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Resumen

La terapia celular con células madre mesenquimales (MSCs) se ha convertido en
una herramienta de gran interés en diversas aplicaciones de medicina regenerativa debido
a las numerosas propiedades de estas células, entre las que se incluyen, su capacidad de
renovacion y diferenciacion. A su vez, la terapia génica de MSCs permite potenciar las
propiedades de esta poblacion celular, de modo que expresen el gen terapéutico de interés,
con el fin de promover el proceso de regeneracion tisular.

Los transposones son un tipo de sistema de transferencia génica no viral con gran
potencial en este tipo de terapias, debido a que combinan la capacidad de lograr una
expresion génica estable caracteristica de los vectores virales, con el uso de componentes
no infecciosos mas seguros. Estos sistemas se basan en la utilizacion de dos plasmidos,
un plasmido donante (tranposén piggyBac) y un plasmido ayudante (transposasa) que
mediante un mecanismo de “corta y pega” producen la integracion del transposon en
regiones especificas de la célula huésped.

En el presente trabajo se estudio la eficiencia de transfeccion del transposén
piggyBac en cultivos primarios de MSCs mediante la utilizacion de dos tipos de vectores
no virales: Lipofectamina y TransIT2020. Los resultados obtenidos mostraron que la
combinacién 100/100 transposén/transposasa con el reactivo TransIT2020 llevd a los
niveles mas altos y sostenidos de expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en
MSCs. Futuros estudios incluyendo la cuantificacion de la expresion de GFP mediante
medidas de fluorescencia y la seleccion de colonias de MSCs transfectadas de forma
estable con el antibi6tico G418, podrian ayudar a confirmar estas observaciones.
Resumo

A terapia celular con células nai mesenquimais (MSCs) converteuse nunha
ferramenta de grande interese en diversas aplicacions de medicina rexenerativa, debido
as maultiples propiedades destas células, entre as que se inclien a sua capacidade de
renovacion e diferenciacion. A stia vez, a terapia xénica de MSCs permite mellorar as
propiedades desta poboacidn celular, de xeito que expresen o xene terapéutico de interese,
co fin de promover o proceso de rexeneracion do tecido.

Os transposons son un tipo de sistema de transferencia xénica non viral cun gran
potencial neste tipo de terapia, pois combinan a capacidade de obter unha expresion
Xénica estable caracteristica dos vectores virais, co uso de compofientes non infecciosos

mais seguros. Estes sistemas estdn baseados na utilizacion de dous plasmidos, un



plasmido doante (tranposon piggyBac) e un plasmido auxiliar (transposasa) que mediante
un mecanismo "corte e pegado" producen a integracion do transposén en rexions
especificas da célula hospede.

No presente traballo, estudouse a eficiencia de transfeccion do transposon
piggyBac nos cultivos primarios de MSC utilizando dous tipos de vectores non virais:
Lipofectamina e TransIT2020. Os resultados obtidos mostraron que a combinacion de
transposon/ transposasa 100/100 co reactivo TransIT2020 levou aos niveis de expresion
mais altos e sostidos da proteina fluorescente verde (GFP) en MSC. Futuros estudos
incluindo a cuantificacion da expresion de GFP por medicions de fluorescencia e a
seleccion de colonias de MSC transfectadas de forma estable con antibioticos G418,
poderian axudar a confirmar estas observacions.

Summary

Cell therapy with mesenchymal stem cells (MSCs) has emerged as a tool of great
interest in regenerative medicine, due to the multiple properties from these cells,
including their capacity for renewal and differentiation. Likewise, gene therapy of MSCs
allows to enhance the properties from this cell population, in order to express the
therapeutic gene of interest promoting tissue regeneration process.

Transposons are a type of non-viral gene transfer system with strong potential in
this type of therapy, as it combines the ability to achieve stable levels of transgene
expression characteristic from viral vectors, with the use of safe non-infectious
components. These systems are based on the use of two plasmids, a donor plasmid
(transposon piggyBac) and a helper plasmid (transposase) that by means of a "cut and
paste” mechanism lead to the integration of the transposon in specific regions from the
host cell.

In the present work, the transfection efficiency of the piggyBac transposon in
MSC primary cultures was studied using two types of non-viral vectors: Lipofectamine
and TransIT2020. The results obtained showed that the 100/100 transposon/transposase
combination with TransIT2020 reagent led to the highest and most sustained levels of
green fluorescent protein (GFP) expression in MSCs. Further studies including the
quantification of GFP expression by fluorescence measurements and the selection of
MSC colonies stably transfected with G418 antibiotics, could help to confirm these

observations.

Palabras clave: MSCs, transposon, piggyBac, transposasa, GFP.



Introduccién
Células madre mesenquimales

El empleo de células madre mesenquimales (MSCs) es un recurso cada vez mas
estudiado para el tratamiento de numerosas enfermedades y/o patologias como, por
ejemplo, la artrosis, la enfermedad de Crohn, la diabetes, el infarto de miocardio o los
accidentes cerebrovasculares (Oggu, et al., 2017).

Las MSCs son células primordiales, no especializadas e indiferenciadas con la
capacidad de auto-renovarse a través de la division celular continua y de diferenciarse a
otros linajes celulares (Oggu, et al., 2017). Otras propiedades de esta poblacion celular
incluyen ademas su tropismo que las capacita para migrar a los lugares de inflamacion
tisular, sus efectos inmunomoduladores y su ubiquidad en una gran diversidad de tejidos,
incluyendo la médula dsea, el tejido adiposo, la sangre del cordén umbilical, la sangre
periférica, el liquido amnidtico o los tejidos dentales (Oggu, et al., 2017).

Existen diversos criterios para definir qué poblaciones celulares pueden
considerarse MSCs segun la Sociedad Internacional de Terapia Celular (acronimo inglés
ISCT): “Primero, las MSCs, deben adherirse al plastico cuando se mantienen en
condiciones de cultivo estdndar. En segundo lugar, las MSCs deben expresar ciertos
marcadores como CD105, CD73y CD90, y carecer de la expresion de otras moléculas de
superficie como CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79alphao CD19y HLA-DR. En tercer
lugar, las MSCs deben diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro”. Si
bien estas pautas probablemente requeriran modificaciones a medida que se desarrollen
nuevos conocimientos, se considera que este conjunto minimo de criterios estandar
fomentara una caracterizacion mas uniforme de MSC vy facilitara el intercambio de datos

entre los investigadores (Dominici, et al., 2006) (Figura 1).
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Papel de las MSCs en la reparacion de cartilago

A nivel mundial, la artrosis afecta a millones de personas y ocurre cuando el
cartilago articular se desgasta de manera progresiva e irreversible, causando rigidez en
las articulaciones. Las terapias disponibles para el tratamiento de la artrosis pueden aliviar
sus sintomas, pero ninguno de ellas puede regenerar el cartilago hialino originario de la
articulacion (Cucchiarini & Rey-Rico, 2017). Asi, si bien en individuos de edad avanzada
la opcion terapéutica de primera eleccion es el reemplazo de la articulacion, en el caso de
personas jovenes y atletas el trasplante de células madre representa una alternativa para
la curacidn de estas lesiones del cartilago.

Las terapias celulares basadas en el uso de MSCs son opciones terapeuticas
atractivas para mejorar la reparacién del cartilago, ya que estas células podrian ser mas
efectivas a la hora de generar un mejor tejido de reparacion en las lesiones de cartilago,
en comparacion con la utilizacion de condrocitos diferenciados que requieren métodos
mas invasivos de extraccion y tienden a perder su fenotipo tras la expansion (Frisch, et
al., 2015). En este sentido, las MSCs tienen un alto potencial de expansion y de
diferenciacion (plasticidad) a células del linaje mesodérmico (condrocitos, osteoblastos,
adipocitos).

