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4 RESUMEN

Los miRNAs (miRNASs) de la familia let-7 se encuentran frecuentemente desregulados en
procesos carcinogénicos, incluidos el cancer cervical. Las proteinas homologas LIN28
regulan la biogénesis de let-7 al interactuar en secuencias conservadas dentro de la
estructura de los precursores pre-miRNA. Sin embargo, estudios recientes han mostrado
gue algunos let-7 pueden escapar a la regulacion por LIN28. EIl objetivo de este proyecto
fue evaluar los niveles de expresion de ocho miembros de la familia let-7 de humanos y
algunas proteinas blanco, asi como también LIN28B en un panel de lineas de cancer
cervical con diferente grado de malignidad y contenido de virus de papiloma humano (VPH).
La concentracion de los precursores de let-7 se analizé6 mediante RTgPCR y el contenido
de las proteinas analizadas mediante inmunodeteccion. Herramientas in silico fueron
utilizadas para correlacionar la expresion de precursores y proteinas asi como también para
analizar las estructuras de los precursores.

Se encontré6 que la proteina LIN28B se expresa en casi todas las lineas celulares
analizadas, mayoritariamente en lineas celulares tumorales. Altos niveles de pre-let-7c/f-1
y pre-miR-98 fueron observados en casi todos los tipos celulares utilizados sin encontrar
relacion con el grado de malignidad o el grado de expresion de LIN28B. Los precursores
pre-let-7g/i se expresaron principalmente en lineas celulares tumorales, pre-let-7e/a-3 no
se encontraron expresados significativamente en ninguna linea y pre-let-7a-2 se encontro
indistintamente expresado. La proteina LIN28B mostr6 correlacion positiva con los
precursores pre-let-7i/g/f-1 y pre-miR-98 en lineas celulares tumorales, sugiriendo un
escape a la regulacion. Un alineamiento de secuencias y analisis de estructuras de pre-let-
7 mostré una estructuracion alterna en la region del pre-elemento (pre-E) relacionada a la
longitud del mismo que podria generar interacciones diferenciales entre LIN28B y los
diferentes precursores de let-7. Asi, un pre-E corto podria escapar a la regulacion de
LIN28B. En contraste, un pre-E largo se correlacioné con los precursores que fueron

encontrados en mayor concentracion. Asi, las diferencias observadas en los diferentes
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niveles de pre-let-7 en lineas celulares de cancer cervical pueden ser el resultado de una

estructuracion alterna del pre-E que afecta la interaccion con LIN28B y por lo tanto en una
regulacion diferencial de let-7.
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5 SUMMARY

The let-7 miRNAs (miRNAs) are frequently dysregulated in carcinogenic processes,
including cervical cancer. LIN28 proteins regulate let-7 biogenesis by binding to conserved
sequences within the pre-miRNA structure. Nevertheless, recent research has shown that
some let-7 miRNAs may escape LIN28 regulation. The objective of this project was to
correlate pre-let-7 miRNAs and LIN28B levels in cervical cell lines with different malignancy
and HPV content. The concentration of eight human pre-let-7 miRNAs was determined by
RTgPCR. LIN28B and other let-7 targets were analyzed by immunoblot. In silico tools were
used to correlate pre-let-7 and LIN28B expression and to analyze pre-let-7 sequences and
structures. Lin28B protein was detected in all tested cell lines although it was more
expressed in tumor cell lines. High levels of pre-let-7c/f-1 and pre-miR-98 were present in
almost all cell lines regardless malignancy and LIN28B expression. Pre-let-7g/i were mainly
expressed in tumor cell lines, pre-let-7e and pre-let-7-a3 were absent in all cell lines and
pre-let-7a-2 showed indistinct expression. LIN28B showed positive correlation with pre-let-
7i/g/f-1 and pre-miR-98 in tumor cell lines, suggesting escape from regulation. A sequence
alignment and analysis of pre-let-7 miRNAs showed distinctive structural features within the
pre-E region that may influence the ideal pre-let-7 structuring for LIN28B interaction. Short
pre-E-stems were present in pre-let-7 that may escape LIN28B regulation, but long pre-E
stems were mostly associated with high-level pre-let-7 miRNAs. In conclusion, the observed
differences of pre-let-7 levels in cervical cell lines may be the result of alternative pre-E

structuring affecting interaction with LIN28B thus resulting in differential regulation for let-7.



6 INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE LOS miRNAs (miRNASs)

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNA no codificante de aproximadamente 21nt
gue suprimen la traduccion de sus transcritos blanco, mediante la hibridacion parcial con la
region 3-UTR a través de la secuencia semilla que son 6 a 8 bases localizadas hacia el
extremo 5’ del miRNA (40,42). Los miRNAs estan codificados dentro del genoma de plantas
y animales ya sea como genes individuales o en grupos (clusters) que se expresan a través
de sus propios promotores o como pasajeros de otros transcritos dentro de los intrones
(6,2). Los genes de miRNAs agrupados pueden o no estar relacionados entre si, al igual
gue los genes de miRNAs relacionados pueden o0 no encontrarse en clusters. (2).

Los miRNAs fueron descubiertos por primera vez en Caenorhabditis elegans al describir un
mecanismo de regulacion del desarrollo del estado larvario a un organismo adulto. Se
encontrd que los productos de los genes lin-4 y let-7 son miRNAs que regulan a sus blancos
al aparearse con la region 3’-UTR del transcrito evitando la traduccion del mismo (2).
Ademas de su papel en la regulacion del desarrollo de un organismo, también se ha
encontrado que participan en la regulacion de otros procesos gue mantienen el
metabolismo y la homeostasis celular como diferenciacion celular, proliferacién, ciclo
celular, apoptosis y también se han encontrado varios involucrados en el proceso de
tumorigénesis (6).

Los miRNAs pueden transcribirse mediante la enzima RNA polimerasa Il (2) o RNA
polimerasa 1l (3,20).Los miRNAs tienen diferentes patrones de expresion. Algunos se
expresan de manera tejido-especifica, otros se expresan en etapas del desarrollo

embrionario o en células de algun linaje celular especifico (2).



BIOGENESIS DE miRNAS

La ruta canodnica de la biogénesis de los miRNAs es un proceso altamente regulado (ver
Figura 1), que comienza con un transcrito primario (pri-miRNA) que contiene modificaciones
postranscripcionales propias de los MRNA (Caperuza en el 5’ y cola de poliA en el extremo
3’) (3,20). El pri-miRNA adopta una estructura de tallo-burbuja debido a un apareamiento
de bases interno. Esta estructura permite que el pri-miRNA sea procesado dentro del
nacleo por el Microprocesador, que es un complejo proteinico compuesto por DGCRS8
(PASHA) que reconoce la estructura de doble cadena flanqueada por cadena sencilla
propia de la horquilla del transcrito primario y por la RNAsa tipo [l DROSHA la cual digiere
la doble cadena en la base del tallo liberando la horquilla de aproximadamente 70 bases.
Generalmente, el corte de DROSHA deja 2 bases sin aparear en el extremo 3’. La molécula
resultante se denomina miRNA precursor (pre-miRNA) y es exportada hacia el citoplasma
a través del sistema Exportina 5/Ran-GTP (15,89,38,13,17,35). Ahi, una segunda RNAsa
tipo Ill, DICER, escinde la burbuja de la horquilla realizando un corte cercano a la base de
la burbuja dejando una doble cadena de aproximadamente 21 pares de bases. El corte
deja dos bases no apareadas en el extremo 3’, por lo que ahora la doble cadena tiene dos

nucleétidos sin aparear en ambos extremos 3’ (2,38).

La molécula de doble cadena de aproximadamente 21nt de longitud esta compuesta por el
mMiRNA (una cadena), que es la molécula funcional y el miRNA*, que corresponde a la
secuencia complementaria de la primera cadena. ElI miRNA que se encontraba en la
cadena 5’ del pre-miRNA se denomina 5p y el que se encontraba en la cadena 3’ se
denomina 3p (18). Una de las dos cadenas del miRNA interactia con el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA-Induced Silencing Complex, o RISC por sus siglas
en inglés) compuesto por TRPB, DICER y ARGONAUTA 2 (AGO2) en humanos (10). El
MiRNA sirve de guia al RISC mediante el apareamiento de bases con el mMRNA blanco y
silencia su expresioén (29). El complejo apareado aparentemente tiene una vida mas corta

gue el miRNA activo de cadena sencilla (2).



No se tiene claro cual de las dos hebras es la que se incorpora al complejo RISC; al parecer
se trata de la que tenga con menor complementariedad en el apareamiento con su extremo
5’, siendo para la helicasa mas facil separarlas por este extremo. Por otra parte, la regién
5’ del miRNA usualmente es la que contribuye mas a la actividad de union especifica a sus
blancos (6). El complejo proteico RISC reconoce secuencias en el mMRNA blanco que se
aparean de manera perfecta o casi perfecta con los miRNAs de cadena sencilla recién
incorporados al complejo.

