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Resumen

Los microRNAs (miRNAs) son transcritos de aproximadamente 22 nucleétidos vy
recientemente se han encontrado una nueva clase de miRNAs que llegan hasta 80 nucledtidos, los
cuales pueden regular la expresiéon genética a nivel transcripcional. Se ha reportado que
aproximadamente 60% de los genes poseen al menos un sitio de unién para miRNAs, por lo que
estdn involucrados en diversos procesos bioldgicos, por lo que han cobrado gran relevancia, tal es
el caso de miR-223, cuya expresidn esta desregulado en diferentes enfermedades como influenza,
hepatitis B, leucemia y algunos linfomas. Por otra parte nuestro grupo ha reportado que estd
relacionado con cuadros de quimio resistencia en leucemia a través de la regulacién del gen MDR1.

El estudio de los miRNAs ha cobrado gran relevancia, por lo que se han desarrollado
diferentes estrategias que permitan su estudio, los cuales incluyen sobre expresarlos o inhibirlos.
Estas herramientas han evolucionado a lo largo del tiempo, pasando de secuencias sencillas como
los antdgomiros hasta llegar a los RNAs esponjas, denominadas asi por su capacidad para absorber
miRNAs. Este tipo de herramientas han demostrado gran eficiencia en la inhibicidn de la expresion
de miRNAs, siendo ampliamente utilizadas en diversos estudios y varios modelos. miR-223 tiene
gran relevancia al regular un gran nimero de genes como IGF-1R,IKKa, Foxo1A, participando en un
gran numero de procesos y siendo importante en diferentes enfermedades, por lo cual nos parece
importante generar herramientas que nos permitan su estudio.

Debido a la gran eficiencia que se ha reportado de los RNA esponjas se decidié disefiar este
un RNA esponja para el estudio de miR-223. Inicialmente se generd una construccidn con 4 sitios de
reconocimiento totalmente complementarios para miR-223, la cual fue clonada rio abajo del gen
que codifica para la proteina fluorescente verde. Sin embargo, los resultados de PCR en tiempo real,
mostraron que este disefio era incapaz de inhibir a miR-223. Por esta razdn, se generd una segunda
construccion la cual poseia un solo sitio de reconocimiento parcialmente complementario a miR-
223, con el cual se observé una inhibicion significativa, con respecto al primer disefio, en células AD-
293 y Jurkat. Este disefio fue capaz de reestablecer la expresién IKKa, un blanco reportado de miR-
223, el cual fue observado mediante Western Blot en células AD-293, sin embargo este efecto no se
pudo apreciar con los blancos IGF-1R y SP1.




Abstract

The microRNAs (miRNAs) are
small RNAs of approximately 22 nucleotides and recently a new class of miRNAs have found that
reach up to 80 nucleotides, which can regulate the genetic expression at a transcriptional level. It
has been reported that approximately 60% of the genes possess at least one site of union for
miRNAs, so they are involved in various biological processes, so they have gained great relevance,
such is the case of MiR-223, whose expression is deregulated in different diseases such as influenza,
hepatitis B, leukemia and some lymphomas. On the other hand, our group has reported in chemo
resistance in leukemia through the regulation of the MDR1 gene.

The study of the miRNAs has gained great relevance, so we have developed different strategies that
allow their study, which include about expressing or inhibiting them. These tools have evolved over
time, passing from simple sequences like the Antagomiros to the Rnases Esponja, named for their
ability to absorb miRNAs. This type of tools have shown great efficiency in the inhibition of the
expression of miRNAs, being widely used in various studies and various models. MiR-223 has great
relevance to regulating a large number of genes such as IGF-1r, IKKa, Foxo1A, participatingin a large
number of processes and being important in different diseases, so we think it is important to
generate tools that allow us to study.

Due to the great efficiency that has been reported of the RNA sponges it was decided to design this
one RNA sponge for the study of MiR-223. Initially a construction was generated with 4 sites of
recognition totally complementary to MiR-223, which was cloned downstream of the gene that
encodes for the fluorescent protein green. However, real-time PCR results showed that this design
was incapable of inhibiting miR-223. For this reason, a second construction was generated which
possessed a single site of recognition partially complementary to MiR-223, with which a significant
inhibition was observed, with respect to the first design, in cells AD-293 and Jurkat. This design was
able to reestablish the expression IKKa, a white reported from MiR-223, which was observed by
Western Blot in cells AD-293, however this effect could not be seen with white IGF-1r and SP1.

1.- Introduccion
1.1.- Los micro RNAs

El dogma central de la biologia molecular actualmente establece que el flujo de la
informacién genética va en direccién de moléculas de DNA, que son transcritas a moléculas
de RNA, mismas que llevan el mensaje (mMRNA) que serd traducido a proteinas en el
ribosoma. No obstante, no todos los transcritos de RNA codifican a proteinas, ejemplos de
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estos son los RNA ribosomales (rRNA), los RNA de transferencia (tRNA), RNAs pequefios
nucleares (snRNA), RNAs nucleolares (snoRNAs), entre otros?.

Entre estos RNAs no codificantes se encuentran los micro RNAs (miRNAs), los cuales
comprenden una gran familia de transcritos pequeifos de aproximadamente 22
nucledtidos, aunque recientemente se han encontrado algunos que alcanzan los 80
nucledtidos, los cuales son altamente conservados entre especies®3. Los miRNAs han
alcanzado gran relevancia debido principalmente a la capacidad de regular la expresion
genética a nivel post transcripcional, a través de la complementariedad de bases con la
region no traducible 3’ (3’UTR) de los RNA mensajeros®.

El primer miRNA fue descubierto por Ambros y colaboradores en 1993, al encontrar
a lin-4, un gen que no codificaba para una proteina, en cambio producia RNAs pequefios®.
Se observd que estos RNAs tenian porciones complementarias en la region 3'UTR del
transcrito de /in-14. Posteriormente se asocio la expresion de lin-4 con la disminucion de los
niveles del transcrito de lin-14, que es fundamental en el desarrollo embrionario del
nematodo Caenorhabditis elegans®.

Desde su descubrimiento, se han reportado una gran cantidad de miRNAs en
diferentes especies. En humanos se estima que al menos un 60% de los genes codificantes
tienen por lo menos un sitio de reconocimiento para un miRNA®. Esto sugiere que los
miRNAs estén altamente involucrados en el mantenimiento de la homeostasis, regulando
de forma muy precisa procesos como proliferacién, diferenciacién, muerte celular, entre
muchos otros 78,

1.2 Biogénesis de los miRNAs

En animales se ha establecido una biogénesis candnica de los miRNAs, la cual
podemos dividir en 2 fases principales, esquematizado en la figura 1. La primera fase se da
en el nucleo, donde los miRNAS son transcritos por la RNA polimerasa Il o lll, generando
una estructura tallo-burbuja denominada pri-miRNA. Esta estructura es reconocida por la
enzima Drosha, que realiza un corte en la base del tallo y que funciona como marca para
ser reconocido por Exportina 5°, para luego ser exportado fuera del nicleo. En el citoplasma
da lugar la segunda fase, en donde se lleva a cabo un segundo corte por la enzima Dicer,
generando una molécula de RNA de doble cadena de aproximadamente 20 a 22
nucledtidos'®. Por dltimo, una de las 2 cadenas, la cual sera llamada cadena guia, forma un
complejo con la enzima Argonauta 2, al cual se le conoce como complejo de RNA inductor
de silenciamiento (RISC), por sus siglas en inglés'®.
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Figura 1.- Biogénesis de los miRNAs? Los microRNAs son transcritos por la polimerasa Il o lll,
generando una estructura llamada pri-miRNA, la cual es reconocida por DROSHA, que genera
un corte en la base del miRNA, generando un pre-miRNA. Posteriormente, este pre-miRNA
es trasladado al nucleo por accion de exportina 5. Una vez en el citoplasma, se da una
segundo corte por Dicer, dando como resultado un RNA de doble cadena de 22-24
nucledtidos. Por Ultimo, una de las cadenas se une a Argonauta, generando el complejo RISC.

En la actualidad se conocen diversas variaciones en la biogénesis candnica de los
miRNAs, que pueden tener pasos adicionales o carecer de algunos de ellos, como el caso de
los miRNAs que tienen su origen de los intrones de algunos transcritos, los cuales son
independientes de Drosha al ser procesados por la maquinaria de splicing. A esta clase de
miRNAs se les conoce como Mirtrones?®3, adicionalmente se han descrito algunos intrones
gue funcionan como miRNAs, y que son independientes tanto de Drosha como Dicer, al
unirse directamente a Argonauta dentro del nucleo, posterior al proceso de Splicing?.
Ademas se conocen miRNAs que pueden originarse de RNAs nucleolares e incluso de
elementos transponibles'#, este tipo de biogénesis se ha reportado en moscas, gusanos,
humano, entre otros, no obstante es importante resaltar que estas rutas “no candnicas”
son mucho menos comunes®®.