El empleo de MSCs modificadas con genes que induzcan una mayor produccion
de colageno tipo Il u otros marcadores del cartilago funcional, podria ser de gran utilidad
en la reparacion de este tejido.

Terapia génica

La terapia génica se basa en el tratamiento de enfermedades utilizando técnicas de
transferencia génica para llevar a cabo la introduccion de genes o secuencias génicas en
las células de individuos afectados por ciertas patologias (Cucchiarini & Rey-Rico, 2017).
Segun el tipo el tipo de vector a utilizar para llevar a cabo esta trasferencia génica se

puede distinguir dos tipos de sistemas.

Sistemas virales

Los sistemas virales emplean la capacidad infectiva de los virus para introducir el
material genético en las células (transduccion), logrando una expresion estable del gen de
interés. Esta propiedad los convierte en vectores de transferencia génica muy efectivos
(Robbins, et al., 1998).



Entre los vectores virales méas utilizados en aplicaciones de terapia génica se
encuentran aquellos basados en retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados (AAV) y
herpes-virus (Cucchiarini & Rey-Rico, 2017; Robbins, et al., 1998).

Los vectores retrovirales pueden integrarse en el genoma de la célula huésped de
forma permanente, aunque requieren la divisidbn mitética de la misma para su
transduccion. Estos vectores se integran de manera aleatoria en el genoma de la célula
por lo que su uso conlleva asociado un elevado riesgo de mutagenesis por insercion
(Cucchiarini & Rey-Rico, 2017) Por su parte, los vectores adenovirales pueden transferir
genes de manera eficiente en una amplia variedad de células que estén o no en division,
aungue a menudo producen una elevada respuesta inmune en el huésped. En cuanto a los
vectores virales basados en herpes-virus su principal ventaja es que pueden liberar
grandes cantidades de ADN exo6geno, sin embargo, presentan una alta citotoxicidad y su
expresion génica es transitoria. Finalmente, los AAV infectan eficientemente células que
estan o no en divisién, pero su pequefio tamafio hace que s6lo puedan transferir genes de
tamanio reducido (Cucchiarini & Rey-Rico, 2017; Robbins, et al., 1998).

Los inconvenientes asociados a cada tipo de vector sumados a su elevado coste de
produccién, limita la traslacién clinica de los sistemas virales para el tratamiento de

enfermedades.

Sistemas no virales

A diferencia de los vectores virales, los vectores no virales son seguros y
escalables pudiendo ser producidos en elevadas cantidades y a bajo coste. Sin embargo,
su principal limitacion es la reducida eficiencia de transferencia génica (transfeccién) en
comparacion con sus homélogos virales (Hamann, et al., 2019).

El ADN puede ser incorporado en la célula como una molécula de ADN desnudo
(plasmido de ADN), proceso altamente desfavorable debido a la carga negativa del ADN
que limita su capacidad para atravesar la membrana plasmatica celular. Es por ello que
existe una gran variedad de procedimientos con los cuales el ADN puede ser introducido
en la célula (Oggu, et al., 2017). Estos procedimientos pueden clasificarse en metodos
fisicos (electroporacion, microinyeccion) que permeabilizan la membrana celular para
facilitar la entrada del plasmido de ADN en la célula, o quimicos (moléculas cationicas)
gue forman complejos con el ADN con el fin de internalizarlo al interior celular.

Los métodos fisicos se caracterizan por la relativa simplicidad con la que pueden
Ilevarse a cabo, pero se ven condicionados por su limitado rendimiento e invasividad

debido al dafio que inducen en las membranas celulares. Por otro lado, el empleo de
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métodos quimicos basados en el uso de nanotransportadores catidnicos presenta el
inconveniente de exhibir una reducida eficiencia de transfeccion de cultivos primarios,
como el de MSCs.

Para mejorar la eficiencia de transfeccion de MSCs, se pueden optimizar las
secuencias de los plasmidos vehiculizados mediante la eleccion del promotor mas
adecuado, la inclusion de DTS (DNA targeting sequences) o de secuencias de ADN
unidas por factores de transcripcion, y la eliminacién de elementos bacterianos. Estos tres
aspectos hacen que la expresion del gen sea mas eficiente (dando una mayor respuesta en
menor tiempo), facilitando la importacion de las secuencias al nacleo celular, y evitando
problemas asociados a la expresion de genes bacterianos no deseados (Hamann, et al.,
2019).

Sistemas no virales basados en transposones

El empleo de sistemas no virales como transposones, los cuales combinan la
capacidad de lograr una expresién génica estable (vectores virales) con el uso de
componentes no infecciosos mas seguros (no virales), constituye una alternativa a tener
en cuenta para mejorar la eficiencia de transferencia génica en MSCs.

Los transposones son elementos genéticos moviles presentes en la mayoria de
organismos, desde bacterias hasta mamiferos (Chénais, 2013). Su facil integracion en el
genoma los convierte en herramientas de transferencia génica muy atractivas en
diferentes aplicaciones.

Las secuencias moviles que mas se repiten en el genoma humano son los
elementos Alu, denominados de esta forma por la enzima de restriccion Alu |, para la cual
la mayoria presentan sitios de reconocimiento. De 1.6 millones de sitios del genoma
humano en los que aparecen elementos dispersos cortos, 1.1 millones son elementos Alu.

Los sistemas no virales basados en transposones se basan en la utilizacion de 2
plasmidos; un plasmido donante (transposon) conteniendo el gen de interés flanqueado
por repeticiones terminales invertidas (ITR) y un plasmido ayudante conteniendo la
transposasa, que reconoce las secuencias ITR del transposon y a través de un mecanismo
de "corta y pega " produce la integracion del transposon en regiones especificas del
genoma de la célula huésped (Figura 2). Este mecanismo especifico de integracion
disminuye significativamente el riesgo de mutagénesis por insercién asociado a la
utilizacion de vectores virales, y aumenta considerablemente la eficiencia de transfeccion
con respecto a los plasmidos convencionales. Ademas, la manipulacion de estos sistemas
implica un aumento considerable de la seguridad bioldgica ya que implica la
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manipulacion de plasmidos, sin requerir complejos procedimientos con elevado grado de
bioseguridad asociados a la manipulacion de vectores virales.

Entre los sistemas de transposones que pueden usarse para la transfeccion de
células de mamifero se incluyen: (1) hAT-like Tol2, el Unico sistema de transposon de
vertebrados activo de forma natural, aislado del genoma del pez medaka japonés; (I1)
Transposones Tcl-like entre los que se encuentran el Slepping Beauty y Frog Prince
producidos a partir de transposones inactivos de genomas de peces y ranas,
respectivamente; (111) Transposon PiggyBac aislado de la polilla de la col; Trichoplusia
ni. (Zhao, et al., 2016).

PiggyBac transposon PiggyBac transposase
Cut
Paste
~ Chromosomal DNA
at TTAA sites

Figura 2. Mecanismo de transposicion del transposon piggyBac Tomado de: (Zhao, et al., 2016)

Entre los sistemas citados anteriormente, los transposones Slepping Beauty y
PiggyBac presentan la mayor actividad de transposicion en células de mamiferos. (Kim,

et al., 2011). Sus principales caracteristicas se detallan a continuacion.

Sleeping Beauty

El transposon Sleeping Beauty fue desarrollado en 1997 por Ivics y colaboradores
partir de copias inactivas de elementos Tcl encontrados en varios genomas de peces (lvics,
et al., 1997), constituyendo, hoy en dia, uno de los sistemas de transposicion mas
utilizados en ingenieria genética de células humanas.