La interaccion entre el miRNA vy el transcrito blanco se da usualmente en la secuencia
semilla localizada cerca del extremo 5’ del miRNA. Esta secuencia es muy conservada y
un cambio ligero puede modificar el espectro de blancos que reconoce el miRNA (6). Los
sitios de reconocimiento en el MRNA blanco por el miRNA se encuentran principalmente en
la region 3’'UTR e incluyen las cajas K, Brd y GY asi como en algunos elementos ricos en
AU. Al contrario de genes que presentan regiones 3’'UTR’s mas cortas, también se ha
encontrado que genes con regiones 3’'UTR mas largas presentan mayor densidad de sitios
de uniébn de miRNAs. Los primeros se relacionan principalmente con procesos de
modulacién del desarrollo y los ultimos con funciones celulares basicas (6). EIl nivel de
complementariedad en el apareamiento depende del mecanismo por el cual se realiza el
silenciamiento del transcrito blanco. El silenciamiento se basa en la interrupcién del
mensaje post-transcripcional ya sea porque el apareamiento del miRNA con el mRNA
blanco es completo y éste ultimo es degradado, o bien porque cuando el apareamiento
entre MIRNA-mMRNA no es perfecto, el silenciamiento se da por interrupcion del proceso de
traduccion (2). Si se realiza corte del mensajero, éste se lleva a cabo a la altura de la mitad
del miRNA. Una vez cortado el mRNA, el miRNA en el complejo RISC se re-utiliza para

reconocer y destruir otros transcritos blancos (2).
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FIGURA 1. BIOGENESIS DE miRNAS EN MAMIFEROS.

Los miRNAs se transcriben a partir del gen que los codifica en el genoma. Sufren un procesamiento en el niicleo que deja
una estructura de tallo-burbuja de aproximadamente 70b. Posteriormente, se exportan al citoplasma donde se escinde la
burbuja dejando una doble cadena de aproximadamente 21pb. Una de las dos cadenas es utilizada por el complejo de

silenciamiento RISC para buscar complementariedad total o parcial con una secuencia de un mRNA blanco y evitar su
expresion.



FAMILIA LET-7

Uno de los miRNAs mas estudiados, lethal-7 (let-7) pertenece a un grupo de miRNAs muy
conservado dentro de varias especies. Como ya se menciono, se describié por primera vez

en C. elegans en donde se encontré que es complementario al transcrito de los genes lin-
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FIGURA 2. ORGANIZACION GENOMICA DE LA FAMILIA let-7 EN HUMANOS.
La familia de miRNAs de let-7 en humanos consta de 13 elementos distribuidos en nueve diferentes cromosomas.

Algunos se encuentran agrupados con otros miRNAs de la misma familia o de familias no relacionadas (95).

14, 1in-28, lin-41, lin-42, daf-12 y let-60/RAS, el cual son de suma importancia en el proceso
desarrollo del nematodo (60,33). En humanos existen hasta 13 diferentes variantes de let-
7: let-7a-1, let7-a-2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-79, let-7i, miR-
98 and miR-202, distribuidos en 9 diferentes loci cromosomales (32). La region semilla (5'-
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GAGGUAG-3’) es idéntica en todas las versiones de let-7 humano, excepto en miR202,
donde la ultima G cambia por U y esta se encuentra en la cadena 3p (Figura 2). De esta

forma, se asume que todos los miembros tienen como blanco a los mismos transcritos (88).

Se han encontrado varios oncogenes y genes reguladores como blancos de let-7, incluido
RAS (33), HMGA2 (91), Ciclina D1/2/3 and Ciclina A (65), IL6 (31), c-MYC (63), DICER1
(73), LIN28A y LIN28B (24). Los blancos de let-7 estan involucrados en diferentes procesos
celulares como proliferacion, pluripotencia, control del ciclo celular e inflamacion. Por lo

tanto, se considera a la familia let-7 como supresores de tumor.

La regulacion de la transcripcion de la familia let-7 no se encuentra bien estudiada. Existen
andlisis gendmicos, especificamente del sitio de regulacion de la transcripcion del
policistron let-7a-1/f-1/d que sugieren que pueden estar regulado por proteinas “Forkhead”
como FOXP4 y FOXP2 (16). Otro estudio sugiere que este mismo transcrito puede estar
regulado por su proteina blanco MYC ya que se encontraron secuencias E-box 2 y E-box 3

sugiriendo que MYC puede inhibir o activar su expresion (82).

Tanto el pri-let-7 como pre-let-7 adquieren la tipica estructura de horquilla donde el extremo
5’ (5p) se aparea con el extremo 3’ (3p) formando un tallo con amplia complementariedad.
Ambos extremos se conectan por una regién de burbuja (loop) terminal de longitud y
estructuracién variable dentro de los miembros de la familia let-7 (Ver Figura 3). Esta region
se denomina pre-elemento (pre-E) y sirve de plataforma para reclutar diferentes proteinas
con dominios de unidn a RNA, tales como LIN28A/LIN28B, KHSRP (también conocida
como KSRP), hnRNPAl y TRIM25 (24,49,53,62,74,76,52). En humanos sélo tres
miembros de la familia let-7 (let-7a-2, let-7c and let-7e) se producen mediante la ruta
canonica de biogénesis de miRNAs, y se les denomina como Grupo I. El resto de los let-7
sufren un procesamiento adicional ya que sdlo tienen un nucleétido no apareado en el
extremo 3’y se les conoce como Grupo Il. Esta diferencia aparentemente esta relacionada
a una zona no apareada dentro del tallo que forma un bulto (bulge) que modifica el acomodo
del Microprocesador teniendo como resultado que realice el corte una base después del
sitio blanco (26).
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FIGURA 3. ESTRUCTURA DEL PRE-ELEMENTO (pre-E) DE PRECURSORES DE LET-7.

El pre-elemento (pre-E) de un precursor de miRNA es la parte de la horquilla que sobra después del corte de la enzima
DICER. Consta de tres partes basicas: el bulto del pre-E, el tallo del pre-E y la burbuja del pre-E. En el caso de la familia
let-7, dos secuencias conservadas que se encuentran en la burbuja y en el bulto son las que permiten la interaccion con
las proteinas reguladoras LIN28 La longitud del tallo es variable en todos los miembros de la familia let-7.

REGULACION DE BIOGENESIS DE miRNAS EN LA FAMILIA LET-7

El mecanismo de biogénesis de miRNAs es susceptible de regulacion en sus diferentes
etapas. Se sabe que es posible regular el proceso de biogénesis post-transcripcionalmente
mediante factores trans-actuantes (76,79). La regulacion es tejido-especifica y sucede en
diferentes etapas del desarrollo (76). El mecanismo de regulacion postranscripcional que
existe entre la proteina LIN28 y los miRNAs de la familia let-7 es un ejemplo bien

caracterizado de una doble retro-regulacion negativa (79).



PROTEINA LIN28A

LIN28 es una proteina descrita originalmente en C. elegans que se encuentra en el
citoplasma y es codificada por un gen del mismo nombre. Dicha proteina contiene un
dominio Cold Shock (CSD) y dos dominios de dedos de zinc (ZNF) de tipo retroviral (CCHC)
gue son estructuras que se encuentran en proteinas que tienen la capacidad de unirse a

acidos nucleicos (50).

En humanos existen dos homologos de LIN28 (LIN28A y LIN28B) que conservan su domino
CSD y un par de dominios CCHC (24). Aungue LIN28A ha sido localizada principalmente
en el citoplasma y en cuerpos de procesamiento (P bodies) (24), en el caso de LIN28B
también se ha demostrado que puede translocarse al nucleo de manera dependiente al
ciclo celular durante las fases Sy G2 (19). Las LIN28A y LIN28B humanas son proteinas
codificadas por genes distintos. LIN28A se encuentra en el cromosoma 1y LIN28B en el
cromosoma 6 (94). Un andlisis filogenético sugirié que tanto LIN28A como LIN28B de
vertebrados provienen de un mismo gen ancestral que en algin momento se duplico (19).
Ambos homélogos se encuentran altamente conservados en muchas especies, incluyendo
los motivos de unién a RNA, lo que sugiere un papel fisioldgico de importancia (59, 94). Se
ha observado que los homdélogos LIN28A/LIN28B y los miRNAs let-7 presentan funciones
opuestas en el desarrollo y progresibn a cancer y su expresion es inversamente

correlacionada en tejido normal y canceroso (78,68).