1.3.- Mecanismo de acciéon de los miRNAs

Una vez que se forma el complejo RISC, el miRNA funciona como guia, al reconocer
secuencias complementarias en la region 3’UTR de algin RNA mensajero especifico,
mediante interacciones Watson-Crick!®, no obstante, se ha reportado que los miRNAs
pueden interactuar con regiones 5’, como promotores!’8, En el caso de reconocimiento de
la region 3’UTR, se ha reportado que los 7 nucledtidos que comprenden la regién semilla
del miRNA, la cual comienza en el segundo nucleétido del extremo terminal 5’ del miRNA,
son necesarios para que este tipo de interaccion ocurrat®®®, Existen 2 dos formas por las
cuales puede darse esta regulacion, por degradacidon del mensajero o por represion de la
traduccién, siendo el grado de complementariedad entre el miRNA y el RNA mensajero, el
factor que determinara uno u otro mecanismo®® (Figura 2). Cuando la complementariedad
entre el miRNA y el mensajero es del 100%%®, puede ser degradado por accion catalitica de
la enzima Argonauta 2%, este mecanismo es mas frecuente en plantas que en animales??.

\ mRNAs

ORF 3UTR ORF YUTR

nRNAs _Ammumumm ‘

Degradacion mRNA Represion de la traduccion

Figura 2. Mecanismo de reconocimiento de los miRNAs*®

La regulacion de la expresion se da de dos formas principalmente. Cuando la complementariedad
entre el miRNA y su RNA mensajero es total, existe una degradacién del RNA mensajero, por accidn
catalitica de Ago2, mientras que, cuando la complementariedad es imperfecta existe una represién
traduccional.

Cuando la complementariedad entre la regién semilla del miRNA y la region 3’UTR
es menor, como se da en la mayoria de los casos en animales, se da una represion
traduccional, que puede darse evitando la interacciéon del RNA mensajero con los
ribosomas?? como se ejemplifica en la Figura 3.




Por otra parte, el complejo RISC puede generar un reclutamiento de las proteinas
GW-182, que ayuda a la localizacion de los RNA mensajeros en los cuerpos P (P-bodies)?3,
estos conglomerados de proteinas Ilamados P-bodies, son ricos en enzimas como las
deadenilasas CCR4 y NOT, ademds de enzimas como DCP1 y DCP2 que son capaces de
remover el CAP 5’ del mensajero, promoviendo que posteriormente sean degradados por
algunas exonucleasas, como Xrn1?42>, No obstante, dentro de los P-bodies puede existir la
represién traduccional del mensajero, sin que necesariamente exista su degradacion. Se ha
sugerido que esto puede ser debido al tipo de enzimas que actian con el mensajero, que
no permiten un acceso a las nucleasas, como es el caso de HUR y elF4E-T, que actian como

represores de la traduccién?®?’
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Figura 3. Mecanismo de accién de los miRNAs*®

La represion de la expresion se puede dar por diferentes formas. A) Bloquear la interaccién entre
las unidades ribosomales y el CAP 5’. B) Disociacion de las unidades ribosomales del RNA mensajero.
C) Bloque del proceso de elongacion, bloqueando interaccién de unidades ribosomales. D) La
deadenilacién, puede generar un degrademiento del miRNA, por otra parte este miRNA, puede ser
secuestrado en lo P-Bodies, donde puede sufrir una degradacidn o simplemente inhibir la
traduccién.

1.4.- Estrategias de estudio de la funcion de los miRNAs




Debido a la gran variedad de procesos bioldgicos en los cuales los miRNAs participan,
no es de sorprender que el desajuste de su expresiéon se relacione con diferentes
enfermedades como: cancer, diabetes, artritis entre muchas otras, por lo que su estudio se
ha vuelto de gran importancia?.

Para entender mejor la funcién de los miRNAs, se ha tratado de manipularlos, ya
sea sobre-expresandolos o inhibiendo su funcidn, siendo esta ultima el tema de abordaje
en este trabajo.

Para su inhibicion se han desarrollado diferentes técnicas, que han evolucionado con
el tiempo (Figura 4). Una de los primeros métodos fue denominado “Antdgomiro”,
secuencias de LNA (Locked Nucleid Acid) que eran transfectadas desnudas en la célula, con
la capacidad de unirse a los miRNAs evitando la interaccion con su mensajero blanco?. Una
de las grandes desventajas de esta estrategia era la rdpida degradacion de los
antagomiros®, la cual fue evitada gracias a marcas quimicas que no permitian la
degradacion por exonucleasas (Figura 4). Con esta estrategia se logrd incluso inhibir
eficazmente a miR-122 y miR-16 in vivo en ratones3.

Posteriormente, se desarrolld otro tipo de herramientas llamadas “Decoys”, los
cuales, al igual que los antdgomiros, pueden unirse a los miRNAs y secuestrarlos, con la gran
diferencia, de que estos Decoys poseen una estructura secundaria, de tallo burbuja como
se ilustra en la figura 4, que les permite ser mas estables, sin necesitar de marcas quimicas,
ademas de poder contar en algunos casos, con mas de un sitio para el reconocimiento del
miRNA y de este modo aumentar su eficiencia al inhibir un miRNA32,
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Figura 4. Esquema de las moléculas usadas para el estudio de miRNAs3?
Representacién de las primeras moléculas utilizadas para el estudio de los miRNAs y su desarrollo
para ser mas eficientes.

Uno de los grandes problemas de estas herramientas, es la necesidad de
administrar grandes cantidades constantemente, para lograr una buena inhibicidn, esto
debido a que eran transfectadas desnudas en la célula®3. Con el tiempo estas secuencias se




expresaron a través de plasmidos34, volviéndolos mas eficientes debido a una expresion
mas prolongada en la célula.

1.5.- RNAs competidores enddgenos.

A pesar de los grandes avances que se lograron con los “Antdgomiros” y los
“Decoys”, se tenia aun una gran desventaja, la cual era que estas herramientas podian
inhibir a un solo determinado miRNA, lo cual ocasionaba problemas para familias de
miRNAs que varian en sus secuencias semilla o RNAs mensajeros que eran reconocidos por
mas de un miRNA. De esta forma surgieron los RNAs “esponjas”, denominados asi por su
capacidad de “absorber” miRNAs3®.

El desarrollo de los RNAs esponja tiene su origen en los transcritos endogenos de la
célula, que funcionan como competidores de miRNAs, como los pseudogenes OCT4P4,
BCAS4, BRAFP1, CYP4Z2P?%’, recientemente el caso de RNAs circulares como, cIRS-7, cir-
ITCH, Sry, los cuales han sido reportados como competidores endogenos®’. Entre estos
también podemos encontrar casos de RNAs largos no codificantes, como el caso de HOTAIR,
cuya actividad de esponja sobre miR-148, acelera el procesos de migracién en cancer
esofageal®.

No obstante la gran cantidad de ejemplos que existen, cuando se habla de RNAs
esponjas siempre se hace referencia al caso del pseudogen PTENP13>363%40 PTENP1 a
diferencia de su alelo silvestre, tiene una mutacién de sentido equivocado en el codén de
la metionina que no le permite ser traducido*. Sin embargo, este comparte dentro de su
region 3’UTR, cinco sitios de reconocimiento para miRNAs (Figura 5). Se ha observado que
la expresion de PTENP1 se ve disminuida en cancer de prdstata, ocasionando que los niveles
de PTEN, un supresor de tumores*!, se reduzcan rapidamente debido a la regulacién por
miRNAs causando el aceleramiento del padecimiento. Por estas razones se ha denominado
a PTENP1 como un competidor endégeno que tiene una gran importancia en la regulacion
de PTEN“2,
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Figura 5.- Representacion esquematica del pseudogen PTENP1 y su homdlogo silvestre®?.
Se esquematiza al gen silvestre PTEN y su alelo el pseudogen PTENP1, que conserva sitios de
reconocimiento de miRNAs, que le permiten competir por estos, para regular la expresion de PTEN.

Se ha adoptado el modelo de PTENP1, como un ejemplo a seguir para conseguir
mayor éxito en la inhibicidn de los miRNAs por RNAs esponjas. Basandose en este modelo,
se han agregado a los RNAs esponjas una mayor cantidad de sitios de reconocimiento y
ademas de gran importancia, la capacidad de reconocer no solo a un tipo de miRNA, sino
también, a miRNAs con secuencias diferentes *3. Este caso ha proporcionado una mayor
eficiencia y un rango mayor de inhibicién para diferentes miRNAs.

Por otra parte, siguiendo el modelo de PTENP1,surgié la estrategia de clonar no solo
los RNAs esponja, asi como, “Decoy”, rio abajo de un gen reportero, como el gen luciferasa
o una proteina fluorescente, imitando una region 3’UTR 32734, Con lo anterior se logré mayor
eficiencia, debido a una mayor estabilidad del transcrito 34, ademas de aportar una forma
de comprobar la interaccidon entre la esponja y el miRNA, ya sea, observando una
disminucidn en la actividad de luciferasa o una disminucidn en la fluorescencia3?® (Figura 6).
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Figura 6.- Representacion esquematica del funcionamiento de un RNA esponja3®

Se representa la estrategia de clonacidon de un RNA esponja, rio debajo de algin gen reportero,
funcionando como una region 3’UTR. Que posteriormente compite en la célula contra otros RNA
mensajeros, secuestrando al secuestrar al miRNA objetivo.