A pesar de que este transposon es activo en tejidos de diferentes vertebrados
incluidos los humanos, presenta una baja capacidad de carga permitiendo la transposicion
eficiente de genes hasta 6 Kb. Por encima de este limite se ha visto que la tasa de
transposicion se ve disminuida. Ademas, el uso de este sistema se haya condicionado por

un fendmeno de inhibicién por sobreproduccion, por el cual disminuye la tasa de



transposicion con el aumento de concentracion de transposasa. Este hecho ha sido
atribuido al plegamiento incorrecto o agregacion de esta enzima durante el proceso de
transfeccién, por lo que requiere una valoracion minuciosa de la relacion

transposasa/transposon para lograr una transposicion eficiente (Bire, et al., 2013).

PiggyBac
El transposén piggyBac fue aislado de la oruga de la col Trichoplusia ni y se

caracteriza por su transposicion altamente eficiente en diferentes células de mamiferos
(Ding, et al., 2005; Chen, et al., 2010).

La configuracion més comdn del sistema PiggyBac, al igual que el Sleeping
Beauty, se basa en un sistema de dos plasmidos, uno que contiene el casete de expresion
flanqueado por secuencias ITR y el y otro que codifica para la transposasa (Figura 3). Se
ha visto que la integracion del gen de interés mediada por piggyBac tiene lugar en zonas
ricas en AT del genoma de la célula huesped (Sheng, et al., 2014) (Figura 2).

Gene®nteregy

Donor
plasmid

152123} JO AU

—Q Q >
Transposase Transgene Chromosome
production excision integration

Figura 3. Vista esquematica de un sistema de transposon de ADN para la transferencia de genes. Los
plasmidos donante y auxiliar se transfectan en las células huésped. El plasmido auxiliar es un vector de
expresion que permite la produccion de transposasa y el plasmido donante lleva el gen de interés que la
transposasa integrara en el genoma del huésped. Los circulos de color azul claro representan las proteinas
transposasa producidas a partir del plasmido auxiliar. Tomado de: (Chénais, 2013)

Este sistema es capaz de transponer insertos grandes de ADN (hasta 14 kb) sin
una pérdida significativa de su eficiencia (Ding, et al., 2005). Ademas, otros trabajos mas
recientes han descrito la capacidad de transposicion de regiones de hasta 100 kb, lo que
permite la regulacion fisiologica de la expresion génica mediante la transferencia de
regiones reguladoras enteras (Li, et al., 2011). En comparacion con el transposén Sleeping
Beauty, piggyBac presenta una actividad de transposicion mas eficiente (Wu, et al., 2006)

y generalmente no deja huella después de la escision, lo que hace que PiggyBac sea menos



propenso a causar dafio genomico durante la mutagénesis (Wang, et al., 2008; Nakanishi,
etal., 2010).

A pesar de las considerables ventajas del transposén piggyBac , algunos estudios
han descrito un fendmeno de inhibicion por sobreproduccion de la transposasa de
piggyBac similar al observado para Sleeping Beauty, si bien esta observacion se encuentra
aun en continuo debate (Wu, et al., 2006; Vargas, et al., 2016).

Los sistemas piggyBac han sido utilizados para transfectar diferentes tipos de
células de mamifero incluyendo células madre mamarias epiteliales bovinas (bMESCs)
(Neelesh, et al., 2017) celulas madre mesenquimales murinas (Chen, et al., 2015) o células
progenitoras de mesoangioblastos murinas (lyer, et al., 2018).

Objetivo

Dado el interés clinico que suscitan las MSCs como poblacion celular clave en
multiples enfoques de medicina regenerativa, y el potencial de los transposones piggyBac
como sistemas de transferencia génica no viral alternativos al uso de vectores virales, el
objetivo de este trabajo fue estudiar la eficiencia de transfeccidn del transposon piggyBac
en cultivos primarios de MSCs humanas, utilizando 2 reactivos comerciales
(Lipofectamina; Lipofectamine™ Stem Transfection Reagent, ThermoFisher y Trans IT
2020; TransIT®-2020 Transfection Reagent; Mirus Bio) con una eficiencia mejorada de
transfeccion de esta poblacion celular. Para ello, con el fin de optimizar este sistema de
transposicion en MSCs, se probaron diferentes relaciones transposén/ transposasa con

cada uno de los vectores comerciales.



Materiales y métodos
Propagacion, aislamiento y purificacion del ADN plasmidico: transposén piggyBac
CMV-GFP-FRT y transposasa pCMV-hyPBase
Para la propagacion de los plasmidos se partio de stocks de bacterias DH5 alpha
competentes transformadas con el plasmido donante conteniendo un gen reportero que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) flanqueado por secuencias ITR
(piggyBac CMV-GFP-FRT), o el plasmido ayudante basado en una transposasa
hiperactiva (pCMV-hyPBase). Ambos plasmidos fueron mantenidos en glicerol a -80°C.
El plasmido piggyBac CMV-GFP-FRT (transposon) (Figura 4 A) fue obtenido
de Adgene (piggyBac CMV-GFP-FRT y producido por el laboratorio de Jae Yong Han
(Lee, et al., 2016) mientras que pCMV-hyPBase (transposasa) (Figura 4 B) fue obtenido

del repositorio de plasmidos del Sanger Institute (Yusa, et al., 2011).

Figura 4. Mapa de los plasmidos A) piggyBac CMV-GFP-FRT (Addgene plasmid; Lee, et al., 2016) y B)
pCMV-hyPBase (Sanger Institute; Yusa, et al., 2011).

La propagacion de ambos plasmidos se realizd en 2 dias consecutivos. En primer
lugar, se realiz6 un precultivo mediante la inoculacion de las muestras bacterianas
transformadas con el plasmido de interés en tubos de polipropileno conteniendo medio
selectivo (5 ml) basado en Luria Broth Base (Miller’s LB Broth Base) (LB; Fisher
Scientific, Suecia) con 100 pg/ml de ampicilina (ampicilina sal sodica) (Fisher
Bioreagents, Espafia). Los cultivos fueron incubados durante 12 horas a 37 °C y 200 rpm.
Transcurrido este tiempo, se procedio al escalado de los cultivos en matraces Erlenmeyer

con 200 ml de medio LB y 100 pg/ml de ampicilina. Los cultivos fueron incubados



nuevamente a 37 °C y 200 rpm durante 12 horas. Posteriormente, se realizo la lisis de las
bacterias y se procedio al aislamiento y purificacion de los plasmidos con el kit comercial
Genopure Plasmid Maxi Kit (Roche, Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La determinacion de la concentracion de ambos plasmidos fue realizada en un bio-
espectrofotometro para microgota MySpec (VWR International, EE. UU.). Con el fin de
comprobar la calidad y pureza de todas las preparaciones de plasmido, se registraron las
relaciones A260/280 y A260/230 para cada una de las muestras.

Por ultimo, para garantizar el aislamiento efectivo de ambos plasmidos se realizo
una electroforesis en agarosa. Las enzimas empleadas para digerir los plasmidos fueron
Apal y Agel (ThermoFisher Scientific, Espafia) para el plasmido piggyBac CMV-GFP-
FRT y EcoRIl y Notl (ThermoFisher Scientific, Espafia) para pCMV-hyPBase. Ambos
plasmidos fueron digeridos durante 1 hora a 37 °C. En paralelo se realizaron controles de
ambos plasmidos en ausencia de enzimas de restriccion que fueron también incubados a
37 °C durante 1 hora.

El gel fue preparado mediante la disolucion de agarosa (Fisher Bioreagents,
Espafia) al 1% en de tampdn TAE (Gibco — Thermo Fisher Scientific, Espafia), en un
horno microondas. Posteriormente el gel fue tefiido con 2 pl de Green Safe Premium
(Nyztech, Portugal) y polimerizado en un molde durante 30 minutos.