En mamiferos, se encontré que LIN28A se expresa en células madre embrionarias, en
células somaticas progenitoras y en etapas tempranas de la embriogénesis pero su
expresion disminuye durante las etapas tardias del desarrollo embrionario (12,24,59,92,78).
También se expresa en diferentes etapas de la maduracion de células embrionarias de
musculo, células neuronales y epiteliales y células embrionarias de carcinoma pero su
expresion se suprime en la mayoria de los tejidos en edad adulta, excepto en tejido

esquelético y musculo cardiaco (59).



Al igual que let-7, LIN28A fue descrita por primera vez en C. elegans (27), donde participa
en el desarrollo embrionario y es regulado por el miRNA lin-4, homologo de miR-125 en
humanos (94). EI aumento o disminucion de LIN28A regula la sucesion adecuada y
temporal de las etapas del desarrollo del nematodo (50).

El gen de LIN28A en humanos mide 3461pb y la region codificante abarca de la posicion
76 ala 702. Elresto constituye la region 3’UTR (51). Hasta el momento se ha comprobado
gue LIN28A puede ser regulado por miembros de las familias de miRNAs let-7, miR-125,
miR-30 y miR-9 (51,92)

Por otra parte, se ha demostrado experimentalmente que LIN28A es un factor, que
conjuntamente con OCT4, SOX2 y NANOG, se puede utilizar para inducir células somaticas
humanas para reprogramarse y volver a un estado no diferenciado, teniendo un fenotipo
similar al de células madre pluripotenciales. Sin embargo, la participacién de LIN28A en
este proceso no es clara ya que se ha demostrado que no es absolutamente requerido para
la etapa inicial de reprogramacion hacia un estado no diferenciado, ni para el mantenimiento
estable de las células reprogramadas, aunque puede influenciar la frecuencia de
reprogramacion de las células (90) e incrementar la eficiencia de obtencién de células

madre pluripotenciales inducidas en combinacion con OCT4, SOX2 y NANOG (12).

PROTEINA LIN28B

LIN28B fue identificado al realizar ensayos de microarreglos para detectar genes
expresados diferencialmente entre muestras normales de higado y hepatocarcinoma de
humano. Se encontré que tiene un patron de expresion distinto en diversos tejidos humanos
y que se expresa de manera elevada en algunos tejidos normales provenientes de testiculo,
higado de feto y placenta, asi como también en tumores hepaticos y lineas celulares
derivadas de hepatocarcinoma (19), aunque también se ha reportado sobre-expresado en
leucemia mieloide crénica, cancer de mama, de pulmén y en algunos casos de cancer
cervical (41,77). La sobre-expresion de LIN28B en lineas celulares de carcinoma hepatico

(HCC) y de adenocarcinoma mamario (MCF-7) induce un incremento en la proliferacion



celular. Lo anterior sugiere que LIN28B podria tener diferentes efectos en la proliferacion

de células tumorales (19).

El gen de lin28b mide 5504pb, la region codificante se encuentra entre las posiciones 204
a 956 y el resto corresponde a la regiéon 3’'UTR (94) por lo que, al igual que su homadlogo
LIN28A, es susceptible de ser regulada postranscripcionalmente por miRNAs. Se encontro
gue en el 3'UTR existen elementos de reconocimiento para miRNAs, particularmente let-
7b, y que éste inhibe significativamente su expresion (19). Considerando la similitud que
existe entre todos los miembros de la familia let-7, se ha sugerido que LIN28B sea una
blanco del resto de los let-7. Liang y colaboradores reportaron que LIN28B es un blanco de
miR-125b y sus estudios también los realizaron en células derivadas de hepatocarcinoma
humano (41).

CCHC-type 2
(159 - 176)
LIN28A-CROMOSOMA 1
LIN28
"l COOH 20928
CSD
(39 -112) CCHC-type 1
(137 - 154)
CCHC-type 2
(149 - 166)
LIN28B-CROMOSOMA 6
LIN28B
NH, - ‘CO0H 950 aa
CSD NoLS NLS
(23 -102) (112-125) CCHCype1 (239 - 249)

(127 - 144)

Modificado Zhou, J. et.al. 2013. (93).
FIGURA 4. ESTRUCTURA GENERAL DE LOS HOMOLOGOS LIN28A Y LIN28B.

Las proteinas LIN28A y LIN28B estan codificadas por genes diferentes. En humanos esos genes se encuentran en los
cromosomas 1y 6 respectivamente. Ambas proteinas tienen un dominio CSD (Cold Shock Domain) y dos dominios de

dedos de zinc de tipo retroviral (CCHC) que les permiten interactuar con acidos nucleicos. Adicionalmente, LIN28B cuenta
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con sefiales de relocalizacion nuclear (NLS) y nucleolar (NoLS) que sugieren gque su interaccion con los precursores let-

7 sucede en este organelo.

PAPEL REGULADOR DE LIN28 EN LA BIOGENESIS DE LET-7

La relacion funcional entre LIN28A/LIN28B y let-7 se ha estudiado ampliamente (80).
Ambas proteinas regulan negativamente a let-7 a través de sus dominios de union a RNA:
el dominio CSD hacia el extremo amino terminal y los dos dominios CCHC hacia el extremo
carboxilo terminal. LIN28A y LIN28B interactan con los precursores de let-7 en el pre-E,
impidiendo la interaccion y procesamiento de DICER en el citoplasma y DROSHA en el
nacleo (72). Cuando LIN28A no se encuentra expresado en la célula, la familia de uridil-
transferasas TUT2, TUT4 o TUT7 mono-uridilan a los precursores de let-7 en el extreme 3’
para dejar a la molécula con 2 bases de cadena sencilla en dicho extremo, y asi permitir
gue DICER la reconozca y siga procesandola hasta su maduracion (26). Alternativamente,
si LIN28A se expresa en la célula, interactla con pre-let-7 y recluta TUT4 o TUT7 para
adicionar alrededor de 14 residuos de uracilo al extremo 3’ (21,25), resultando en la
degradacion del precursor mediante la exonucleasa 3’-5’ DIS3L2 (8). Por otro lado, LIN28B
contiene sefales de localizacion nuclear y nucleolar lo que sugiere que podria regular a let-
7 dentro del nucleo (4). Aun cuando LIN28B tiene identidad del 70% con LIN28A, contienen
la misma secuencia de dominios CSD y CCHC12 lo que hipotéticamente les permite
interactuar de la misma forma con let-7 (52,25,46). Se ha sugerido que LIN28B podria
bloquear la biogénesis de let-7 también en el citoplasma utilizando el mismo sistema de
TUT4 y DIS3L2 que LIN28A aungue el sistema de translocacién aun no esta descrito (47)
(Ver Figura 5).
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FIGURA 5. REPRESION DE BIOGENESIS DE LET-7 MEDIADA POR LIN28

La biogénesis de los let-7 es similar al resto de los miRNAs. Sin embargo, es regulado a través de secuencias consenso

del pre-E por las proteinas LIN28A en el citoplasma y LIN28B en el ndcleo. Se sabe que las uridil-transferasas TUT4 y

TUT7 participan en un mecanismo de degradacién de los precursores let-7 cuando se co-expresan con LIN28A pero no

se sabe a ciencia cierta si el mecanismo se repite al co-expresarse con LIN28B.
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Varios estudios han detallado las bases de la interaccién molecular entre LIN28A y algunos
precursores de la familia let-7. Los dominios CSD y CCHC12 de LIN28A interactian
especificamente con dos secuencias conservadas dentro del pre-E. La estructura ideal del
pre-E para interactuar correctamente con LIN28A, contiene la secuencia 5-NGNGAY-3’
que interactua con el dominio CSD y la secuencia 5-NGNNG-3’ que interactua con los
dominios CCHC12. Ambas secuencias se encuentran separadas por un espaciador de
longitud variable que forma una estructura similar a un tallo, denominado tallo del pre-E
(pre-E-stem) (52,25,46). Este modelo postula que la burbuja del pre-E rodea una protrusion

del CSD de LIN28 permitiendo un contacto extenso con el RNA blanco (52) (Ver Figura 6).

Nam Y. Et.al. (2011) (52).

FIGURA 6. INTERACCION DOMINIOS CSD Y CCHC12 DE PROTEINAS LIN28 Y LET-7.
Modelo de la interaccién entre el dominio CSD con una secuencia conservada en el tallo del pre-E y los dominios CCHC
con otra secuencia en el bulto del pre-E.

Finalmente, Chang y colaboradores, encontraron que c-MYC funciona como un factor de
transcripcion para la expresion de LIN28B ya que se une a su promotor y favorece su sobre-
expresion (9).

13



RELACION ENTRE miRNAS Y CANCER

Hasta principios del afio 2018 se habian identificado 2603 miRNAs humanos (95). Sin
embargo, mediante estudios computacionales y experimentales se ha encontrado que miles
de genes codificantes podrian ser regulados por miRNAs. Asi, los miIRNAs son

considerados como reguladores maestros de importantes procesos celulares (28).