Todos estos ejemplos se han llevado con gran éxito a la practica. Por ejemplo, en
2015 Jung y sus colaboradores reportaron un RNA Esponja de 20 sitios para miR-21, miR-
155, miR-221/222, el cual fue clonado rio abajo del gen reportero de la proteina roja
fluorescente®. En este trabajo se evalué el grado de inhibicion comparando el nimero de
sitios de entre 4 hasta 20, observando mayor eficiencia con un mayor numero de sitios. Por
otra parte, se comparo la eficiencia entre los sitios de reconocimiento que fueran total o
parcialmente complementarios hacia el miRNA, en donde ademas de tener gran éxito en la
disminucion de sus cuatro miRNAs blancos, se observd que existia una mejor efecto en la
esponja que poseia sitios que eran parcialmente complementarios hacia los distintos
mMiRNAs3?,

Existen diversos ejemplos que han logrado tener una inhibicién exitosa en diferentes
modelos, generando RNAs esponjas con grandes variaciones, desde el nimero de sitios, el
grado de complementariedad entre los sitios de reconocimiento y el miRNA, el tipo de
vector utilizado para su control, de los cuales se da ejemplo de algunos de ellos en la tabla
siguiente.




Tabla 1.- Caracteristicas de algunos RNAs esponjas utilizados para inhibir la funcién de
miRNAs.

Micro Vector Promotor Reportero Numero de sitios Modelo
RNA celular
miR- Lentiviral cmv GFP 4 totalmente Cultivo neuronal

92 complementarios de rata**
miR- | Adenoviral cmv GFP 2 totalmente Cardiomiocitos
133 complementarios de raton®
miR- | Lentiviral U6 Ninguno  Uno a dos totalmente HelLa%
21y complementarios
140

miR- Lentiviral U6 mCherry 4 Totalmente Troncales de
144- complementarios o no ratén®’
451 complementarios

Estos y otros muchos trabajos han permitido tomar en cuenta elementos que
permiten llevar con mayor éxito el disefio de un RNA esponja.

Primeramente, se debe de considerar el nUmero de sitios de reconocimiento, ya que
si bien pueden aumentar la eficiencia, también pueden ocasionar el reconocimiento
inespecifico de otros miRNAs*°.

Por otra parte, se sugiere que el tamafio de los espaciadores entre los sitios de
reconocimiento de los miRNAs sea de entre 4-6 nucledtidos. Los que se han reportado con
mayor eficiencia, sugieren el uso de interacciones débiles en estos espaciadores, que
disminuyen las posibilidades de formacién de estructuras secundarias, asi como, la
generacion de sitios de reconocimiento inespecificos3®. Adicionalmente se ha sugerido
cambiar algunos nucledtidos o bien el nimero de nucleétidos, de los diferentes sitios y
espaciadores, para evitar una probable recombinacidon, en RNAs esponja de gran
longitud323448,

Por ultimo, es recomendable el uso de sitios de reconocimiento parcialmente
complementarios, lo que da mayor eficiencia en la inhibicidn. Esto se atribuye a que el RNA
esponja no sea degradado cataliticamente por el complejo RISC*® .

Debido al gran éxito de este tipo de estrategias, se decidié disefiar un RNA esponja
para el estudio de miR-223.




1.6.- Micro RNA-223

El micro RNA 223 ha sido objetivo de muchos estudios debido a que se encuentra
relacionado en una gran variedad de procesos, como inflamacion?®, septicemia’®, como
parte fundamental en el funcionamiento del sistema hematopoyético. También se ha
reportado en cancer, como leucemia, cancer gastrico, cdncer endometrial>®>2, donde estd
involucrado en procesos como metdéstasis, proliferacion e incluso quimio resistencia®.

miR-223 ha sido relacionado en procesos inmunes, en células T leucémicas de
adulto, en donde se comprobd que su disminucion provoca el aumento del blanco STAT1,
lo cual promueve el aumento del complejo principal de inmuno-histocompatibilidad |,
generando tumores mas agresivos debido a que no pueden ser reconocidos por las células
Natural Killer>2. Por otra parte, se ha reportado que miR-223 es importante en la activacion
de neutrodfilos, a través de la via de NfKB>3. Esto se hizo a partir de la disminucién de la
expresion de miR-223 en embriones de pez cebra, mediante una esponja de 6 sitios no
complementarios, observando una relacién inversa entre la disminucidon de miR-223 y el
aumento de neutréfilos acumulados en los embriones transducidos®3.

Ademas miR-223 ha sido asociado a enfermedades como el cancer, en donde ha sido
reportado como importante regulador de la proliferacidn celular a través de IGF-1R>*. En
recientes trabajos a través de “Decoys” y “antagomiros”, se ha logrado la disminucion de
miR-223 en células de cancer endometrial, la cual provoca el aumento de IGF-1R y a su vez
un aceleramiento de la proliferacion celular>®>!, Este mismo efecto se ha observado en
ratones inyectados con células Hela, donde la sobreexpresion de miR-223 provoca una
disminucion en el tamano del tumor, en los ratones tratados con respecto a los no
tratados* (Figura 7).
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Figura 7.- Efecto de miR-223 sobre la proliferacion de células Hela inyectadas en raton®*.,
Ratones inyectados con células HELA, desarrollando tumores. Los ratones donde se
expresaron miR-223, demostraron una disminucidn en la proliferacion celular, mientras que
aquellos con el control un vector vacio (EV), no mostraron cambios.

En células MCF7 de cancer de mama y PC3 de cédncer de préstata, se ha observado
gue miR-223 es inducido por Celastrol, en donde al reducir los niveles de miR-223 mediante
antagomiros para miR-223, se veia disminuida también la viabilidad de las células,
sugiriendo a miR-223 como un blanco terapéutico para incrementar el efecto
anticancerigeno del Celastrol®> .

Adicionalmente nuestro grupo ha reportado a miR-223 como un regulador directo
del transcrito de ABCB1/MDR1 (del inglés mutidrug resistance). Esta proteina funciona
como una bomba expulsora de agentes téxicos fuera de la célula, entre estos algunos
agentes quimioterapéuticos, por lo que en algunos tipos de cancer como la leucemia
linfoblastica aguda, promueve cuadros de quimio-resistencia, ocasionada por la baja
expresion de miR-223%6,
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2.-Justificacion

Se ha demostrado que los miRNAS tienen gran relevancia en la homeostasis celular, y que su
desregulacion, se relaciona con diferentes enfermedades, tal es el caso de miR-223, cuya expresién
anormal, afecta procesos importantes, en diferentes tipos de cancer, asi también como en
enfermedades autoinmunes. Es por eso que generar herramientas como los RNA esponja, cuyo uso
ha tenido gran éxito y eficacia en diferentes trabajos, cobra gran relevancia para el estudio de los
miRNAs en un contexto celular.

3.-Hipotesis
Al generar un RNA esponja con sitios de reconocimiento para miR-223, se podra disminuir
sus niveles en la célula y modular el nivel de expresidn de sus blancos.

4.-Objetivo general

e Disefiar y construir un RNA esponja que sirva como herramienta molecular para
modular la funcién de miR-223

4.1.-Objetivos particulares

e Disefar y sintetizar un RNA esponja para miR-223. Clonar la secuencia que genera
el RNA esponja en el pldasmido PLVX-shRNA2

e Evaluar la funcién del RNA esponja a través de ensayos de luciferasa.

e Transfectar o transducir lineas celulares en suspension y adherentes, para generar
la expresién del RNA esponja.

e Evaluar la funcionalidad del RNA esponja, al examinar los niveles de miR-223

e Evaluar los niveles de RNA mensajeros blancos de miR-223, por en tiempo real

e Evaluar los niveles de proteina de dichos RNA mensajeros por Western Blot.




5.-Estrategia experimental

Disefio y construccion ﬂ;majgiéz \/I
1 valldacion de la
de un RNA esponja construccion
para miR-223

Linea celular

qPCR
miR-223

Efecto de Esp-223 sobre qPCR
miR-223 miR-223

Ensayos de
luciferasa

Comprobacion del
restablecimiento de
blancos de miR-223

Western Blot
IKKat

Western Blot

IGF-1R & IKKa
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6.-Metodologia

6.1.-Cultivo celular

La linea celular MCF7 fue donada amablemente por la Dra. Leticia Rocha
(Departamento de Biologia Molecular, Biomédicas, UNAM) en conjunto con la linea celular
AD-293 (ATCC) utilizadas en el proyecto fueron mantenidas en medio Optimem Advanced
(Gibco), suplementado con 3% de Suero fetal bovino (SFB), 1/100 U de Penicilina-
estreptomicina (Gibco). Por otra parte la linea celular Jurkat se mantuvo en medio RPMI
Advanced (Gibco) suplementado con 3% de Suero fetal bovino (SFB), 1/100 U de Penicilina-
estreptomicina (Gibco) y 1/100 de L-Glutamina (Gibco). Todas las lineas celulares fueron
incubadas a 37°C con 5% de CO..