Tras la digestion, los plasmidos fueron cargados en el gel de agarosa mediante la
adicion de un tampon de carga (BlueJuice™ Gel Loading Buffer - Thermo-Fisher
Scientific, Espafia). Para la identificacion de las bandas en el gel se utilizé con un
marcador de peso molecular 1 kB (Invitrogen, EE. UU.) La electroforesis se realizé a 80
V durante aproximadamente 1 h. Transcurrido este tiempo, los geles fueron visualizados

en un fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, EE. UU.).

Aislamiento de células madre

Las MSCs fueron aisladas a partir de las regiones proximal y distal del fémur de
pacientes sometidos a artroplastia de cadera y/o rodilla. Todas las muestras fueron
obtenidas del Biobanco del Complejo Hospitalario Universitario (CHUAC), Xerencia e
Xestion Integrada de A Corufia (XXIAC). El proyecto fue aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion de A Corufia (CEIC) (Cédigo de Registro: 2019/066; Figura 24
del Anexo) Se obtuvieron un total de 6 muestras que fueron procesadas mediante las
metodologias de cultivo directo o previo tratamiento de las mismas con un tampon de
lisis de eritrocitos. Todos los procedimientos con células fueron realizados en una cabina
de seguridad biologica tipo 2 (Telstar BIO-1I-Advance, Espafia).
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Para el aislamiento celular mediante cultivo directo se realizaron lavados
sucesivos de la epifisis femoral (Figura 5) mediante inyeccion de medio de Eagle con
modificacion de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich, EE.UU.) con un 10 % de suero fetal
bovino (SFB, Gibco-ThermoFisher Scientific, Sudamérica) y un 1 % de
penicilina/estreptomicina (P/E, Sigma-Aldrich, EE.UU.) mediante una jeringa de 20 mly
una aguja de bisel ancho BD Microlance™ (BD Medical, EE.UU). ). La mezcla se filtro
con un filtro de nylon de 41 um de tamano de poro (Millipore, Irlanda) y el filtrado
resultante se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. El precipitado celular resultante
se resuspendio en medio DMEM con 10 % de SFB y 1 % de antibiotico P/E y se sembré
en frascos de cultivo Nunc™ EasYFlask<™ de 75 cm? (ThermoFisher Scientific, EE.
uu.).

I;igura 5. Muestra de cabeéa de fémur Figura 6. Muestra de médula dsea
utilizada en el aislamiento de MSCs utilizada en el aislamiento de MSCs
mediante cultivo directo con tampdn de lisis de eritrocitos.
Para el aislamiento de MSCs a partir de muestras de médula 6sea (Figura 6) se
procedio a su tratamiento con un tampdn de lisis de eritrocitos (Roche, Alemania) con el
fin de retirar los glébulos rojos presentes en la misma tras su lisis y eliminacion por
centrifugacion. El precipitado resultante fue sembrado en frascos de cultivo Nunc™
EasYFlask“™ de 75 cm?. Tras 48 h se procedi6 al lavado de los frascos con Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (PBS; Sigma—Aldrich, EE. UU.) para eliminar las células no
adherentes y reemplazar el medio.

Mantenimiento del cultivo celular primario

Los cultivos fueron mantenidos en un incubador Fisherbrand a 37°C en una
atmosfera humeda y 5 % CO.. Periddicamente (2 veces por semana) se procedio al
cambio de medio de cultivo (DMEM 10 % SFB y 1% P/E) con el fin de renovar los
nutrientes. Ademas (una vez por semana) se procedid al suplementado del medio de

cultivo con factor de crecimiento béasico de fibroblastos (100 pg/ml, bFGF; Gibco-
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ThermoFisher Scientific, Espafia) con el fin de preservar la viabilidad y aumentar la
proliferacion celular (Oggu et al., 2017).

En cada cambio de medio, se retird el medio de los frascos (medio antiguo); se
realizd un lavado de las monocapas celulares con PBS con el fin de eliminar los restos
celulares, y se afiadid nuevamente medio de cultivo (DMEM 10% SFB y 1% P/E).
Ademas, en cada cambio de medio se observaron las muestras al microscopio para

verificar el estado de confluencia celular, y la posible existencia de contaminacion.

Ensayos de transfeccion
Siembra de MSCs

Para los ensayos de transfeccion, las MSCs fueron sembradas en placas de 24
pocillos a una densidad celular de 100,000 células por pocillo e incubadas durante 24
horas a 37°C para garantizar la adhesion celular.

Para este fin, una vez que las células alcanzaron un porcentaje aproximado de
confluencia del 90%, se procedié a la separacién de la monocapa celular de los frascos
de cultivo. Para ello, en primer lugar, se extrajo el medio de cultivo del frasco de cultivo,
se realiz6 un lavado con PBS y se afiadieron 5 ml de tripsina-EDTA (MP Biomedicals ™,
Espafia) para proceder a la disociacion de la monocapa. Los frascos fueron incubados a
37 °C durante 5 min y la tripsina fue inactivada mediante la adicion de DMEM 10% SFB
1% P/E. La suspension celular resultante fue centrifugada (5 minutos, 1500 rpm) y
resuspendida en medio fresco (DMEM 10% SFB 1% P/E).

Para el contaje celular se mezclaron 10 ul de suspension celular con 10 pl del
colorante de exclusion azul tripano Corning™ Azul de tripano cellgro™ (Fisher Scientific,
Espafia). La mezcla resultante (10 pl) fue transferida a cada una de las secciones de una
camara Neubauer (Marienfeld, Alemania) con el fin de contar las células viables (Figura
7A). Dicho recuento fue realizado siempre por duplicado en un microscopio Optico
invertido Olympus CKX53 (Olympus, Espafia).

| Ticte - Depth
{ r

Figura 7. A) Camara Neubauer. B) Vision microscopica de los cuadrantes de la cAmara
Neubauer durante el conteo.
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A partir de este contaje, se determind la concentracion celular existente en la
suspension celular para llevar a cabo la siembra.
La ecuacion empleada para convertir el contaje en concentracion celular fue:

» Células Contadas .
Concentracion celular = — - X 2% 10
Numero de cuadrantes de la camara

Haciendo esta operacién se obtuvo la concentracion en células/ml. Asi mediante

la division de las células totales contadas entre el nimero de cuadrantes de la camara se
obtiene una estimacion de las células por cuadrante y al multiplicar por 10.000 se lleva el
volumen de cada cuadrante a ml. La multiplicacién x 2 hace referencia al factor de
dilucion de la suspension celular con azul tripano realizado de forma previa a la

introduccion de la muestra en la cdmara.

Transfeccion de MSCs

Transcurridas las 24 horas de incubacion se verificd en primer lugar la adhesion
de las MSCs (100,000 células/pocillo) a los diferentes pocillos de la placa de 24 pocillos
mediante observacion microscopica.

Para la transfeccion de las MSCS con el plasmido piggyBac CMV-GFP-FRT y/o
pCMV-hyPBase se utilizaron 2 sistemas comerciales de transfeccion; uno basado en un
lipido cationico (Lipofectamina; Lipofectamine™ Stem Transfection Reagent,
ThermoFisher) y otro basado en una mezcla de polimero/lipido catiénico (Trans IT 2020;
TransIT®-2020 Transfection Reagent; Mirus Bio). Con el fin de optimizar la relacion
transposon/transposasa se probaron diferentes relaciones de transposon y transposasa
(2:1, 1.5:1y 1:1), con distintas cantidades de cada uno de los plasmidos (Figura 8). En
paralelo se ensayaron las mismas cantidades del transposon piggyBac, pero en ausencia
de transposasa. La concentracion de trabajo de ambos plasmidos fue 10 pg/ml. Todas las
condiciones fueron ensayadas en duplicado. Todos los procedimientos fueron realizados

en una cabina de seguridad bioldgica tipo 2.