Los miRNAs que participan en el desarrollo de algun tipo de cancer se denominan miRNAs
oncogénicos (oncomiRs por sus siglas en inglés) (11,30). Se ha encontrado que mas de la
mitad de los miRNAs relacionados con algun proceso canceroso se encuentran localizados
en una region del genoma susceptible a fendmenos como acortamientos, amplicones,
metilaciones o translocaciones (7,22). La desregulacién de la expresion de estos miRNAs
modifica a su vez la expresion de sus genes blanco que normalmente estan involucrados
en procesos celulares como apoptosis, proliferacion, ciclo celular, migracion/invasion o
angiogénesis, diferenciacion y en general mecanismos que son alterados cuando se esté

desarrollando un proceso carcinogénico (7,28,30).

Se ha encontrado que de manera global, los miRNAs se encuentran sub-expresados en un
proceso carcinogénico (22). Por otro lado, los miRNAs que favorecen la apoptosis y limitan
la proliferacion celular son considerados como supresores de tumor. Entre éstos se
encuentra la familia de let-7 que regulan negativamente a los oncogenes RAS, MYC y
HMGA2 entre otros blancos en humanos (33,39,63). Se sabe que en cancer de pulmodn, la
desregulacion de RAS tiene un efecto oncogénico, por lo que la funcién de let-7 en su
regulacion es clave para controlar su expresion (30). Varios estudios han demostrado que
MiRNAs considerados supresores de tumores se encuentran sub-expresados en muestras

tumorales como son el caso de miR-143, miR-145 vy let-7 (22).
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RELACION ENTRE miRNAS Y CANCER CERVICO-UTERINO

La infeccion con virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH) se ha asociado con el
desarrollo de cancer cervical (23). Aunque la mayoria de las veces la infeccion de VPH es
eliminada de manera espontdnea por individuos inmuno-competentes, una pequefa
fraccion de mujeres infectadas desarrollan cancer cervical (54). Por lo tanto, esta claro que
factores adicionales ademas de la infeccidn viral per sé contribuyen a la transformacién de

las células cervicales.

Andlisis genémicos de tumores de origen cervical y de lineas celulares indican que una
expresion aberrante de los miRNAs podria contribuir a la transformacion celular (61).
Multiples miRNAs presentan expresion alterada en células con cancer cérvico-uterino
(CaCu) que tienen el virus de papiloma humano (VPH) en comparacion con células con

CaCu pero negativas a VPH o en tejidos normales del cérvix (28).

Los VPH contribuyen al procero tumorigénico con la expresion de dos proteinas virales, E6
y E7 las cuales interfieren con el ciclo celular al alterar la expresién de la proteina supresora
de tumores p53 y retinoblastoma (Rb) respectivamente. Sin embargo, hay evidencia que
sugiere que la infeccidén por VPH por si sola es insuficiente para producir cancer (57). Lui
y colaboradores encontraron en un comparativo entre 6 lineas celulares de cancer cérvico-
uterino y muestras de tejido cervical normales que 6 miRNAs presentaban una expresion
significativamente diferencial entre los dos grupos celulares. Entre dichos miRNAs se
encontrd que let-7b y let-7c, pertenecientes a la familia let-7, que se expresan con mucha
mayor abundancia en los tejidos cervicales normales en comparacion con las lineas

celulares de cancer cervical (47).

Viswanathan, S. y colaboradores encontraron mediante un analisis de microarreglos que
LIN28A y LIN28B se encuentran expresados de manera anormal en 3.2% de los casos (de
un total de 527) en varios tipos de lineas celulares cancerosas humanas de diversos

origenes como células germinales y hepatocarcinomas. También encontraron mediante
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microarreglos de tejidos tumorales e inmunohistoquimica que LIN28A se encuentra sobre-
expresado en diversos tipos de tumor incluyendo cancer de color, cancer de mama, cancer
de pulmon y cancer cervical. Esta sobre-expresion esta relacionada con la represion de
MiRNAs de la familia de let-7 y la expresion de sus transcritos blanco. Al inhibir la expresion
de LIN28B en células K562 de leucemia mieldogena aguda y en células provenientes de
adenocarcinoma pulmonar mediante un RNA de interferencia, se restauraron los niveles de
los miRNAs de la familia de let-7, disminuyeron niveles de C-MYC (blanco de let-7),
disminuyo la capacidad proliferativa y hubo cambios morfolégicos que sugieren un cambio
hacia diferenciacion celular. También se encontr6 que la sobre-expresion de LIN28/LIN28B
se daba en tumores en estado avanzado de desarrollo y no en etapas tempranas (77). Sin
embargo, aun no se ha descrito un mecanismo que explique porque LIN28A se sobre-
expresa y que esta relacionado con que el fenotipo tumoral sea mas agresivo que en los
casos en donde no se encuentra sobreexpresion. Sugieren también que podria tratarse de
amplificaciones y translocaciones del sitio donde se encuentran sus genes, el mecanismo

aun no ha sido dilucidado.

Adicionalmente, se ha observado que varios miembros de la familia let-7 aparecen
diferencialmente regulados en diferentes tipos de cancer (4). En cancer cérvico-uterino let-
7 maduros se observan sobre-expresados en relacion a células normales (47,37). Aun
cuando LIN28A y LIN28B podrian ejercer un nivel de represion diferencial en los
precursores de let-7 (24,52,46), los datos actuales sugieren que la interaccién con los
precursores let-7 depende de su interaccién con el pre-E de dichos miRNAs (46,66). No
esta claro si dicha diferencia podria estar relacionada con cambios regulatorios en la célula
gue pueda desencadenar procesos cancerosos. La Figura 7 muestra de manera general
los mecanismos béasicos hasta ahora descritos que relacionan el circuito de regulacién entre

los homologos de LIN28 y let-7 y sus repercusiones en el metabolismo celular.
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FIGURA 7. MECANISMOS REGULATORIOS ENTRE LOS HOMOLOGOS LIN28 Y LET-7 Y BLANCOS
ONCOGENICOS VALIDADOS.

Se sabe que los miRNAs de la familia let-7 tienen entre otros blancos a los mRNA de las proteinas oncogénicas RAS, C-
MYC, LIN28Ay LIN28B. Asi mismo, estas dos Ultimas lo regulan negativamente en su biogénesis. Las proteinas TUT2/4/7
regula positivamente la biogénesis de los miRNAs de let-7 del grupo Il, a los cuales les falta un nucleétido en el extremo
3’ para poder ser procesados por DICER. Por otro lado, sin TUT4/7 se co-expresan con LIN28A, uridilan en exceso al

precursor de let-7 para favorecer su degradacion mediante la nucleasa DIS3L2 (63,33,24,81,19,87,86,9,26,71).
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7/ ANTECEDENTES

En un trabajo anterior, se probaron los efectos de la transfeccion de algunos pre-miRNAs
supresores de tumor (pre-let7a, pre-mir-143, pre-mir-125a y pre-mir-34c-3p) en diversos
procesos celulares fundamentales en lineas celulares epiteliales derivadas de piel o tejido
cervical con diferente contenido de VPH y grado de malignidad (45). La transfeccion del
supresor de tumor let-7a no causé ningun efecto en el ciclo celular ni en la proliferacion de
la linea celular SiHa (derivada de cancer cervical, con contenido de VPH tipo 16), contrario

a lo que se observo al transfectar los otros miRNAs supresores de tumor.

Lo anterior derivo en la evaluacion de las proteinas reguladoras de la biogénesis de let-7,
LIN28A y LIN28B mediante inmunodeteccién en un panel de lineas celulares epiteliales
derivadas de cérvix y tumores cervicales (98). LIN28A no se encontr6 expresado
significativamente en ninguna de las lineas celulares evaluadas (Figura 8A). Sin embargo,
LIN28B se encontré diferencialmente expresado entre lineas celulares tumorales e
inmortales como se observa en la Figura 8B encontrandose mayormente expresada en
lineas celulares tumorales. Por lo anterior, se decidio continuar con la evaluacion del circuito

regulatorio entre LIN28B y let-7 en lineas celulares derivadas de tejido y tumores cervicales.
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FIGURA 8. EXPRESION DE LIN28A Y LIN28B EN LINEAS CELULARES EPITELIALES DERIVADAS DE CANCER
CERVICAL.

