poblacién heterogénea con co-cultivo de HEK293T y MIN6

BFP+ BFP- TUNEL-
TUNEL+ TUNEL+

CONTROL 9 3 212

MIR-LET7-BIM 227 26 15

7) Chi-cuadrado. (p<0.05)

TABLE ANALYZED DATA 3
CHI-SQUARE
CHI-SQUARE, DF 389.8, 2
P VALUE < 0.0001
P VALUE SUMMARY
ONE- OR TWO-SIDED NA
STATISTICALLY SIGNIFICANT? (ALPHA<0.05) YES
DATA ANALYZED
NUMBER OF ROWS 2
NUMBER OF COLUMNS 3
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