6.2.-Disefio y construccion del vector de expresion para el RNA esponja

Para la construccién de nuestro RNA esponja, se disefié un par de oligonucleétidos
usando el programa, los cuales contendrian las secuencias de reconocimiento de miR-223.
En la tabla 2 se muestran las secuencias de los pares de primers que se usaron. Para generar
el inserto se mezclaron concentraciones equimolares de cada oligo [10uM], llevando la
mezcla a un volumen final de 20uL. Posteriormente para hibridar ambos oligos y generar el
inserto final, la mezcla se dejé en bafio Maria a 95°C por 5 minutos, posteriormente el bafio
Maria se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta que llegd a 25°C.

Para la clonacién, ambos plasmidos fueron doblemente digeridos. PLVX-shRNA2 con
las enzimas Kpnl y Pstl New England Bioolabs, NEB), mientras que PLVX-mCHERRY, fue
digerido con Xbal y Mlul (NEB). Las digestiones fueron hechas por separado, siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

La ligacion de ambos insertos generados previamente, fueron clonados en sus
respectivos vectores. La reaccidn de clonacidn se llevd a cabo con la enzima T4 DNAligasa
(NEB), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se usé un radio de 3:1, inserto/vector,
para la ligacién.

Posteriormente se realizé la transformacidon en bacterias competentes JM109
comerciales (Promega), mediante choque térmico a 42°C. Se tomaron 40ul de bacterias y
se mezclaron con 5ul de la reaccién de ligacion, luego se dejaron incubando en hielo por 30
min. Posteriormente se dio el choque térmico a 42°C por 2 min, inmediatamente después
se dejaron nuevamente en hielo por 3 min. A esta mezcla se agregd 1 mL de medio LB sin
antibidtico y se incubdé a 37°C agitando a 220 RPM. Por ultimo las bacterias fueron
centrifugadas por 30 seg a 140x103 RPM, se decantd la mayor parte del medio y el pellet
fue resuspendido con el medio restante, para ser plagueado en cajas con medio LB solido +
Ampicilina [100mg/mL] y se dejé incubar a 37°C por 16H.




Tabla 2.- Secuencias de oligonucledtidos disefiados para generar el RNA esponja.

Esp-223

5’GGGGGTATTTGACAAACTGACACGATGGGGTATTTGACAAACTGACAACCGGTGGGGTATTT
GACAAACTGACATCACGGGGTATTTGACAAACTGACAGGTAC -3’

3’ACGTCCCCCATAAACTGTTTGACTGTGCTACCCCATAAACTGTTTGACTGTTGGCCACCCCATA
AACTGTTTGACTGTAGTGCCCCATAAACTGTTTGACTGTC-5’

Esp-Abcbl

5 -CTAGAATATTTTCCATTTGGACTGTAACTGACTGCCTTGCTAAGGATCCTATAGA-3’

3 TTATAAAAGGGTAAACCTGACATTGACTGACGGAACGATCCTAGGATATCTTGGCGCS’

Después de obtener colonias, fueron seleccionadas 3 clonas de las cuales se extrajo
DNA plasmidico con el sistema comercial Wizard Plus SV miniprep (Promega). EI DNA fue
cuantificado en un nanodrop (Thermofisher). Para validar que la clonacion fue exitosa,
previo a la secuenciacion se hizo una digestién de los plasmidos con la enzima Agel, para
PLVX-Esp-223 y con BamHI para mCHERRY-Esp-223.

6.3.-Secuenciacion por Método de Sanger

Para la secuenciacion capilar, se utilizdé el Kit comercial “BigDye Terminator v3.1
cycle sequencing” (Applied Biosystem). Para la reaccion se ocuparon 400ng del plasmido a
evaluar. Las condiciones de la reaccién se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del
comerciante mediante el siguiente protocolo:

Tabla 3.- Condiciones de reaccidn, para secuenciacién capilar.

Reaccion Concentracion Ciclos | Temperatura | Tiempo
Plasmido [400ng] (°C)
Buffer de 2uL 1 95 1 min
secuenciacion 5x 95 10 seg
Primer Para [10nM] 25 50 5 seg
secuenciar 60 4 min
H,0 libre de X 1 60 5min
nucleasas
Volumen total 20ulL

Para limpiar la reaccién de secuenciacion, esta se transfirié a un tubo eppendorf de
1.5mL, en donde se agregaron 5 pL de EDTA 125nM a PH de 8 Y 60 uL de etanol absoluto.
La mezcla se incub6 por 2 horas a -20°C. A continuacién se centrifugo a maxima velocidad
por 20 min, inmediatamente el sobrenadante fue removido cuidadosamente. El pellet fue
lavado con 250 pL de etanol al 70% y centrifugado a maxima velocidad por 5 min, este




procedimiento se hizo 2 veces. Al final se removid el sobrenadante y la reaccién se dejé
secar 15 min a temperatura ambiente.

Tabla 4.- Secuencia de primers para secuenciar.

Nombre Secuencia
PLVX-Esp-223 5’"CAATCCAGCGGACCTTCCTTC3’
MCHERRY-Esp-223 5’AGATGCCCGACTGGCACT3’

La electroforesis capilar fue llevada a cabo en un secuenciador automatico de un
capilar (Applied Biosystems).

6.4.-Transfecciones

Para la transfeccion de los plasmidos recombinantes, se plaquearén 300X103 células
en cajas multipozos de 6 (Corning), con 3 ml del respectivo medio para cada linea celular.
En el caso de las células AD-293 y MCF7, se transfectaron 24H posterior al paqueo,
observando que hubiera al menos un 70% de confluencia de células adheridas. Por otra
parte, puesto que las células Jurkat no son adherentes si no en suspensidn, fueron
transfectadas inmediatamente después de ser plaqueadas. Para las transfecciones se
siguieron las recomendaciones del fabricante, usando 4 ug del plasmido (Esp-Cherry y PSI-
ABCB1) con 6 pL de TurboFect (Thermo Scientific). 24H posterior a la primer transfeccion
en el caso de AD-293 y MCF7 se realizdé una segunda transfeccidon con 2 ug del plasmido
PLVX-miR-223 y 4 uL de TurboFect (Thermo Scientific).

Las células fueron visualizadas en un microscopio invertido de epifluorescencia
(Zeiss), a 24 y 48H, para evaluar la eficiencia de transfeccién de ambos plasmidos.

6.5.-Ensayos de luciferasa

Para los en sayos de luciferasa se utilizaron los plasmidos, PSI-ABCB1, PLVX-miR-223
y PLVX-mCHERRY. Los ensayos fueron realizados con el kit comercial “Dual Glo Luciferase
Assay” (Promega) Siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para este ensayo se
utilizaron cajas de 24 multipozos, en las cuales se plaqueardn 1x10° células AD-293. Los
plasmidos y concentraciones en cada pozo se muestran en la tabla 2.

Tabla 5.- Condiciones de transfeccion, para ensayos de luciferasa.

Numero de pozo 1 2 3 4 5
Plasmido PSI-ABCB1 | PSI-ABCB1+ | PSI-ABCB1+ | PSI+ABCB1+ | PSI-ABCB1+
miR-223 miR-223+ miR-223+ | PLVX-VACIO
Esp-223 PLVX VACIO
Radio 3’UTR: 1.-500ng 1.-500ng 1.-500ng 1.-500ng 1.-500ng
miRNA 2.-300ng 2.-300ng 2.-300ng 2.-500ng

18



3.500ng | 3.-500ng | |

En este caso para las transfecciones, se usé 2 uL de TurboFect (Thermo Scientific).
La actividad de luciferasa fue evaluada 48H post-transfeccion, en el equipo GLIOMAX multi
JR (Promega).

6.6.-PCR en tiempo real (qPCR)

Posterior a las transfecciones se cosecharon las células y se extrajo RNA total con el
sistema comercial Quick RNA-miniprep (Zimo Research). El RNA se cuantificd con un
nanodrop (Thermofisher) y la integridad fue evaluada a través de un corrimiento
electroforético en un gel de agarosa al 1%, corriendo a 100 Volts por 50 min. Para generar
el cDNA se utilizd el kit comercial “TagMan MicroRNA reverse transcription system”
(Appield Biosystem). Las condiciones de la reaccion se muestran en la tabla siguiente. La
expresion de RNU48 fue usado como control endégeno.

Tabla 6.- Condiciones de reaccién para generar cDNA.

Reaccién Cantidad Ciclo de retrotranscripcién
RNA total [300ng] Temperatura(°C) | Tiempo
Buffer 10X 1.5 puL 16 30 min
DNTPs 100nM .20 pL 42 30 min
Inhibidir de RNAsas 20U/uL | .20 puL 80 S5min
MultiScript 50U/ pL 1puL

H,0 Libre de nucleasas (X)

Volumen total 15 uL

Posteriormente se llevd a cabo la reaccion de qPCR usando el kit comercial “TagMan
Universal Master miX 1I” (Applied Biosystem). La reacciéon se llevé a cabo con las
recomendaciones del fabricante (Tabla), con 3 réplicas de cada experimento. Ambas sondas
TagMan estaban acopladas al fluoroforo FAM, fueron de origen comercial. Para miR-223
(TM: 002295) y RNU48 (TM: 10006) de Applied Biosystems.