Plasmid
a(ir:; ° | control | 200/- | 150/- | 100/- | 200/100 | 150/100 | 100/100
Transposon - 200 150 100 200 150 100
Transposasa - - - - 100 100 100

Figura 8. Diferentes relaciones de transposon (piggyBac CMV-GFP-FRT) y
transposasa (pCMV-hyPBase) ensayadas en los estudios de transfeccion.

Para la transfeccion de las células con Lipofectamina, tanto el plasmido (200, 150
0 100 ng) como el reactivo (1 pl) fueron previamente diluidos en medio Opti-MEM 1X

(Gibco, EE. UU.) (50 ul) y combinados en igual proporcion. Las mezclas fueron
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incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con el fin de permitir la formacion
de los complejos.

Para la transfeccion de las células con Trans IT 2020 se afiadio directamente al
reactivo (1.5 pl) a las diluciones de plasmido en medio Optimen (200, 150 o 100 ng;
volumen final 50 ul). Todas las mezclas fueron incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadieron los complejos a las monocapas
de MSCs mediante goteo y cubriendo diferentes zonas de cada uno de los pocillos
siguiendo el esquema de la Figura 9. Posteriormente se afiadié medio DMEM (sin suero)
hasta un volumen final de 500 ul y las placas fueron incubadas durante 3 h a 37 °C, 5%
CO2 en atmosfera himeda. Finalmente, se afiadieron 500 ul de DMEM 20% SBF y 2%

P/E y las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C.

1 2 3 4 5 6
A C C-
Transposon | Transposén | Transposon | Transposén | Transposén | Transposon

200 ng 200 ng 150 ng 150 ng 100 ng 100 ng
Transposon/ | Transposdn/ | Transposén/ | Transposén/ | Transposén/ | Transposan/
c transposasa | transposasa transposasa transposasa transposasa | transposasa
(ng) (ng) (ng) (ng) (ng) (ng)
200/100 200/100 150/100 150/100 100/100 100/100

Figura 9. A) Placas con pocillos donde se realizo la transfeccion a las distintas condiciones B) Esquema
con las relaciones de cada plasmido para cada uno de los reactivos. C-: representa el control de células
sin transfectar.

Evaluacion de la eficiencia de transfeccion

La eficiencia de transfeccion fue evaluada a las 24 y 48 horas mediante
monitorizacién de la fluorescencia viva de la proteina verde fluorescente (GFP) en un
microscopio 6ptico invertido Olympus CKX53, empleado el filtro 2 de fluorescencia
(Mexcitacion 470-490 nm; Aemision 505-535 nm). Para ello, con el fin de eliminar la
autofluorescencia del medio de cultivo en el momento de la visualizacion, se reemplaz6
el medio de cada uno de los pocillos con PBS. Cada condicién fue documentada en
duplicado utilizando siempre microscopia de campo claro y fluorescencia para cada uno
de los campos evaluados, con el objetivo de 10x. Todas las imagenes fueron tomadas con
el programa CellSens de Olympus utilizando las mismas condiciones de ganancia y
exposicion en modo automatico. Ademas, todas las imagenes (fluorescencia y campo
claro) correspondientes al mismo campo fueron superpuestas con el programa de

procesamiento de imagenes de CellSens.
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Para realizar un analisis cuantitativo de la eficiencia de la transfeccion a partir de
las imé&genes tomadas con el microscopio se empled el programa ImageJ, con el paquete
de procesamiento Fiji (Schindelin, et al., 2012).

El procedimiento realizado consistio en el conteo de células fluorescentes y
células totales de todas las imagenes superpuestas (Figura 10) para poder estimar los
porcentajes de transfeccion con cada reactivo a las distintas condiciones ensayadas. Las
células de ambas poblaciones celulares (tipo 1: fluorescentes; tipo 2: totales) fueron
contadas en modo manual siguiendo la ruta del programa: Plugins > Analyze > Cell
Counter.

Para cada grupo de ensayo se contaron las células de 2 imégenes distintas
obteniéndose de esta forma 2 replicados para cada condicion (Figura 20 del Anexo).

800x450 pixels. RGB. 1.4MB Counters Actions
L e9a 2 - OTypet 2 []KeepOriginal
O Type3 0 Add
O Typed 0 Basmous
O TypeS5 0 Rename
O Type6 0 -
) Delete
O Type7 0
[] Delete Mode
O Type8 0 -
Options
Results
Reset
[v] Show Numbers
] show Al
Save Markers
Load Markers
Export image

Figura 1. Resultado del conteo e ImageJ,Fji (Schindelin, et al., 2012) de -I‘a imagen tomada del pocillo
B3 a las 48h, en el que se empled solo transposon y TranslT 2020.
Andlisis estadistico

Los porcentajes de transfeccion obtenidos en cada uno de los grupos de estudio
fueron promediados y expresados como el valor medio de los dos replicados + su
desviacion tipica (SD). Las diferencias entre grupos fueron analizadas mediante la prueba
estadistica t de Student con un nivel de significacion (a) del 0.05. Los p-valores < 0.05

fueron considerados estadisticamente significativos (Excel 2019 (v19.0)).

14



Resultados

Analisis de la pureza y concentracion del ADN plasmidico: piggyBac CMV-GFP-

FRT y pCMV-hyPBase.

Las concentraciones y relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 nm

registradas en el bio-espectrofotometro para microgota MySpec (VWR International, EE.

UU.) se muestran en la Figura 11.

PiggyBac CMV-GFP-FRT

pCMV-hyPBase

Réplica 1 Réplica 2

Réplica 1 Réplica 2

Valor promedio
PiggyBac CMV-GFP-FRT

Valor promedio
pCMV-hyPBase

Concentracion (pg/ml)

1384756 1180.876

230.610 263.673

1282.816

247,142

Relacién absorbancia 260/280

1.917 1.883

1.903 1.863

1.900

1.883

Relacién absorbancia 260/230

2.538 2.646

2.464 2.473

2.592

2.469

Figura 11. Concentraciones y relaciones de absorbancia de los diferentes plasmidos aislados.

Las concentraciones obtenidas fueron mayores a 1000 pg/ml para el plasmido
piggyBac CMV-GFP-FRT y proximas a 250 pg/ml para pCMV-hyPBase. Para ambos
plasmidos la relacion de 260/280 fue cercana a 1.8, mientras que la relacion 260/230 se
encontrd proxima a 2.5 (ligeramente por encima en el piggyBac y por debajo en pCMV-
hyPBase). Estos valores apuntaron a un elevado grado de pureza de las diferentes
muestras aisladas para cada plasmido.

Para verificar el correcto aislamiento de ambos plasmidos se realizd una
electroforesis en agarosa (Figura 12) tras la digestion con las correspondientes enzimas
de restricciéon. En paralelo se cargaron las muestras correspondientes a los controles de

ambos plasmidos sin digerir.

M R1 RD1 R2 RD2 Size op ngl0Ss pg

Uuud

M R1RD1R2 RD2
— 15000 29
— 10000 £3
— 85 3
— 500 20
— 5000 20
— 4000 20
- 3000 20

— 2000 20
— 1500 70

1000 X0
8% X
60
50 X
0 N
»w XN

200 X

100 &

0.5 pg/flane

1X TAE

Figura 12. Electroforesis en agarosa de los plasmidos A) piggyBac CMV-GFP-FRT y B) pCMV-hyPBase.
M) Marcador, R1) Réplica 1, RD1) Réplica digerida 1, R2) Réplica 2 y RD2) Réplica digerida 2. C)
Tamafios del marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen EE. UU.).
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El tamafio de piggyBac CMV-GFP-FRT es de 7077 pb (Figura 4A), y tras ser
digerido con Apal y Agel deberian de generarse dos fragmentos de 755 pb y 6322 pb,
mientras que pCMV-hyPBase tiene un tamafio de 6954 pb (Figura 4B) y tras su digestion
con EcoRI y Notl deberia de dar lugar a 2 bandas de 1804 pb y 5150 pb. Como se puede
observar en la Figuras 12A y 12B vy teniendo en cuenta las referencias del marcador
(Figura 12C) se pudo concluir que el tamafio de los fragmentos obtenidos tras la
digestion y el tamafio completo de los plasmidos se corresponden con los mencionados

en el anterior parrafo.