A) Panel Superior. Expresion de la proteina LIN28A con respecto a B-ACTINA en extractos totales de proteina de lineas
celulares tumorales C-33A (VPH negativa), SiHa y QG-U; lineas celulares inmortales Cx16.2(VPH-16), CxT1 (VPH-16) y
HKC16E6E7Il (VPH-16); queratinocitos inmortales HaCaT (VPH negativa) y la linea celular derivada de hepatocarcinoma

HepG2 como control positivo de LIN28B. La lineas celular SiHa se transfect6 con un plasmido de expresiéon que contenia

el gen de LIN28A humano para usarse como control positivo (SiHa Transf.). Las barras representan la desviacion estandar
de al menos tres repeticiones biolégicas independientes. B) Panel Inferior. Expresion de la proteina LIN28B con respecto
a B-ACTINA en extractos total de proteina del mismo grupo de lineas celulares que el panel superior y adicionalmente
Hela (VPH-18). Las barras representan la desviacion estandar de al menos tres repeticiones bioldgicas independientes.
Se incluye en ambas secciones una inmunodeteccion representativa de la expresion de los homdlogos LIN28 en las lineas

celulares evaluadas.

19



8 HIPOTESIS

La funcion de la familia let-7 esta regulada negativamente por la expresion de LIN28
mediante la interaccion directa entre los miRNAs y las proteinas LIN28. La ausencia de
expresion de LIN28A y la expresion diferencial de LIN28B en lineas celulares inmortales y
tumorigénicas cervicales sugiere que LIN28B deberia ser responsable por la inhibicion de

la funcién de los miRNAs let-7 en este tipo celular.

Entonces la presencia de miRNAs let-7 en entornos celulares que contienen LIN28B sugiere
un mecanismo de escape de la inhibicién por LIN28B que al alterarse podria resultar en el

desarrollo de un tumor.
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9 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

. Evaluar el funcionamiento del circuito regulatorio entre Lin28B y let-7 en células

derivadas de cancer cervical.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer los niveles enddgenos de expresion de LIN28B en lineas celulares

tumorigénicas y no tumorigénicas, derivadas de cancer cervical y VPH+.

. Establecer los niveles enddgenos de expresion de proteinas relacionadas a la
expresion de LIN28B (MYC).

. Establecer los niveles endégenos de expresion de algunos blancos oncogénicos de
let-7 (MYC, RAS, LIN28B).

. Establecer los niveles enddgenos de expresidon de proteinas reguladoras de
biogénesis de let-7 (LIN28B, TUT2).

. Establecer correlaciones entre la expresion de los elementos evaluados del circuito

regulatorio LIN28B-let-7 y su relacion al nivel de malignidad en células derivadas de

cancer cervical.
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10 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ESTRATEGIA PARA EVALUAR PRE-LET-7.

Cultivo de células epiteliales adherentes hasta 90% de

confluencia.

Verificacion de concentracion por espectrometria e integridad en
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 8%.

l

Obtencion de cDNA de precursores de microRNAs con cebador
reverso especifico mediante retrotranscripcion.

l

Evaluacion de concentracion de precursores de microRNAs con
cebadores especificos mediante PCR tiempo real.

|

Evaluacion del tamaiio del amplicon obtenido para verificar
identidad en gel de poliacrilamida nativo al 8%.

Extraccion de RNA pequeno.

Obtencion de CT’s para analizar concentracion de precursoresy
equivalencia estadistica en las réplicas experimentales.

FIGURA 9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAR PARA EVALUAR NIVELES ENDOGENOS DE EXPRESION DE PRE-LET-
7.
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ESTRATEGIA PARA EVALUAR PROTEINAS REGULATORIAS Y BLANCOS DE LET-7.

Cultivo de células epiteliales adherentes hasta 90% de

confluencia.

Extraccion de proteinas totales.

||

Verificacion de concentracion por espectrometria utilizando el
método de BCA a 600nm.

Corrimiento de proteinas totales para todas las lineas celulares
evaluadas en gel SDS-PAGE desnaturalizante al 6% y 10%
{concentrador y separador respectivamente).

Electrotransferencia a membrana PVDF.

Inmunodeteccion mediante anticuerpos policlonales especificos y
reaccion oxidativa de luminol por peroxidasa de rabano acoplada
anticuerpo secundario.

Analisis comparativo de saturacion de banda para obtener semi-
cuantitativamente la concentracion endogena de las proteinas
evaluadas.

FIGURA 10. ESTRATEGIA EXPERIMENTAR PARA EVALUAR NIVELES ENDOGENOS DE EXPRESION DE
ALGUNAS PROTEINAS REGULATORIAS Y BLANCOS DE LET-7.
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11 MATERIALES Y METODOS

CULTIVO DE CELULAS

El cultivo de las diferentes lineas celulares utilizadas en este estudio (Tabla 1) se realizé en
cajas de 100 mm. Se utilizaron diferentes medios de cultivo de acuerdo al tipo de linea
celular (Tabla 2) y en su caso fueron suplementados con 5% de Suero Fetal Bovino y
antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina 100ug/ml y Gentamicina 0.01mg/ml). En todos los
casos fueron incubadas en camara de CO:2 al 5% a 37°C con cambio de medio cada tercer

dia hasta que alcanzaron el 90% de confluencia.

TABLA 1. LINEAS CELULARES UTILIZADAS.

Contenido
VPH

Tumorigénica Diferenciada Otras Caracteristicas

Higado Hepatocarcinoma

Cérvix No Si Si Adenocarcinoma

Cérvix 18 Si Si Carcinoma

Células escamosas de

Cérvix 16 Si Si carcinoma G2

Células escamosas de
Cérvix 16 Si Si carcinoma obtenidas de
metastasis en intestino delgado

QG-H Cérvix 16 Si Si Carcinoma

QG-U €7 Cervix 16 Si Si Carcinoma
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Contenido
VPH

Otras Caracteristicas

Origen

Tumorigénica Diferenciada

CX16-2 ®3

Células cervicales normales
Cérvix 16 No No obtenidas a partirde
histerectomia por leiomiomas e
inmortalizadas con VPH-16
CXT-1 ©9 Cérvix 16 No No Linea celular derivada de un
carcinoma cervical
o Epidermis Queratinocitos de prepucio
HKC16E5E7I1 (1 de 16 No No normal inmortalizados con E6 y
prepucio E7 de VPH-16
Queratinocitos inmortalizados
Epidermis No No Si espontaneamente de epidermis
aledafia a un tatuaje

a) ATCC® CRL-11997 ™/b) ATCC HTB-31™/c) ATCC® CCL-2™/d) ATCC® HTB-35™)/e) ATCC® CRL-1550™)

TABLA 2. MEDIOS DE CULTIVO PARA LINEAS CELULARES UTILIZADAS.

SUERO FETAL

LINEA CELULAR MEDIO DE CULTIVO ANTIBIOTICOS

BOVINO al 5%

HepG2 RPMI2 Si Si
C-33A DMEMP Si Si
HelLa DMEM Si Si
SiHa DMEM Si Si
Ca Ski DMEM Si Si
QG-H DMEM Si Si
QG-U DMEM Si Si
CX16-2 Defined K-SFM¢ No Si
CXT-1 Defined K-SFM No Si
HKC16-2 Defined K-SFM No Si
HaCaT DMEM/F12¢ Si Si

aRPMI: Advanced RPMI 1640 Reduced Serum Medium 1X 12633 de GIBCO, Invitrogen.

bDMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose 1X 11995 de GIBCO, Invitrogen.

¢Defined K-SFM: KeratinocyteSerum Free Medium 10785 de GIBCO, Invitrogen; suplementado con factor de crecimiento
(10784)del mismo fabricante.

dDMEM /F12: Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12 11330 de GIBCO, Invitrogen.
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OBTENCION DE EXTRACTOS TOTALES DE PROTEINAS DE CELULAS

Después de que los cultivos celulares alcanzaron confluencia del 70-80%, se retird el medio
de las cajas y se lavaron dos veces con PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X estéril y
posteriormente se les adicion6 0.5ml de buffer RIPA (Tris —HCI pH 7.4 50 mM, NaCl 150
mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de Sodio 0.5%, Triton X-100 o NP40 1%, AEBSF 1mM, Tableta
coctel inhibidor de proteasas Complete™, de Roche (1 /50mL)), se incubaron en hielo por
1 min (para el caso de los queratinocitos fue necesario incubarlos hasta 5 min.). A
continuacion las células se levantaron de la caja con una espatula estéril, se resuspendieron
por bombeo con una micropipeta y se transfirid el liquido resultante a un microtubo de
1.5mL. Los extractos se hicieron pasar por una jeringa con aguja de calibre 18x38mm para
terminar de romper las membranas plasmaticas, posteriormente por una aguja de menor
calibre para deshacer los complejos de DNA-Histonas, tres veces en cada caso.
Posteriormente, los lisados se centrifugaron a 12,000 por 5 min.yse recuperd el
sobrenadante con la fraccién proteica soluble de las células, la cual fue cuantificada con el
Kit Pierce BCA Protein Assay Kit # 23227 de ThermoScientific de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