Tabla 7.- Condiciones de reaccién para gPCR.

Reaccion - Cantidad Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Master Mix Il 10 puL 1 50 2 min
CONA 1.3l 1 95 10 min
SondaT TagMan 3uL 40 95 15 seg
H,O Libre de nucleasas | (X) 60 1 min

Total 25 uL




Para las reacciones de amplificacion se utilizé un termociclador “Agilent-Stratagene
Mx 3000P”. Los datos fueron analizados con el método de AACT®’.

6.7.-Western Blot

Posterior a las transfecciones, las células fueron cosechadas y posteriormente
lavadas con PBS1X. Para la extraccidon de proteinas totales, las células fueron lisadas con
Buffer Ripa 1X (Cell Signaling) adicionando a la mezcla Inhibidor de proteasas. El lisado
celular fue incubado en hielo durante 20 min, dando vortexeos cada 5 min. Posteriormente
el lisado fue centrifugado a maxima velocidad (14,000 RPM) durante 10 min. Por ultimo el
sobrenadante fue recuperado en tubo eppendorf de 1.5mL. Las proteinas fueron
cuantificadas por el método de Bradford, midiendo a una longitud de onda de 595nm.

Para cada experimento de Western Blot se utilizaron 40ug de proteina total, la cual
se mezcld con el Buffer de Carga comercial Lamli (BioRad) en un radio 1:3 respectivamente.
Las proteinas se cargaron en un gel de SDS-PAGE al 10%, el cual se corrié a 30 Volts por 30
min, seguido de un corrimiento a 125 Volts por 60 min.

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas por medio de
un TransBlot (BioRad) a 25Volts y 2.5 Amperes durante 10 min, a una membrana PVDF. La
cual luego fue bloqueada con una solucién de leche al 5% PBS/Tween 0.05%, por una hora.

Al final del bloqueo se realizaron 2 lavados de 10 min y uno mas de 5 min con
PBS/Tween. Inmediatamente después se incubd con el anticuerpo primario, durante toda
la noche a 4°C, en constante agitacidon. Todas las diluciones de los anticuerpos fueron
hechas en Leche Svelty sin grasa, al 5% en PBS/Tween, las concentraciones se muestran en
la siguiente tabla.

Tabla 8.-Condiciones de Western Blot.

Anticuerpo | Concentracién Casa Tamaio | Anticuerpo | Concentracion Casa
Primario comercial KD secundario comercial
IGF-1R 1/1000 Abcam 110 Conejo 1/1000 Abcam
Ikkot 1/1000 Abcam 88 Conejo 1/1000 Abcam
Sp1l 1/500 Abcam 80 Cabra 1/1000 Abcam
Actina 1/2000 Santa 42 Ratdn 1/2000 Abcam
Cruz




Después de la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron nuevamente 3
lavados con PBS/TWEEN. Posteriormente fueron incubados con su respectivo anticuerpo
secundario, por 45 min a temperatura ambiente, en agitacidon constante. Nuevamente se
realizaron 3 lavados con PBS/Tween.

Para revelar las membranas se incubaron por un minuto en Luminol (Santa Cruz) y
posteriormente se escanearon en el equipo C-Digit Blot Scaner (Licor).




7.-Resultados y discusion

7.1.-Disefio y construccion de la secuencia de RNA esponja para miR-223.

Como primer objetivo se disefid la secuencia que contendria los sitios de
reconocimiento para miR-223. Esta secuencia se disefid con 4 secuencias en tdndem que
eran totalmente complementarias a miR-223 (Figura 8, B). Lo anterior con base a los
diferentes trabajos que habian observado buena eficiencia con sitios
complementarios334>47,

Las secuencias de reconocimiento fueron separadas por 4 nucleétidos, lo cual ha
sido sugerido como el ideal entre secuencias de reconocimiento3®3%4¢ y uno mas de 6, que
se localizaba justo a la mitad. A este disefio de 100 pares de bases, se le denominé “Esp-
223" (Figura 8, A)

miR-223
Esponja X4

3 ACCCCAUAAACUGUUUGACUGU ~
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> GGGGTATTTGACAAACTGACA =

§-GEOGGTATTTGACAAACTGACACCATCGCCTATITCACAAACTCACAACCGCTCCGCTATTTCACAAACTCACATCACGGGGTATTTCACAAACTGACACLTAC ¥
¥- ACCTCCCCCATAACTGTTIGACTCTGCTACCCCATAACTCTTTICACTCTIGGCCACCCCATAAACTGTTIGACTCTAGTGCCCCATAAACTGTTTGACTCTC-

Figura 8.- Esquema de la Secuencia de “Esp-223”.

A) Se esquematiza la interaccion de miR-223 con los sitios de reconocimiento de la
secuencia Esp-223. B). Se muestra el diseiio final de la secuencia Esp-223, marcado con rosa
cada uno de los sitios de reconocimiento para miR-223 y en los extremos las secuencias de
los sitios Pstl y Kpnl.

Posterior al disefio de la secuencia que codificaria nuestro RNA esponja, se optd por
clonarla en el vector lentiviral PLVX-shRNA2 (Figura 2, A). Esta clase de vectores lentivirales
han sido ampliamente utilizados para la expresidn de este tipo de inhibidores, esto gracias
a su capacidad de mediar la transferencia de informacién genética en casi todos los linajes
celulares, ademas de que existe un gran niumero de trabajos in vivo y en modelos animales,
donde han sido utilizado vectores lentivirales34-36:39.485859 que pueden ser aplicados en una
gran diversidad de modelos. Por otra parte, este plasmido lentiviral ha sido usado por
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nuestro grupo de trabajo para expresar miRNAs y shRNAs®?, con gran eficiencia, por lo que
ayudaria ademas a conocer si es capaz de expresar también inhibidores.

Por otra parte se decidid que nuestro RNA esponja, estuviera rio abajo de la
secuencia que codifica la proteina verde fluorescente, como parte de la regiéon 3’UTR, que
nos permitiria visualizar de manera indirecta la expresion de nuestro RNA esponja a través

de la expresion de la proteina verde fluorescente; ademads de hacer mas estable a nuestro
transcrito34'36'39'45'47'48'51.

Otro factor importante fue la seleccién de la posicién con respecto al elemento de
regulacion postranscripcional del virus de hepatitis de Woodchuck (WPRE por sus siglas en
inglés). Este elemento ha sido reportado como potenciador de la exportacion de los
transcritos, desde el nucleo hacia el citoplasma, ademds de ser de gran relevancia en el
titulo viral*®. La regién WPRE, ha causado gran polémica por su funcion, si beneficia o
perjudica la funciéon de los RNAs esponjas. En algunos trabajos se han comparado RNAs
esponjas con y sin la regiéon WPRE, observando una disminucién de la funcidon del RNA
esponja sobre los miRNAS, cuando la regién WPRE es eliminada3%333%, Por otra parte, en un
trabajo reciente, se reportd que la presencia de esta regidn es de gran relevancia, incluso
que la posicion puede afectar, ya que cuando el elemento WPRE se encuentra rio arriba del
RNA esponja, existe un mayor efecto de supresiéon del miRNA%8,

Por estas razones se buscaron 2 sitios Unicos de corte, los cuales estuvieran situados
rio abajo del gen ZGreen y del elemento WPRE. Los sitios encontrados fueron Pstl y Kpnl
(Figura 9, A), a través de una digestiéon con cada una de estas enzimas se corroboro la
linealizacién del plasmido sin liberar fragmentos, dando paso a clonar la secuencia de Esp-
223 (Figura 9, B).

Una vez que se tuvo el disefo y se verificaron los sitios dentro del plasmido PLVX-
shRNA2, se disefiaron oligonucleétidos que contenian la secuencia de Esp-223, a la cual se
agregaron extremos que simulaban el corte de las enzimas Pstl en el extremo 3’ y Kpnl en
el extremo 5’, con lo que permitiria una clonacidn sitio dirigida (Figura 1, A). Al hibridar
ambos oligos, la version sentido y antisentido, se forma la regidon de doble cadena (dsDNA)
que al clonarse, da origen al RNA esponja Esp-223.
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Figura 9. Sitios seleccionados para la clonacién de ESP-223, en PLVX-SHRNAZ2.
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A) Mapa del plasmido PLVX-shRNA2 donde se muestra la posicion de los sitios Pstl y Kpnl.
B) Corrimiento del plasmido PLVX-shRNA2. Carril 2, control no tratado (Nt), Carril 3
digestion con Pstl carril 4 y digerido con Kpnl carril 3. Corrimiento en un gel de agarosa al

1% a 100 V por 1 H.