Cultivo celular primario.

A lo largo del periodo de cultivo se verifico la adherencia al plastico de las MSCs,
siendo uno de los criterios minimos de la ICST para definir esta poblacion celular.
Ademaés, se comprob6 la morfologia fibroblastica con prolongaciones citoplasmaéticas
prominentes, caracteristica de las MSCs. En un primer momento, las MSC se encontraban
agrupadas en pequefias colonias, pero segun iban proliferando se generaba una capa mas

homogénea de las mismas en el fondo del frasco de cultivo.

Figura 13. Evolucion temporal del cultivo

B © primario de MSC magnificacion 10x. MSCs
aisladas a partir muestras de un mismo
paciente. A) 11 dias, B) 15 dias, C) 19 dias,
D) 22 dias, E) 26 dias y F) 29 dias.

D E 2 % gF

Analisis de la eficiencia de transfeccion.

Un anélisis de la eficiencia de transfeccion de las MSCs a las 24 horas utilizando
el reactivo Lipofectamina (LPF), revel6 un mayor porcentaje de expresion de GFP (~ 2%)
mediante la aplicacion del transposon (200 ng) s6lo, en ausencia de transposasa (Figura
14). Ademas, la presencia de transposasa incremento ligeramente la expresion de GFP
para las células modificadas con 150 ng de transposén, si bien no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos de células

transfectadas con o sin transposasa (p > 0.09) (Figuras 14y 15).
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Control

44 200/-
150/-
100/-

W 200/100

Expresion de GFP (%)

%]

H 150/100

| lie i &

24h 48h
Tiempo después de trasfeccion (horas)

Figura 14. Expresion de GFP en MSCs transfectadas con los complejos de LPF y
transposén (200, 150 100 ng), en ausencia (/-) o presencia de transposasa (100 ng).
El control representa a células sin transfectar.

- 200/- 150/- 100/-

LPF
24h

200/100 150/100 100/100

Figura 15. Expresion de GFP en MSCs a las 24 horas de su transfeccion con los complejos de LPF y
transposon (200, 150 o 100 ng), en ausencia (/-) o presencia de transposasa (100 ng). El control (-)
representa a células sin transfectar. Imagenes representativas (magnificaciéon 10x).

Transcurridas 48 horas desde la transfeccion con Lipofectamina, se observo que
los mayores porcentajes de expresion de GFP fueron obtenidos en aquellas células
transfectadas con 200 ng (200/-) y 150 ng (150/-) de transposén y en menor medida con
la combinacion 200/100 transposédn/transposasa. De nuevo, no se observaron diferencias
significativas entre las células transfectadas con y sin transposasa mediante la utilizacion
de este reactivo (p > 0.19) (Figura 14 y Figura 21 del Anexo).

Empleando como medio de transfeccion TranslT2020 y tras 24 horas de
incubacion, se observo que las células tratadas con transposén y transposasa en una
relacion 2:1 mostraron el mayor porcentaje de expresion de GFP (~ 3.5%). Ademas, se
vio que la combinacion de transposon (200 ng) con la transposasa (100 ng) incremento

3.5 veces la expresion de GFP con respecto a las células transfectadas s6lo con transposén
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(p = 0.04). Asimismo, se observo que para la dosis de transposon de 150 ng la presencia
de transposasa llevo a un descenso significativo de la expresion de GFP (p = 0.02).
(Figuras 16 y 17).

* Control
200/-
150/-
100/-
% W 200/100

Expresion de GFP (%)
IS

m 150/100
W 100/100

[ ]
—
i
i

24h 48h
Tiempo después de trasfeccion (horas)

Figura 16. Expresion de GFP en MSCs transfectadas con TranslT y transposén (200,
150 100 ng), en ausencia (/-) o presencia de transposasa (100 ng). El control
representa a células sin transfectar. Los (*) indican un p < 0.05 en la comparacién
de la expresion de GFP entre las MSCs transfectadas con y sin transposasa.

- 200/- 150/- 100/-

200100 150/100 100/100

Figura 17. Expresion de GFP en MSCs a las 24 horas de su transfeccidn con los complejos de Trans 172020
y transposén (200, 150 o 100 ng), en ausencia (/-) o presencia de transposasa (100 ng). El control (-)
representa a células sin transfectar. Imagenes representativas (magnificacion 10x).

Transcurridas 48 horas desde la transfeccion con este reactivo, se observo siempre
un mayor porcentaje de expresion de GFP en aquellas células transfectadas con la
combinacion de ambos plasmidos (transposon/transposasa), llevando la combinacién
100/100 de transposén/transposasa a un mayor porcentaje de transfeccion (~3%) (Figura
17 y Figura 22 del Anexo). Sin embargo, debido a la alta dispersion de los datos
obtenidos para este grupo de células (100/100), no se observaron diferencias
significativas en la expresion de GFP entre estas células y las células transfectadas solo
con transposén, en ausencia de transposasa (100 ng) (p = 0.33). La combinacién
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transposén/transposasa 200/100 produjo el mayor incremento en la expresion de GFP con
respecto a la utilizacion del transposon libre (~3.2 veces mayor), si bien no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p > 0.09).

Cuando se compar0 la expresion de GFP con las distintas combinaciones de
transposén transposasa (200/100; 150/100; 100/100) mediante la utilizacion de ambos
reactivos (LPF o Trans 1T2020), se observd siempre una mayor eficiencia del reactivo
TransIT2020 (Figura 18). Asi, a las 24 horas la mayor diferencia entre ambos reactivos
fue observada con la combinacion 200/100 siendo la expresion de GFP en el orden de 7
veces mayor con el reactivo TransIT (p = 0.03). Transcurridas 48 horas la expresion de
GFP fue 2 veces superior con el reactivo Trans a la relacion 150/100 (p = 0.046) y hasta
7 veces con la relacién 1:1, aunque no se observaron diferencias estadisticamente
significativas con esta ultima combinacion debido a la alta dispersion de los datos
obtenidos con el TransIT (p = 0.25) (Figura 18A).

FICE| 200/100 T 1507100 100/100
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Figura 18. Expresion de GFP en MSCs transfectadas con los complejos de LPF o Trans 172020 con las
diferentes combinaciones transposén/transposasa (200/100; 150/100; 100/100) A) Analisis cuantitativo.
Los (*) indican un p < 0.05 tras comparar la expresion de GFP utilizando la misma dosis de transposéon y
transposasa pero con distinto reactivo B) Imagenes representativas (magnificacion 10x).

19



Discusion

En el presente estudio se investigé la eficiencia de transfeccion de un sistema no
viral basado en un transposon piggyBac en cultivos primarios de células madre
mesenquimales humanas. Este sistema se basa en la utilizacion de 2 plasmidos; un
plasmido donante piggyBac CMV-GFP-FRT conteniendo un gen reportero que codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP) y las secuencias ITR de reconocimiento de la
transposasa, y un plasmido ayudante pCMV-hyPBase basado en una transposasa
hiperactiva con elevada eficiencia de transposicion en células de mamiferos. Esta
transposasa hiperactiva ha sido aislada de una biblioteca de transposasas mutantes
generada en levaduras, gracias a la capacidad de transposicidn que presenta el transposén
piggyBac en organismos diferentes (que parece ser independiente del hospedador en el
que se encuentre) (Yusa, etal., 2011). De estas transposasas mutantes, 5 eran hiperactivas
en mamiferos. Mediante la combinacion de todas estas mutaciones en una Gnica secuencia
plasmidica se obtuvo esta transposasa de piggyBac mutante (pCMV-hyPBase) (Yusa, et
al., 2011).