Para preparar el gel se utilizé acrilamida-bisacrilamida (relacion 29:1 p/p);un gel
concentrador al 6% en buffer Tris-HCI-SDS (Tris 125mM pH 6.8, SDS 0.1%), y un gel
separador al 10% en buffer Tris-HCI-SDS (Tris 375mM pH 8.8, SDS 0.1%). Se utilizaron
100ug de extractos totales de proteinas a los cuales se les agrego buffer de carga Laemmli
5x (Tris 125mM pH 6.8, SDS 4%, Glicerol 20%, Azul de Bromofenol 0.004%, -
mercaptoetanol 10%) debido a la dificultad de cargar mucho volumen en los pozos de las
camaras de electroforesis disponibles; se dejaron en ebullicibn por 5 minutos y
posteriormente se colocaron en hielo al menos 3 minutos para eliminar cualquier estructura
secundaria que pueda interferir con la movilidad electroforética y se cargaron
inmediatamente después en el gel. Las muestras se corrieron a 100 V. por

26



aproximadamente 1h 40min o hasta que el marcador de 10KDa hubiera alcanzado 5cm de
migracion en el gel separador. La electroforesis se realizo en buffer de corrida Tris-Glicina-
SDS (Tris 25mM pH 8.3, Glicina 192mM, SDS 0.1%). Los geles fueron transferidos a
membranas de PVDF en buffer de transferencia Tris-Glicina-Metanol (Tris 25mM pH 8.3,
Glicina 192mM, Metanol 15%) a 2.5A en dos o tres pulsos de 7 minutos cada uno
(dependiendo del tamafio de la proteina a evaluar) utilizando el equipo TurboBlot de marca
BioRAD.

INMUNODETECCION (WESTERN BLOT)

Las membranas transferidas fueron bloqueadas 1 h con solucion de bloqueo 10% (PBS
Tween 20 al 0.1%, leche en polvo descremada al 10%). Posteriormente, se incubaron con
el anticuerpo primario respectivo por toda la noche a 4°C, en agitaciéon suave, dentro de
bolsas herméticas en un volumen no mayor a 3mL, asegurandose de cubrir completamente
la membrana. Las membranas se lavaron tres veces con 5mL de solucién PBS Tween 20
al 0.1%, en agitaciéon media por 15 minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario
respectivo por 2h a temperatura ambiente en agitacion suave dentro de bolsas herméticas
en un volumen no mayor a 3mLI. Nuevamente, se realizaron 3 lavados con 5mL de solucion
PBS Tween 20 al 0.1%, de 15 minutos cada uno, asegurandose de cubrir completamente
la membrana. Las concentraciones de anticuerpos primario y secundario para cada
proteina analizada se muestran en la Tabla 3.El revelado de las membranas se realizd
utilizando el kit de quimioluminiscencia Luminata de Merck-Millipore y analizado en el
equipo C-Digit 3600 (LI-COR Biotechnology, Lincoln NE).
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TABLA 3. ANTICUERPOS PARA INMUNOBLOTS.

(En todos los casos se utilizaron anticuerpos de marca Santa Cruz Biotechnology).

Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario
proteina | Peso (kD)
ID Concentracion ID Concentracion

Goat-anti-
LIN28B (F-21): ]
LIN28B 1:100 Rabbit IgG- 1:1000 28
sc-130802
HRP sc-2004
Goat-anti-
pan RAS (FL- ]
K-RAS 1:1000 Rabbit IgG- 1:1000 21
189): sc-14022
HRP sc-2004
cMYC (9E10): )
c-MYC 1:100 Anti-Mouse 1:1000 67
sc-40
Donkey anti-
ACTIN (1-19):
B-ACTINA 1:1000 goat IgG-HRP 1:2000 43
sc-1616
sc-2020
Donkey anti-
PAPD4 (N-15):
TUTasa2 1:250 goat IgG-HRP 1:1000 56
sc-168897
sc-2020

CONSTRUCCION DE VECTOR DE EXPRESION PARALIN28B

La construccion del vector de expresiéon pCR3.1-Lin28B se hizo a partir de la construccion
pCMV6-XL4-Lin28B (plasmido pCMV6-XL4 de la empresa OriGene, el cual contenia 2,977
pares de bases del mRNA del gen lin28b humano, incluyendo la regién codificante
completa). El gen lin28b fue liberado con las enzimas de restriccion Notl-Xbal produciendo
un fragmento de 2,240 pares de bases que fue clonado en el vector de expresion pCR3.1
(Invitrogen). La clonacion fue verificada por analisis de restriccion y secuenciacion (Figura
10).
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Hindlll - 686 - A'AGCT_T
BamHI - 704 - G'GATC_C
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- EcoRV - 739 - GAT'ATC
<= Nofl - 754 - GC'GGCC_GC
Xbal - 766 - T'CTAG_A

Xbal - 3212 - T'CTAG_A
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|
; '
|
Norl - 3951 - GC'GGCOC_GC
Xbal - 3942 - T'CTAG_A

Nofl - 3951 - GC'GGCC_GC
Xbal - 3942 - T'CTAG A

Xbal - 2991 - T'CTAG_A

FIGURA 11. ESTRATEGIA PARA LA CONSTRUCCION DEL VECTOR DE EXPRESION pCR3.1-LIN28B.

El fragmento Notl-Xbal de pCMV6-XL4-cLin28B se ligd en el plasmido de expresion de eucariontes pCR3.1 digerido con
las mismas enzimas utilizando la Ligasa T4 de Invitrogen incubando con Buffer T4 1X de Invitrogen y durante 1h a 37°C
en proporcién 6:1 (inserto:plasmido). La nueva construccion se nombré pCR3.1-Lin28B.

TRANSFORMACION DE BACTERIAS CON VECTOR pCR3.1-LIN28B

Para propagar la nueva construccién, se transformaron bacterias Escherichia coli
DH5a (F— ®80lacZAM15 A(laczYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA
SupE44 A— thi-1 gyrA96 relAl) de acuerdo al siguiente protocolo: en un microtubo de 1.5mL
se mezclaron 50uL de bacterias E. coli DH5a competentes (preparadas con CaClz 0.1M y
Glicerol estéril) y una cantidad adecuada de la construccion pCR3.1-Lin28B (para este caso
el volumen necesario para 1ug). La mezcla se incubd 30 min. en hielo, posteriormente se
sometié a un choque térmico de 42°C por 2 minutos y finalmente 3 minutos en hielo. A la
mezcla se le afiadio 1mL de medio liquido SOC (Medio SOB, Glucosa 20mM) y se coloco
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en agitacion entre 1h y 1.5h a 37°C a aproximadamente 200 rpm. Posteriormente se
centrifugd a 12,000x g por 1 minuto y se retiraron 950uL del medio sobrenadante. El boton
de células se re-suspendid en el sobrenadante restante y se espatuld en cajas Petri con
medio LB sélido suplementado con ampicilina 200ug/mL. El cultivo se incubé entre 16-18hr
a 37°C. De las colonias que crecieron, se inocularon en 3mL de medio LB liquido
suplementado con ampicilina 200ug/mL. Los cultivos se incubaron por 16-18 hr a 37°C y

aproximadamente 200 rpm.

PURIFICACION DE VECTOR pCR-LIN28B A PARTIR DE CULTIVOS BACTERIANOS

Después de terminar el tiempo de incubacién del medio liquido, el cultivo se centrifugd a
12000 g por 1 minuto y se descart6 el sobrenadante. Se adicionaron 300uL de buffer de
resuspension P1 (50M Tris-Cl, pH 8.0, 10mM EDTA, 100ug/mL RNase A) y se mezclé con
vortex hasta homogeneidad, posteriormente se afiadieron 300uL de buffer de lisis P2
(200mM NaOH, 1% SDS (w/v)), se mezcld suavemente por inversion para evitar dafiar el
ADN gendmico y disminuir la contaminacion por fragmentos rotos y se incubé a temperatura
ambiente por 5 minutos. Después se afiadieron 300uL de buffer de neutralizacion P3 (3.0M
Acetato de Potasio, pH 5.5), se mezclé suavemente por inversion y se incub6 a temperatura
ambiente por 10 minutos. La mezcla se centrifugd a 12000xg por 5 minutos y el
sobrenadante liquido se transfirio a un microtubo de 1.5mL nuevo, cuidando de no transferir
precipitado blanco al nuevo tubo. Se adicionaron 750uL de etanol absoluto pre-enfriado y
150uL de acetato de sodio 7.5M a -20°C se dejo precipitando a -20°C al menos 2 horas
(para mejores resultados se puede dejar hasta el siguiente dia) y se centrifug6é a 12000xg
por 45 minutos. EIl sobrenadante se elimind y se afiadieron 500uL de etanol al 70% frio
para lavar el boton de ADN con la ayuda de mezclador vértex. Se volvié a centrifugar a
12000xg por 10 minutos y el sobrenadante se decantd. Se dejo secar completamente el
centrifugado de ADN y se le adicionaron 100uL de H20 libre de nucleasas. El ADN se dejo
al menos una hora almacenado a 4°C para que se disolviera libremente y evitar dafar su

estructura.
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INDUCCION DE EXPRESSION DE LIN28B EN BACTERIAS E.COLI BL21 (DE3)
COMPETENTES