Una vez que fue clonada la secuencia dentro del plasmido PLVX-shRNA2, se verificd
que estuviera la secuencia correcta por restriccién enzimdtica, previo a la secuenciacion.
Tomando las diferentes clonas, se digirieron con la enzima Agel, donde las clonas positivas
debian liberar un fragmento de aproximadamente 1500pb (Figura 10, B).
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Figura 10.- Validacioén de la clonacién de la secuencia Esp-223
A) Mapa que muestra los sitios de corte de Agel, ademas el tamafio de fragmento que debe
ser liberado B) Corrimiento de un gel de agarosa al 1% a 100V por 1H. Marcador 1kb, se
muestra una banda de 1500 pb, resultado de la digestiéon con Agel. 2 PLVX-shRNA2 no




tratado (Nt), 3: clona positiva digerida con Agel, PLVX-shRNA2 no tratado (Nt), 4: PLVX-
shRNA2 no tratado (Nt), 5. Clona negativa digerida con Agel.

Las clonas positivas al corte con Agel se secuenciaron por el método de Sanger, para
verificar que la secuencia estuviera completa y con la secuencia previamente descrita, a
esta construccion se le denomind como “PLVX-Esp-223” (Figura 11).

PLVX-shRNA2
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Figura 11.-Electroferograma de la secuencia de Esp-223 clonada en el plasmido PLVX-Esp-
223.
Se observa la secuencia mostrada en la tabla 2.

7.2.-Validacion del RNA esponja a través de ensayos de luciferasa

Nuestro siguiente paso fue la comprobacidon de la funcidn de Esp-223. Para esto se
recurrio al trabajo previamente descrito por Lépez-Castillejo en el 2013, donde demostro a
través de ensayos de luciferasa, que el transcrito de ABCB1 es blanco directo de miR-223.
En el vector utilizado se cloné la regién 3’UTR de ABCB1%, rio debajo del gen de la luciferasa,
en el plasmido PSI-Check al cual se denomind PSI-ABCB1 (Figura 12).
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Figura 12.-Mapa del plasmido PSI-CHECHK.
Se muestra la construccién del PSI-ABCB1, con el sitio de reconocimiento del 3’'UTR de ABCB1,
clonado rio abajo del gen reportero de luciferasa.

Utilizando las herramientas previamente descritas, se transfectaron PLVX-Esp-223
en conjunto con PLVX-miR-223 y el plasmido PSI-ABCB1 los cuales se habian generado antes
en el trabajo realizado por Lopez-Castillejos en 2013. Los ensayos de luciferasa se llevaron
a cabo en células AD-293 las cuales no expresan de forma enddgena miR-223°%, lo que nos
permitié tener mayor control sobre el experimento.

Se planted la hipdtesis de que, la actividad de luciferasa que se veia reducida en
presencia miR-223, ahora se deberia de ver reestablecida por accién de nuestra Esp-223, lo
que corroboraria que existe competencia por miR-223.

En los ensayos de luciferasa, se observé una reduccién de la actividad de luciferasa
en presencia de miR-223, tal como se habia reportado previamente®®. Posteriormente la
presencia de nuestra Esp-223, provocé un restablecimiento de la actividad de luciferasa
como se muestra en la figura 13, lo cual sugeria una competencia por miR-223.
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Figura 13.- Restauracion de la actividad de luciferasa por PLVX-Esp-223.
Los ensayos de luciferasa fueron hechos 24 horas después de la transfeccion en células AD-293.
Como control se usé el plasmido PSI-ABCB1 junto con el plasmido vacio PLVX-shRNA2.

Aunque los resultados de los ensayos de luciferasa parecian corroborar la funcion
de nuestra esponja, las repeticiones eran pobremente reproducibles, con resultados muy
inconsistentes entre ellos. Por ejemplo, en algunos casos miR-223, contrario a reducir la
actividad de luciferasa, la incrementaba, lo cual no era lo que se esperaba. Posteriormente,
se propuso que esto podria haber sido ocasionado debido a las co-transfecciones, ya que
se ha reportado que algunos elementos reguladores contenidos en los plasmidos, como
promotores o enhancers, pueden interactuar en trans por complementariedad de bases,
entre los diferentes plasmidos, ocasionando una expresion inadecuada®!. Lo que sugerimos
gue, podria estar ocurriendo con PLVX-shRNA2 y PSI-CHECK, generando inconsistencias en
la expresién del gen de la luciferasa y por ende en las lecturas obtenidas.

Debido a lo anterior, se realizdé una curva de concentraciéon de miR-223 con una
concentracion fija de ABCB1, (500ng) y por otro lado, una curva de concentracion
ascendente de ABCB1 con una concentracién fija de 350ng de miR-223, que nos permitiera
obtener datos sobre lo que sucedia (Figura 14).

Como se puede apreciar en la figura 14, los resultados mostraron que cuando la
concentracion de miR-223 aumentaba, la actividad de luciferasa también lo hacia (Figura
14, A) lo cual era contrario a lo esperado. Por otra parte cuando se aumentaba la
concentracion de ABCB1, observamos un incremento conforme al aumento de la
concentracion de ABCB1, sin embargo este aumento, se veia disminuido drasticamente
cuando se llegaba a la concentracion de 1000ng. (Figura 14, B)
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Figura 14.-Efecto de concentraciones crecientes de miR-223 y PSI-ABCB1 sobre la actividad

de luciferasa.

A) La concentracion de ABCB1 para todas las muestras fue de 500ng B) mientras que para la curva
de ABCB1, la concentracién de miR-223 fue en todas las muestras de 350ng. Todas las mediciones
se hicieron 24 horas después de la transfeccion. (n=3) *p<0.05

Posterior a estos resultados, se sugirio que el incremento de la actividad de
luciferasa que se habia asociado con la competencia de Esp-223, podria haber sido solo un
falso positivo debido a la co-transfeccién que se realizé para los ensayos. Esto es porque, al
igual que miR-223, nuestra Esp-223 fue clonada en el vector PLVX-shRNA2, previamente
mencionado, por lo que existia la posibilidad de que alguna secuencia del plasmido PLVX-
shRNA2, interactuara con el plasmido PSI-ABCB1.

Con esto se propuso que nuestra Esp-223, podria tener un efecto similar al
observado en la curva de concentracion de miR-223. Por esta razén se establecio, que
evaluar la funcion de la esponja por ensayos de luciferasa no era una estrategia adecuada.

7.3.-Evaluacién del nivel de expresién de miR-223 en presencia de Esp-223.

Con base en los resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa, propusimos una
serie de condiciones para poder evaluar nuestra Esp-223 de la mejor manera.




Primeramente se decidié aumentar la concentracidon del plasmido PLVX-esp-223 hasta 1ug,
concentracion en la que observamos que miR-223 no disminuia la actividad de luciferasa
(Figura 14, B).

Por otra parte, se consideré al plasmido PSI-ABCB1 como un inhibidor en si de miR-
223, debido al sitio de reconocimiento a miR-223 en su 3’UTR. Este tipo de estrategia de
tomar como modelo o usar regiones 3'UTR para el disefio de RNAs esponjas ha sido
ampliamente utilizada con gran éxito 3446°%, De hecho esta estrategia ha sido destacada en
algunos trabajos como una de las grandes ventajas del disefio y construccion de este tipo
de herramientas®>3¢4° Con esto como antecedente se decidié evaluar a PSI-ABCB1 como
inhibidor de miR-223.

Basandonos en las condiciones de los ensayos de luciferasa, se realizé un
experimento de qPCR para validar nuestra Esp-223. Este experimento fue llevado a cabo en
células AD-293, las cuales no expresan de forma endégena miR-223°, por lo que se co-
transfectd con el plasmido PLVX-Esp-223 en conjunto con PLVX-miR-223( Figura 7).

Se observé que en la co-transfeccion PLVX-Esp-223 con PLVX-miR-223, no hubo una
disminucion significativa de miR-223 con respecto al control que expresaba solo miR-223.
Por otra parte, en la muestra que contenia el plasmido de Psi-ABCB1, se observd una
marcada disminucién de miR-223, correlacionado con lo que se habia observado en los
ensayos de luciferasa (Figura 7).
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Figura 15.- Efecto de Esp-223 sobre la expresion de miR-223.

PCR tiempo real de miR-223, 48H postransfeccidn. La expresion de miR-223 fue normalizada con
RNU 48. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. Se realizd una prueba de
ANOVA. *p<0.05




Con este resultado concluimos que nuestra Esp-223 con 4 sitios completamente
complementarios a miR-223 carecia de la capacidad para inhibirlo, contrario a los resultados
observados con Psi-ABCB1, donde se obtuvo una disminucién significativa de 5 veces la
expresion de miR-223, el cual es un sitio con una interaccién imperfecta.

Es importante analizar qué causas llevaron a que nuestra Esp-223 contrario a Psi-
ABCB1, no lograra una inhibicidn significativa. Una razén pudo haber sido el uso de los sitios
totalmente complementarios en Esp-223, lo que llevaria al reconocimiento perfecto entre
el miRNAy el RNA esponja, causando una degradacion catalitica por Argonuata 2 22%2°, que
luego permitiria liberar al miRNA%242562_ Esta hipdtesis podria ser demostrada a través de
la medicion del transcrito de Esp-223 por PCR. Donde se observaria una disminucidon de los
niveles de Esp-223, sugiriendo que realmente es blanco de miR-223 pero es degradada por
accion catalitica de Ago2.