Con el fin de estudiar la eficiencia de transfeccion con este sistema se probaron
diferentes relaciones transposon/transposasa. En este sentido, se ha visto que la eficiencia
de transposicion con el transposon piggyBac depende de la disponibilidad del transposon
(plasmido donante) y transposasa (plasmido ayudante) en las células. Asi algunos
estudios han descrito que relacién éptima de transposon/transposasa para conseguir una
elevada tasa de transposicion es 2:1 por encima de la cual la actividad se ve reducida (Wu,
et al., 2006). Sin embargo, otros autores han implicado una relacion 1:1 para la
reprogramacion de células pluripotenciales inducidas (Yusa, et al., 2009). En base a la
literatura previa se seleccionaron por tanto las relaciones 2:1, 1.5:1y 1:1, cubriendo asi
los rangos en los que trabajaron estos autores y pudiendo comparar los resultados
obtenidos con cada relacion.

A pesar de los reducidos porcentajes de transfeccidn alcanzados en el presente
estudio, los resultados obtenidos mostraron una expresion de GFP mas estable mediante
la utilizacion de la relacion transposon/transposasa 1:1. Dicha relacion fue la Unica que
dio lugar a un incremento de expresion de GFP a lo largo del tiempo con ambos reactivos
(Figura 19).
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Figura 19. Expresion de GFP a lo largo del tiempo (24h y 48h tras la transfeccion) en MSCs transfectadas
con A) Lipofectamina y B) TransIT con diferentes combinaciones transposon/transposasa (200/100,
150/100 y 100/100 ng).

Para llevar a cabo dicha transfeccion se utilizaron 2 sistemas no virales
comerciales (Lipofectamina y TransIT2020) seleccionados en base a su mayor eficiencia
de transferencia génica en MSCs de acuerdo con la literatura (de Carvalho, et al., 2018;
Cheung, et al., 2018). Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron una
eficiencia de transfeccion de ~0.5-1.1% para las MSCs transfectadas con Lipofectamina
y de =1.1-3.5% para las transfectadas con TransIT. Estudios previos han mostrado
porcentajes de expresion de GFP entorno al 20-30% utilizando LPF como vehiculo de
transferencia del transposon piggyBac (Wen, et al., 2014). Cabe destacar que estos
estudios fueron realizados en la linea celular fibroblastos embrionarios murinos IMEF, a
diferencia del estudio actual en el que se usaron cultivos primarios de células
mesenguimales humanas derivadas de medula 6sea. En este sentido es importante resaltar
la mayor dificultad intrinseca de transfeccion de estas células en comparacién con la
utilizacion de lineas celulares.

En el estudio actual los porcentajes de expresion de GFP fueron siempre mayores
con el TransIT2020 en comparaciéon con la Lipofectamina. Cheung y colaboradores
compararon la eficiencia de transfeccion de MSCs utilizando varios tipos de TransIT
(entre ellos el TransIT2020) y Lipofectamina. Sus resultados mostraron que el reactivo
TransIT2020 dio lugar a una mayor eficiencia de transfeccion que otros polimeros y
lipidos cationicos sin afectar a la viabilidad celular. Este aspecto es especialmente
relevante cuando las MSCs van a ser utilizadas con fines terapéuticos en los que se
requiere un alto nimero de células (Cheung, et al., 2018).

Aunqgue en el presente estudio no se evaluo la viabilidad celular con ambos
reactivos siempre se contabilizé un mayor nimero de células por campo al emplear el

reactivo TransIT2020 frente a la Lipofectamina (Figura 23 del Anexo).
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En su conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo apuntan a que la
utilizacion del reactivo TransIT2020 con la combinacion transposon/transposasa 100/100
promueve los niveles mas altos y sostenidos de expresion de GFP a lo largo del tiempo.
En este sentido, los siguientes pasos programados en el presente trabajo que se detallan a
continuacion y que no han podido realizarse debido a la declaracion del estado de alarma
del 14 de marzo, podrian haber ayudado a confirmar estos resultados.

Asi, se habia planteado la realizacion de una cuantificacion de la fluorescencia
(medida en Unidades relativas de Fluorescencia) correspondiente a la actividad GFP de
las células transfectadas con ambos reactivos y a las distintas combinaciones
transposdn/transposasa en un lector de placas de fluorescencia configurado con un filtro
de excitacion 485/20 y con un filtro de emisidn 528/20. Este ensayo podria haber ayudado
a confirmar los resultados obtenidos en la evaluacién microscépica de la expresion de
GFP.

Asimismo, una vez confirmada que la combinacion  100/100
transposon/transposasa con el reactivo TransIT2020 lleva a los niveles mas altos y
sostenidos de expresion de GFP, el siguiente paso seria la seleccion de colonias estables.
Debido a la presencia del marcador de seleccion NeoR en el plasmido piggyBac CMV-
GFP-FRT (Figura 4A) se podrian seleccionar aquellas colonias de MSCs que han sido
transfectadas de manera estable con GFP. Para ello se necesita la utilizacion del
antibidtico G418 que es toxico para células tanto procariotas como eucariotas
interfiriendo con los ribosomas y por tanto en la sintesis de proteinas. Su uso mas comun
es el de agente de seleccion haciendo que todas las células que hayan incorporado el NeoR
sean resistentes al antibidtico.

Para la realizacién de este ensayo, en primer lugar, es necesario realizar una curva
de citotoxicidad con este antibiotico con el fin de determinar la minima concentracion
que da lugar a la muerte celular en 1 semana. Para averiguar esta concentracion se deben
cultivar las MSCs (80% de confluencia en placa de 24 pocillos) con diferentes
concentraciones de G418 (ensayadas por duplicado), que se renuevan cada 2-3 dias. La
dosis de G418 con la que todas las células hayan muerto tras una semana es la adecuada
para realizar el ensayo. Una vez seleccionada esta concentracion se procederia a la
seleccion de colonias 48 horas después de la transfeccion de MSCs con la combinacién
100/100 transposon/transposasa y el reactivo TransIT. En un tiempo aproximado de 10
dias todas las células sin el plasmido deberian haber muerto, permitiendo la expansion de
las células transfectadas de forma estable.
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio permiten concluir que la transfeccion de MSCs
con el reactivo TransIT2020 y la combinacion transposon/transposasa 100/100 promovio
los niveles mas altos y sostenidos de expresion de GFP a lo largo del tiempo.

1. La utilizaciéon de Lipofectamina, ademéas de generar niveles de expresion méas
reducidos, muestra un menor nimero de células viables tras la transfeccion.

2. Podemos concluir que el TranslT2020 supera a la Lipofectamina tanto en la
expresion del gen por las células transfectadas como en la supervivencia de éstas.
Futuros estudios incluyendo la cuantificacion de la expresion de GFP mediante

medidas de fluorescencia y la seleccion de colonias de MSCs transfectadas de forma
estable con el antibidtico G418, podrian ayudar a confirmar estas observaciones.
Conclusions

Os resultados do presente estudo permitiron concluir que a transfeccion de MSCs
co reactivo TransIT2020 e a combinacidn transposon/transposasa 100/100 promoveu 0s
niveis mais altos e sostidos de expresion GFP ao longo do tempo.

1. Ouso de Lipofectamina, ademais de xerar niveis mais baixos de expresion, amosa
menos células viables despois da transfeccion.