Una vez que la construccion fue purificada, fue transformada en bacterias E. coli BL21
(DE3) (B F- ompT gal dcm lon hsdSs(rs"ms~) A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])
[malB*]k-12(AS) competentes con el fin de producir proteina LIN28B recombinante y utilizarla
como control positivo. La construccion pCR3.1-Lin28B fue transformada en las bacterias
utilizando el mismo protocolo que para E.coli DH5a. Una vez que se obtuvieron cultivos en
agar LB con ampicilina 200ug/mL, se tom6 una azada de una de las clonas y se sembré en
3mL de medio LB liquido que contenia ampicilina 200ug/mL entre 16 a 18h a 37°C, en
agitacion a 150 rpm. Posteriormente, los 3mL se vaciaron a 30mL de medio LB con
ampicilina 200ug/mL y se dejaron a 37°C en agitacion a 150 rpm durante 1h. Al término de
este tiempo se afadio IPTG al medio y se permitio la induccién durante 1.5h a 28°C en
agitacion a 150rpm. El medio se vacié en un tubo conico de 50mL estéril y se centrifugd a
2,200x g por 30 minutos. Se descartd el sobrenadante y el centrifugado de células se
mantuvo en hielo a partir de este momento. Para lisar las bacterias se utilizé un buffer de
lisis para bacterias, adicionando 0.5mL directamente sobre la biomasa, se mezcl6 con la
ayuda de una micropunta. Se utilizé un sonicador para lisar los cuerpos de inclusién. Para
cuantificar los extractos totales de proteina se utilizé el Kit Pierce BCA Protein Assay Kit #
23227 de Thermo Scientific de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El lisado se
mantuvo a -20°C hasta su uso. Cabe mencionar que debido a que el gen lin28b no se
encontraba fusionado a algun péptido de purificacion fue necesario utilizar un control
negativo, en este caso, bacterias transformadas con la construccion sin inserto, para
descartar interacciones secundarias con el anticuerpo. La proteina obtenida con esta
metodologia se utilizd como control de migracion para identificar la proteina LIN28B

enddgena obtenida de extractos celulares.
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OBTENCION DE RNA PEQUENO A PARTIR DE CELULAS

Las lineas celulares utilizadas fueron cultivadas de la misma forma que para la obtencién
de extractos proteinicos. El RNA menor a 200 nt se aislo utilizando un kit comercial Axygen
de acuerdo a las instrucciones proporcionadas. EI RNA obtenido fue cuantificado utilizando
el equipo Nanodrop 2000 de ThermoScientific y se verificO su integridad mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida 19:1, 8%, desnaturalizante (Urea 8M, TAE 1x, pH
8.0). Una vez que se comprobé su integridad y concentracion, el RNA se mantuvo en agua

libre de nucleasas a -20°C hasta su uso.

EVALUACION DE EXPRESION DE PRE-LET-7 MEDIANTE RT-gPCR

A partir del RNA obtenido, se realizaron retrotranscripciones utilizando la enzima
Superscript Il (Invitrogen) a 45°C, 30 minutos y después 95°C, 10 minutos para desactivar
la enzima. Posteriormente el ADN complementario se usé para realizar PCR cuantitativa
en un termociclador RotorGene 3000 (Corbett Research Pty Ltd) utilizando el kit comercial
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Como control de carga se utilizé el gen de RNA ribosomal 5s
(45). La siguiente tabla muestra las condiciones de reaccién y las secuencias de cebadores
especificos utilizados de acuerdo a la literatura (32). (Ver las secuencias en Anexos).

La expresion de precursores se analizd6 mediante el método de ACT usando la expresion
del RNA 5s como estandar (44).
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ANALISIS ESTADISTICO

Las lecturas de CT (ciclo en el que se observa una elevacion de la sefial de aparicion de
amplicon por encima del limite minimo de deteccion del equipo) de al menos tres
repeticiones biolégicas de cada pre-let-7 y cada linea celular evaluados se analizaron
utilizando la herramienta estadistica ANOVA en el programa Minitab 15 para estimar si las
réplicas biolégicas fueron estadisticamente significativas. Una valor de P<0.05 se
considerd significativo. Se utilizé el método de 2(2€T (44) de para analizar la expresion de
precursores de let-7 relativa al RNA ribosomal 5s.La comparacion del tipo de linea celular
vs. 2(2CT) se analiz6 por bootstrap usando el método de distancia euclidiano y 1000
iteraciones para obtener agrupamientos de acuerdo al nivel de expresién de precursores.

Las lineas celulares no se agruparon por este método sino por nivel de malignidad (96).

CORRELACIONES

Utilizando el programa Excel (Microsoft), se usaron los datos de promedio de 22¢T) de los
precursores y promedios de expresion relativa de las proteinas evaluadas para obtener
correlaciones lineales y buscar tendencias de comportamiento. Se obtuvo el valor del
coeficiente de correlacién R mediante una regresion lineal, el cual se tomé como indicativo

de factibilidad de la correlacion evaluada.
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12 RESULTADOS

EXPRESION DIFERENCIAL DE PRE-LET-7.

Para analizar los niveles de expresion de varios precursores de let-7, se obtuvo RNA
pequefio (menor a 200 nt) de varias lineas celulares tumorales (LCT) con diferente
contenido de VPH (SiHa, CaSki, QGH, QGU y HelLa) y lineas celulares inmortales (LCI)
(Cx16.2, CxT1 y HKcl1l6EG6/E7Il). Se utilizaron las lineas celulares C-33A y HaCaT como
controles negativos de VPH respectivamente. Un total de ocho precursores de let-7 se
analizaron (pre-let-7a-2, pre-let-7a-3, pre-let-7c, pre-let-7e, pre-let-7f-1, pre-let-7g, pre-let-
7i and pre-miR-98) como lo indica la Tabla 4, considerando un miRNA let-7 de cada locus.
Pre-miR-202 no se tom6 en cuenta para este estudio puesto que la organizacion del

precursor es considerablemente diferente a la del resto de los miembros de la familia.

TABLA 4. ORGANIZACION GENOMICA DE LOS PRECURSORES LET-7 EVALUADOS.

Organizacion Genomica

Let-7 Evaluado
(Cluster)

hsa-let-7a-2 11 mir-100, let-7a-2
hsa-let-7a-3 22 let-7a-3, mir-4763, let-7b
hsa-let-7c 21 mir-99a, let-7c
hsa-let-7e 19 mir-99b, let-7e, mir-125a
hsa-let-7f-1 9 let-7a-1, let-7f-1, let-7d
hsa-let-7g 3 let-79
hsa-let-7i 12 let-7i
hsa-miR-98 X let-7f-2, miR-98

Se asumio que el control transcripcional era el mismo para los miRNAs let-7 incluidos en
cada cluster ya que son expresados como policistrones a partir de un mismo promotor (56).
La expresion de cada pre-let-7 se normaliz6 de manera independiente utilizando como
control de carga el rRNA 5s. Se encontré6 que pre-let-7a-3 y pre-let-7-e tenian una

concentracion apenas perceptible dentro de todas las lineas celulares evaluadas. Por otro
34



lado, pre-let-7i presentd mayores niveles en lineas celulares tumorales en comparacion con
las lineas celulares inmortales. Pre-let-7a-2 y pre-let-7g mostraron niveles diferenciales de
expresion en todas las lineas celulares sin tener una relacion aparente con el estatus
tumoral de las células. Sin embargo, pre-let-7c, pre-let-7f-1y pre-mir-98 mostraron niveles
significativamente altos de expresion en todas las lineas celulares, teniendo pre-let-7f-1 y
pre-miR-98 los niveles mas altos (Figura 12).

Lineas Cehiares Lineas Cehulares
Tumorales (LCT) inmortales (LCI)

N=2-5
N=1*
p<0.05+

Max.

Mediana

FIGURA 12. NIVELES DE EXPRESION DE PRECURSORES DE LET-7.