Por otra parte, el sitio parcialmente complementario de ABCB1, pudo beneficiar el
efecto de esponja, ya que este tipo de interacciones han sido reportadas con mayor
eficiencia comparadas con aquellas que son totalmente complementarias343>3404¢ debido
a que estas resultan en un secuestro del RNA mensajero en conjunto con el miRNA21243%,
permitiendo un decremento de los niveles de miR-223. Este tipo de fendmenos ha sido
previamente descrito mediante la inmuno-precipitacion de Argonauta 2, se comparard una
esponja totalmente complementarias y otra parcialmente complementarias, en donde se
midio la cantidad de RNA esponja unida a Ago2, donde se observé que existia una mayor
cantidad de esponja parcialmente complementaria unida a Ago2, que esponja que era
totalmente complementaria®°.

Al comparar con distintos trabajos, se puede pensar que la configuracién perjudicé
el funcionamiento de nuestra Esp-223, ya que ademas de tener sitios totalmente
complementarios, eran idénticos entre ellos, por lo que pudieron existir eventos de
recombinacién3®43>!, que provocarian un cambio en la configuracién de nuestra Esp-223
nulificando la interaccién con miR-223. Esto también podria se determinado por PCR, donde
observariamos que el nivel de Esp-223 no cambia en presencia de miR-223, lo cual sugeriria
una interaccién ineficiente o practicamente nula con Esp-223.

Adicionalmente se ha sugerido que la estructura secundaria es un factor importante
a tomar en consideracién en este tipo de herramientas. En 2009 Haraguchi y colaboradores
reportaron un trabajo en donde fueron comparados distintos Decoys, los cuales poseian
distintas estructuras secundarias, observando que en algunos casos estas estructuras
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afectaban de forma negativa, la interaccion con el miRNA, lo cual también se han observado
en RNAs esponjas de gran longitud36:4%46:48 Estos puntos cobran relevancia en PSI-ABCB1,
ya que al ser una secuencia mads corta y al tener solo un sitio de reconocimiento de miR-
223, existia menos posibilidad de eventos de recombinacién o formacién de estructuras
secundarias. No obstante se requiere de mas estudios, para corroborar que los sucesos
anteriores, estén ocurriendo en los modelos celulares utilizados.

7.4.-Construccién de un vector de expresion para inhibir a miR-223, basado en el
disefio del 3’"UTR de ABCB1.

Tras los resultados anteriores, se concluyé que el plasmido PSI-ABCB1 funcionaba
como un inhibidor de miR-223, que logré una inhibicién significativa comparada con
nuestro primer diseno PLVX-Esp-223, por lo que se usdé como referencia para construir una
nueva version de este, en un pldsmido distinto al de luciferasa. Para esto se disefiaron un
par de oligonucleétidos los cuales tenian un sitio de reconocimiento de la region 3’UTR del
gen ABCB1 para miR-223 (Figura 16, B), mismo que fue usado en el trabajo reportado por
Lépez-Castillejo en el 2013.

Para esta segunda construccién, se tomoé el plasmido lentiviral PLVX-shRNA2, el cual
fue modificado anteriormente por nuestro grupo de trabajo, a través del cambio del gen
codificante de la proteina Zgreen por el gen de mCHERRY. Este plasmido fue denominado
por nuestro grupo como PLVX-mCHERRY (Figura 16, A). La eleccion de este plasmido nos
daba la oportunidad de poder generar particulas lentivirales en caso de que fuera necesario
y ademas visualizar los diferentes fluoréforos en las co-transfecciones del inhibidor y miR-
223 en la linea AD-293 o en cualquier modelo celular. Se encontraron en el plasmido PLVX-
MCHERRY los sitios Xbal y Mlul, los cuales fueron seleccionados para clonar la secuencia
que codificaria el RNA esponja. (Figura 16, B).
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Figural6.- Mapa del plasmido PLVX-mCHERRY.

A) Mapa del plasmido PLVX-mCHERRY con los sitios Mlul y Xbal B) Corrimiento del plasmido
PLVX-Mcherry, en un gel de agarosa al 1% a 100V por 1 HORA. En el carril 1 se muestra el
marcador de 1Kb, 2 PLVX-mCherry sin digerir, 3 digestidon con Mlul y digestidn con Xbal. C)
Disefio del dsDNA donde se indica en rojo el sitio de reconocimiento de miR-223.

Una vez que se obtuvieron los oligos y se hibridaron, se procedié a clonarla en el
plasmido PLVX-mCHERRY. Posteriormente se comprobd que la secuencia estuviera
insertada en el pldsmido a través de una digestion con la enzima BamHl], la cual debia liberar
un fragmento de aproximadamente 1800 pares de bases, en aquellas clonas que fueran
positivas, como se muestra en la figura 9. Esta construccién fue denominada mCHERRY-Esp-
223.
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Figura 17.- Validacién de la clonacion de mCherry-Esp-223.
Corrimiento de un gel de agarosa al 1% a 100V por 1H. Donde se observa la liberacidn de una banda
de 1800pb.. Carril 1 marcador de 1Kb, 2 Plasmido PLVX-shRNA2, 3 Digestidn con BamH1.

Posteriormente se evalud la funcién de esta nueva construccion. En este caso se
pudo visualizar la eficiencia de transfeccion de ambos plasmidos, lo cual era imposible con
nuestra construccidn anterior. Observando las células a epifluorescencia a 24 y 48 horas
pos-transfeccién, mCHERRY-Esp-223 (rojo) y miR-223 (verde) (Figura 18).

10X

Figura 18.- Eficiencia de transfeccién de los pldsmidos Mcherry-esp-223 y miR223 en
células AD-293.

En fluorescencia en rojo se observa mCherry-Esp-223 y en verde PLVX-miR-223. La
fluorescencia fue observada 48 H después de la transfeccion.

Luego de observar la eficiencia, se evalué la expresién de miR-223 en presencia de
Mcherry-esp-223 mediante gPCR, con lo cual se obtuvo una reduccién de 5 veces la
expresion de miR-223, comparada con el control en células AD-293 (Figura 19), con lo que
se concluye, que esta configuracion de Esponja, puede actuar como inhibidor de miR-223.
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Figura 19.- Efecto de mCherry-Esp-223 sobre la expresion de miR-223 en AD-293.

PCR tiempo real de miR-223, 48H postransfeccién. La expresion de miR-223 fue normalizada con
RNU 48. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. Se realizé una prueba de
ANOVA. (n=3)*p<0.05

7.5.-Efecto de mcherry-Esp-223 sobre miR-223 en células Jurkat.

Para evaluar la funcionalidad de la esponja en un contexto celular de expresién
enddgena, se buscd una linea celular que fuera de facil transfeccidn y que expresara miR-
223.

Una de las lineas celulares que se encontraron en la literatura fue MCF7, de origen
de cdncer de mama. En esta linea celular, ha sido reportado que posterior al tratamiento
con celastrol, un agente quimioterapéutico, existe un incremento de la expresién de miR-
223 y que al inhibirlo, genera una reduccién de la viabilidad de las células, sugiriendo que
miR-223 puede ser un blanco terapéutico en el tratamiento de este padecimiento®. A pesar
de haber probado en diferentes ocasiones, incluso diversos primers, no pudimos detectar
miR-223 en esta linea celular. Por estas razones se elimind la posibilidad de poder usar
MCF7 como modelo para nuestro trabajo, al menos para evaluar la expresion de miR-223.

Siguiendo la busqueda de un modelo adecuado para los objetivos de nuestro
trabajo, se encontrd la linea celular Jurkat, que deriva de leucemia linfoblastica aguda de




células T, en la cual ha sido reportada la expresion de miR-223 como regulador del gen
STAT1>2,

Para validar la expresion de miR-223 en células Jurkat, se realizd un gPCR
comparandolo con células AD-293 transfectadas con miR-223, donde se observd que si
existia expresién de miR-223 en Jurkat, aunque un poco mas baja comparada con las células
AD-293, transfectadas con miR-223 (Figura 20, A). Posteriormente, estas células se
transfectaron con mCHERRY-Esp-223, para evaluar la eficiencia de transfeccién con 4ug de
pldsmido, con la que se obtuvo una eficiencia de aproximadamente de 50% (Figura 20, B).
Con los resultados obtenidos se concluyé que la linea celular Jurkat, seria el modelo de
trabajo ideal para los siguientes experimentos.
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Figura 20.- Evaluacion de la expresion de miR-223 en células JURKAT.

A) Expresion de miR-223 representada en Ct en células Jurkat. La expresion de miR-223 fue
normalizada con RNU 48 B) Células Jurkat vistas a epifluorescencia a 48 post transfeccion con
MCHERRY-Esp-223.

En orden a validar el efecto de inhibicion de miR-223 por mCherry-Esp-223, se
transfectd en conjunto con Psi-Abcbl en las células Jurkat, observando un decremento
significativo de 6 y 5 veces la expresion de miR-223 respectivamente (Figura 21). Con estos
resultados obtenidos a lo largo de este trabajo podemos concluir que PSI-ABCB1 y mCherry-
Esp-223, en su configuracién de esponja con un Unico sitio parcialmente complementario,
pueden inhibir a miR-223, expresado de forma exdgena en el caso de AD-293, asi como, en
Jurkat, que expresan endégenamente miR-223.
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Figura 21.- Efecto de PSI-ABCB1 y mCherry-Esp-223 sobre la expresién de miR-223 en
Jurkat.