2. Podemos concluir co TansIT2020 supera & lipofectamina tanto na expresion do
xene polas células transfectadas como na sta supervivencia.

Futuros estudos, incluindo a cuantificacién da expresion de GFP mediante
medidas de fluorescencia e a seleccion de colonias de MSCs transfectadas de forma
estable co antibidtico G418, poderian axudar a confirmar estas observacions.
Conclusions

The results from the present study allow to conclude that transfection of MSCs
with TransIT2020 reagent and 100/100 transposon/transposase combination promoted
the highest and the most sustained levels of GFP expression overtime.

1. The use of Lipofectamine generates lower levels of expression and shows fewer
viable cells after transfection.

2. We can conclude that TransIT2020 surpasses Lipofectamine both in the
expression of the gene by the transfected cells and in their survival.

Further studies including the quantification of GFP expression by fluorescence
measurements and the selection of colonies from MSCs stably transfected with the

antibiotic G418, could help to support these observations.
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Anexo

Figura 20. Capturas de pantalla de los contajes realizados con el programa ImageJ en las
imagenes superpuestas obtenidas con el programa CellSens de Olympus.
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Tabla 1. Anélisis de la eficiencia de transfeccion con LPF. Se muestran el nimero de
células totales y fluorescentes para cada réplica, asi como sus porcentajes de transfeccion.
Estos porcentajes fueron promediados y expresados como su valor medio (Media) £ su
desviacion tipica (SD). Los porcentajes de expresion de GFP mas elevados aparecen
resaltados en amarillo. Se muestra también el incremento de la expresion de GFP tras
comparar cada combinacion transposén/transposasa frente a su control en ausencia de

transposasa (en amarillo se representan los incrementos mas altos), junto a sus p- valores.

Réplica 1 Réplica 2 B . Incrementos
LPF Tt"an.sfecqon Tl"an.sfecqon Media «d frente PVALOR
(24h) réplica 1 (%) | réplica 2 (%) control no
transposasa
Control 177 0 235 0 0.000 0.000 0.000 0.000
200/- 135 3 170 2 2.222 1.176 1.699 0.739
150/- 184 2 230 2 1.087 0.870 0.978 0.154
100/- 259 1 220 2 0.386 0.909 0.648 0.370
200/100 160 1 304 1 0.625 0.329 0.477 0.209 0.281 0.095
150/100 297 2 263 4 0.673 1.521 1.097 0.599 1.122 0.430
100/100 357 1 233 2 0.280 0.858 0.569 0.409 0.879 0.108
LPE Réplica 1 Réplica 2 Transteccion | Transfeccis Incrfementos
ransfeccién | Transfeccién : rente
(48h) Fluores- Fluores- | rapiica 1 (%) | raplica 2 ()| ™% | %% | controino | FVALOR
centes centes transposasa
Control 196 0 286 0 0.000 0.000 0.000 0.000
200/- 130 1 116 2 0.769 1.724 1.247 0.675
150/- 104 2 130 1 1.923 0.769 1.346 0.816
100/- 172 1 83 1 0.581 1.205 0.893 0.441
200/100 84 1 233 2 1.190 0.858 1.024 0.235 0.822 0.394
150/100 106 1 129 1 0.943 0.775 0.859 0.119 0.638 0.252
100/100 186 1 101 1 0.538 0.990 0.764 0.320 0.855 0.186
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Tabla 2. Analisis de la eficiencia de transfeccion con Trans 1T2020. Se muestran el
namero de células totales y fluorescentes para cada réplica, asi como sus porcentajes de
transfeccion. Estos porcentajes fueron promediados y expresados como su valor medio
(Media) + su desviacion tipica (SD). Los porcentajes de expresion de GFP mas elevados
aparecen resaltados en amarillo. Se muestra también el incremento de la expresion de
GFP tras comparar cada combinacién transposon/transposasa frente a su control en
ausencia de transposasa (en amarillo se representan los incrementos més altos), junto a

sus p- valores (los p-valores < 0.05 aparecen resaltados en amarillo).

Traner Réplica 1 Réplica 2 cransteccionlTransteceis Incrfemt:ntos
rans ransfeccién ] Transfeccién ' rente
(24h) Fluores- r¢pjica 1 (%) | réplica 2 (%) Media sd control no PVALOR
centes transposasa
Control 280 0 234 0 0.000 0.000 0.000 0.000
200/- 172 2 244 2 1.163 0.820 0.991 0.243
150/- 164 2 344 3] 1.220 1.744 1.482 0.371
100/- 317 3 287 4 0.946 1.394 1.170 0.316
200/100 204 8 168 5 3.922 2.976 3.449 0.668 3.479 0.039
150/100 216 2 201 3 0.926 1.493 1.209 0.401 0.816 0.024
100/100 244 2 247 3 0.820 1.215 1.017 0.279 0.869 0.054
TranelT Réplica 1 Réplica 2 transteccion Trancfeccis Incrfemintos
rans ransfeccion | Transfeccion : rente
(48h) Fluores- Fluores- | réplica 1 (%) | réplica 2 (%) Media sd control no FVALOR
centes centes transposasa
Control 284 0 211 0 0.000 0.000 0.000 0.000
200/- 265 1 271 1 0.377 0.369 0.373 0.006
150/- 281 2 318 1 0.712 0.314 0.513 0.281
100/- 301 4 290 1] 1.329 2.069 1.699 0.523
200/100 287 4 322 3 1.394 0.932 1.163 0.327 3.116 0.089
150/100 287 4 290 4 1.394 1.379 1.387 0.010 2.702 0.069
100/100 361 2 136 7 0.554 5.147 2.851 3.248 1.678 0.329
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Tabla 3. Comparativa de la eficiencia de transfeccion de los complejos formados por las
distintas combinaciones transposén/transposasa con Lipofectamina o TransIT2020. Se
muestran los porcentajes medios de expresion de GFP para cada combinacion
transposon/transposasa con cada uno de los reactivos (LPF; verde y Trans 172020
amarillo). Se muestra también el incremento de la expresion de GFP tras comparar el
TransIT2020 frente a la LPF junto a sus p-valores (los p-valores < 0.05 aparecen
resaltados en amarillo).

24h Media Incremento | PVALOR |
200/100 LPF 0.477
200/100 TransIT 3.449 7231 | o003 |
150/100 LPF 1.097
150/100 TransIT 1.209 1102 | o286 |
100/100 LPF 0.569
100/100 TransIT 1.017 1.787 0.064
48h Media Incremento PVALOR
200/100 LPF 1.024
200/100 TransIT 1.163 1135 | 0140 |
150/100 LPF 0.859
150/100 TransIT 1.387 1.614 | 0046 |
100/100 LPF 0.764
100/100 TransIT 2.851 3732 | 0249 |

Figura 21. Expresion de GFP en MSCs a las 48 horas de su transfeccion con los
complejos de LPF y transposon (200, 150 o 100 ng), en ausencia (/-) o presencia de
transposasa (100 ng). El control (-) representa a células sin transfectar. Imagenes
representativas (magnificacion 10x).
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Figura 22. Expresion de GFP en MSCs a las 48 horas de su transfeccion con los
complejos de Trans IT2020 y transposén (200, 150 o 100 ng), en ausencia (/-) o presencia
de transposasa (100 ng). El control (-) representa a células sin transfectar. Iméagenes

representativas (magnificacion 10x).
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Figura 23. Numero de células contabilizadas células tras 48h de la transfeccidn con las
distintas combinaciones de transposon y transposasa, y los reactivos Lipofectamina
(naranja) o TransIT 2020 (verde).
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Figura 24. Aprobacion del Comité de Etica de Investigacion de A Corufia (CEIC)
(Codigo de Registro: 2019/066).
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