Numero de veces de cambio en la expresidon de miR-223. La expresidon de miR-223 fue normalizada
con RNU 48 Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. Se realizé una prueba de
ANOVA. (n=3)*p<0.05

Con estos hallazgos podemos sugerir que usar sitios de reconocimiento de regiones
3’UTR, puede resultar en una forma sencilla de generar este tipo de herramientas, tal como
se ha descrito en otros trabajos.

7.6.-Efecto de Esp-223 sobre blancos reportados de miR-223

Como objetivo final del trabajo, se planted que al reducir los niveles de miR-223,
podriamos entonces aumentar la expresién de los mensajeros blancos y por ende su nivel
de proteina. Por esta razén, mediante ensayos de Western Blot se verifico la expresion de
blancos reportados para miR-223, entre los cuales se encontraban IGF-1R, IKKa, FOXO1 y
SP1°>4,

El primer paso fue corroborar en los modelos celulares utilizados (AD-293, MCF7 y
Jurkat), el efecto de miR-223 sobre estos blancos. Para esto se transfectaron las lineas
celulares con 2ug de miR-223 y posteriormente se realizaron ensayos de Western Blot.

Observamos en la linea celular MCF7 una disminucion considerable de IGF-1R e IKKa
en presencia de miR-223, mientras que en AD-293 esta disminuciéon fue mucho menor
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aunque perceptible (Figura 22). SP1, disminuyd solo en las células Jurkat, no asi en AD-293
y MCF7. A pesar de que estos blancos han sido reportados como blancos de miR-223, con
al menos un sitio de reconocimiento para miR-2234%°054 esto varia en cada modelo celular.
Lo anterior pudiera deberse a varios factores, entre los que se puede mencionar: las
isoformas del transcrito, donde puede cambiar la longitud de la regién 3’UTR, debido a
procesos de splicing alternativo ®3% o sitios alternativos de poliadenilacién en el
transcrito®>6,
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Figura 22.- Efecto de miR-223 en la expresion de IGF-1R, IKKa y SP1

A) Deteccion de IGF-1R (100KD) B) e IKKa (80KD) en extractos de proteina total de AD-293, MCF7 y
C) SP1 en Jurkat .Se resalta con un recuadro rojo la disminucién de estos blancos en presencia de
miR-223.

Con los resultados anteriores decidimos utilizar IGF-1R, IKKa y Sp1, como blancos a
ser evaluados para completar nuestro ultimo objetivo, cada uno en la respectiva linea
celular, esperando que en presencia de ambos inhibidores aumente su expresién.

Los experimentos fueron hechos bajo las mismas condiciones que se usaron para los
PCR en tiempo real, en donde las lineas celulares AD-293 y MCF7 fueron co-transfectadas,
primero con mCHERRRY, PSI-ABCB1 y 24 horas después miR-223. Debido a que las células
Jurkat expresan de forma enddgena miR-223, solo se transfectaron ambos inhibidores y se
cosecharon proteinas 48 H post transfeccién (Figura 23).
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Observamos que en presencia de PSI ABCB1 Y mCherry-Esp-223, se logré el
restablecimiento de la expresion de lkka en células AD-293, el cual ha sido reportado como
blanco importante de miR-223%%°% y que su regulacién es de gran importancia durante la
diferenciacién de macréfagos®’ (Figura 23,A). Sin embargo, no se logrd el restablecimiento
de IGF-1R en células AD-293 (Figura 23, B), ni SP1 en la linea celular Jurkat (Figura 23, C), en
donde se remarca en cuadros negros que permanecieron al mismo nivel de expresién
mostrado con el tratamiento de miR-223, el cual se marcé con un recuadro rojo. Esto pese
a ver observado una disminucion con miR-223. Este tipo de fenédmeno, se ha observado, en
células Hek-293, en donde se logré el restablecimiento de los blancos de miR-155, c-Jun,
Smad4, pero no asi Cyr613°.
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Figura 23.- Efecto de mCHERY-Esp-223 y PSI-ABCB1 en la expresiéon de IGF-1R e IKKa.
A) Deteccién de IGF-1R (100KD) B) e IKKa (80KD) en extractos de proteina total de AD-293 y Jurkat,
48 H posterior a las co-transfecciones mCHERY- Esp-223, PSI-ABCB1 y miR-223.

Se ha sugerido que el restablecimiento exitoso de blancos de miRNAs, depende de
varios factores, siendo uno de estos la afinidad del miRNA, sobre el sitio
reconocimiento3”#, Incluso se ha reportado formas de regular la inhibicion de miRNAs
sobre algunos mensajeros a través de la edicidon de bases en la regién 3’UTR, por la familias
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de enzimas adenosina desaminase que actian sobre RNA (ADAR)®. Este tipo de casos se
puede ejemplificar con BCL2, un blanco de miR-21, el cual se logré reestablecer con un RNA
esponja con sitios de reconocimiento totalmente perfectos, pero no asi, con un RNA
esponja con sitios parcialmente complementarios®. Por supuesto, en nuestro trabajo
faltarian experimentos para corroborar esta hipdtesis.

Por otra parte, se ha propuesto que a pesar de que exista una disminucién del
miRNA, esta no sea suficiente como para afectar la expresién de los blancos, lo cual es
recurrente en células con baja expresién del miRNA a evaluar®®®°. Adicionalmente, se ha
propuesto que una parte importante del funcionamiento no solo de RNAs esponjas, sino
también de competidores enddgenos, es la concentracidn, la cual para poder ser exitosa
debe ser por lo menos igual con respecto al miRNA. Aunado a esto también se ha propuesto
gue su expresion debe ser igual o mayor con respecto al RNA mensajero con el que compite,
ya que el mMRNA se volveria en si un competidor endégeno por el miRNA restante36-3840.59,

En este trabajo se logré el disefio y construccion de un RNA esponja para miR-223,
ademas se mostro que existen diversas caracteristicas que pueden llevar al poco éxito en la
inhibicidn del miRNA, como fue el caso de nuestro primer disefio PLVX-Esp-223 con 4 sitios
de complementariedad perfecta, cuyo disefio puede ser tomado en cuenta para trabajos
futuros. Existen aln muchas interrogantes en el funcionamiento de este tipo de
herramientas; sin embargo, se ha demostrado que pueden ser de gran utilidad para el
estudio de miRNAs en la célula, dando grandes ventajas sobre otro tipo de sistemas y que
no deben ser descartados como herramientas, que podrian ser usadas en un futuro como
terapias para el tratamiento de algunas enfermedades, como leucemia, cancer
endometrial, cdncer de mama, septicemia®.




8.-Conclusiones

e PLVX-Esp-223, con 4 sitios de reconocimiento totalmente
complementarios para miR-223, no logré disminuir la expresion miR-
223.

e mCcherry-Esp-223, con un 1 sitio de reconocimiento parcialmente
complementario, logro inhibir significativamente la expresion de miR-
223, de forma exdgena en células AD-293 y de forma enddgena en
células Jurkat.

e IGF-1R e IKKa, son blancos de miR-223 en células AD-293 y MCF7. Por
otra parte SP1 es blanco de miR-223 en células Jurkat, lo cual no habia
sido reportado hasta el momento.

e mCherry-Esp-223 solo logro restablecer la expresion de IKKa, en
células AD-293.

e El plasmido PLVX-shRNA2 puede ser utilizado para expresar miRNAs y
RNAs esponja.




9.-Perspectivas

En el presente trabajo se logré desarrollar un RNA esponja con la capacidad de
inhibir la expresion miR-223, no obstante es impodrtate resaltar las diferentes incégnitas y
detalles que surgieron a raiz de los resultados obtenidos de este trabajo. Dentro de las
perspectivas, parece importante evaluar implementar diferentes estrategias que permitan
evaluar la funcién de nuestro RNA esponja, esto con el fin de lograr explicar con mayor
certeza los diferentes fendmenos que ocurrieron. Por una parte, se propone la evaluacion
por gPCR del transcrito de ambas esponjas en presencia de miR-223, en el caso de PLVX-
Esp-223, corroborar la hipétesis de que se degrada totalmente y en caso de mCherry-Esp-
223, donde su nivel de transcrito deberia permanecer al menos semejante al no tratado.

Por otra parte, evaluar mas blancos de miR-223, no solo por Western Blot, sino
también por gPCR, para medir el nivel de transcrito y asegurar de este modo que no sufren
efecto alguno por parte del RNA esponja. También nos parece importante evaluar a
diferentes tiempos y con diferentes concentraciones nuestro RNA esponja, para observar si
existen cambios relevantes en su funcidn con estas variaciones, incluso comparar su
eficiencia con inhibidores previamente reportados o comerciales. Finalmente seria
interesante agregar mas de un sitio con complementariedad parcial al RNA esponja
mCherry-Esp-223 con el fin de averiguar si existe un incremento en la eficiencia o se ve
perjudicada.
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