Niveles de expresiéon de los precursores let-7 (pre-let-7) en lineas celulares tumorales (LCT) e inmortales (LCI). Se
muestra un mapa de calor en donde las celdas en color representan el promedio de valores 2T para los precursores let-
7 pre-let-7a-2, pre-let-7a-3, pre-let-7c, pre-let-7e, pre-let-7f-1, pre-let-7g, pre-let-7i and pre-miR-98 (normalizados contra
la expresion del rRNA 5s) en las lineas VPH positivas LCT (SiHa, QG-H, QG-U y HelLa); en las LCI (Cx16.2, CxT1 and
HKc16E6/E7-Il) y en las lineas VPH negativas (C-33A and HaCaT). La linea celular derivada de hepatocarcinoma HepG2
se utilizé como control positive de expresion de LIN28B. . Rojo indica la expresion mas alta, negro representa la mediana

y verde la expresion mas baja con una N de entre 2 y 5 repeticiones bioldgicas en la mayoria de los casos. El patron de
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expresion para los pre-let-7 se realiz6 de acuerdo al agrupamiento jerarquico obtenido en el sitio de internet
http://HEATMAP/heatmap.html. El patron de agrupamiento de las lineas celulares se realiz6 de acuerdo a su estatus de

malignidad.
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FIGURA 13. AGRUPAMIENTO DE PRE-LET-7 Y LINEAS CELULARES DE ACUERDO AL NIVEL DE EXPRESION.

Se realiz6 una sumatoria de los valores promedio de 22CT por linea celular y por precursor evaluado. La LCT SiHa result6
ser la linea que expresa la mayor cantidad de precursores let-7 y HKC16E6E7II la que menos expresa. Por otro lado,
pre-miR-98 resultd ser el precursor con mayor presencia en las lineas celulares evaluadas y pre-let-7e el menos

concentrado.

Asumiendo que todos los miRNAs de la familia let-7 funcionan como supresores de tumor
(70,69), se esperaba que el contenido general de ellos fuera menor en células tumorales
que en células inmortales. Sin embargo, al sumar los valores de promedios de 24€T se
encontré que el contenido de precursores de let-7 en las lineas celulares QGH, QGU
(derivadas de cancer cérvico-uterino, que contienen VPH 16) y CxT1 y HKC16E6/E7-II
(inmortales, que contienen VPH 16) fue mucho menor sin importar su estatus de malignidad
y el nimero de copias de VPH. Mas aun, los valores de pre-let-7f-1 y pre-miR-98 se
encontraron relativamente altos en todas las lineas celulares evaluadas (Figura 13). Las
lineas celulares SiHa, HeLa y C-33A que expresan LIN28B mostraron niveles elevados de
algunos precursores de let-7 sin importar el contenido de VPH (Figura 13). Estos resultados
sugieren que al menos para algunos precursores de let-7 (pre-let-7f-1 and pre-miR-98) el
numero de copias de VPH o el nivel de transformacion celular no son un factor que altere

sus niveles.
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EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS BLANCOS Y PROTEINAS REGULADORAS DE
LET-7.

Mediante inmunodeteccion se evaluaron los blancos validados de let-7 c-MYC y RAS, los
cuales son considerados oncogenes (55,34) y las proteinas reguladoras de biogénesis
LIN28By TUT2 (19,26). Se utilizé la proteina -ACTINA como control de carga. En general
se observo mayor nivel de expresién de c-MYC y RAS en lineas celulares tumorales que
en lineas celulares inmortales (excepto en la linea celular HaCaT), aun en presencia de los
precursores pre-let-7f-1 y pre-miR-98, los cuales contienen la misma region semilla que el
resto de los miembros de la familia let-7, especifica para ambos oncogenes (Figura 14).
Adicionalmente, se usaron los mismos extractos proteicos para evaluar las proteinas
LIN28B, la cual es también blanco de let-7 pero a la par participa en la regulacion de la
biogénesis de let-7 y TUT2, que monouridila a los pre-let-7 del grupo Il para que puedan
continuar con su biogénesis. TUT2 se expresa significativamente en la mayoria de lineas
celulares con VPH 16. Considerando lo anterior, se realizaron correlaciones lineales entre
los datos de expresién de los precursores individuales y las proteinas evaluadas en lineas

celulares tumorales e inmortales.
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FIGURA 14. NIVELES DE EXPRESION DE PROTEINAS REGULATORIAS Y BLANCOS DE LET-7.

Se muestran los niveles de expresion de proteinas involucradas en el circuito regulatorio de let-7 y LIN28B mediante
inmunodeteccion en relacion a la expresion de la proteina B-ACTINA. Aun cuando ya se habia evaluado LIN28B, se repitié
la evaluacién en los mismos extractos proteinicos que el resto. Se encontro cierta expresion de LIN28B (barras negras)
y en mayor medida en la linea celular tumoral SiHa. C-MYC (p67) se encontré mayormente expresado en LCT y en HaCaT
(barras grises). K-RAS (p21) se encontré expresado de igual forma en LTC aunque muy poco en SiHa (barras blancas).
Asi mismo se evalué TUT2 y se encontrd principalmente en LCT con contenido de VPH16 y en CX16.2 que aunque es

VPHL16 positiva, se considera linea inmortal (barras azules).

38



CORRELACIONES ENTRE PROTEINAS EVALUADAS Y PRE-LET-7.

LIN28B muestra una correlacion positiva cercana a un valor de R de 1 en lineas celulares
tumorales al correlacionarse con la expresion de algunos precursores de let-7 (pre-let-7e,
pre-let-7i, pre-let-7g, pre-let-7f-1 y pre-miR-98). Por otro lado algunos otros mostraron un
valor de R muy bajo y negativo en este mismo tipo de células (pre-let-7a-3, pre-let-7a-2 y
pre-let-7c). La correlacion entre LIN28B y la expresion de los precursores evaluados en
lineas celulares inmortales fue negativa en mas de 0.5 de valor de R, excepto pre-let-7i que
mostro un ligero valor R positivo. Lo anterior sugiere que en lineas celulares tumorales se
puede presentar la co-expresion de algunos precursores de let-7 y LIN28B aun cuando
ambos participan en un circuito de regulacidén negativo. Por otro lado, al realizar la misma
correlacion entre la expresion de los precursores let-7 y los blancos RAS y C-MYC, en casi
todos los casos se obtuvieron valores de R menores a 0.5 negativos o positivos, excepto
para pre-let-7f1 en donde se observaron valores de R positivos cercanos a 1 en lineas
celulares inmortales. La Figura 15 muestra un grafico con los valores R asi como un modelo
gue resume la participacion de todos los elementos evaluados en la expresiéon y regulacion
de let-7. MYC es un factor de transcripcion que puede activar la expresion de LIN28B vy al
transcrito del grupo let-7a-1/f-1/d al mismo tiempo podria inhibir la expresion de este ultimo
(16, 82). Los MRNA de RAS, c-MYC y LIN28B son blancos oncogénicos validados de let-
7. Sin embargo, aunque las correlaciones no muestras tendencias, en la Figura 14 se
muestra que existe expresion de estas proteinas principalmente en las LCT aun en
presencia de algunos precursores, especificamente pre-miR-98 y en menor medida pre-let-
7f-1 (ver Figura 12).

El mismo tratamiento se realiz6 para correlacionar la expresion de precursores de let-7 y la
proteina TUT2 que mono-uridila a los pre-let-7 del grupo Il. La Figura 16 muestra los valores
de R de esta correlacion entre los pre-let-7 evaluados y TUT2. Se observan algunas
correlaciones positivas entre la proteina y algunos pre-let-7 del grupo Il como pre-let-7i, pre-
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let-7g, pre-miR-98 en células tumorales y pre-miR-98 en lineas celulares inmortales. Estos

resultados no muestran una tendencia aparente.
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FIGURA 15. CORRELACION LINEAL ENTRE PRECURSORES DE LET-7 Y LOS BLANCOS ONCOGENICOS
VALIDADOS LIN28B, RAS Y C-MYC.

Se realizé una correlacién lineal entre los valores de 22T y expresion proteinica de los blancos de let-7. Aunque es claro
gue existe expresion de proteinas blanco en lineas celulares donde hay presencia de precursores de let-7, en general,
las correlaciones entre let-7 y RAS y ¢c-MYC no indican una tendencia aparente aunque seria necesario analizar cada
caso. En cambio la correlacion entre LIN28B y los precursores de let-7 muestra una clara tendencia hacia un
comportamiento diferencial entre LCT y LCI, teniendo valores de R cercanos a 1 al correlacionarse en su mayoria con
precursores con un pre-elemento largo (pre-let-7i, pre-let-7g, pre-let-7f-1y pre-miR-98) en lineas celulares tumorales. El

modelo muestra la participacion de las proteinas evaluadas en el circuito regulatorio de let-7.
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FIGURA 16. CORRELACION LINEAL ENTRE PRECURSORES DE LET-7 Y TUT2.

Se realiz6 una correlacion lineal entre los valores de 262CT) y expresion proteinica de TUT2. No se observé ninguna
relacion lineal aparente entre la expresion de esta proteina y el grupo al que pertenecen los precursores evaluados, la
longitud del tallo del pre-E o el grado de malignidad de las células. El modelo muestra la participacion de las proteinas
evaluadas en el circuito regulatorio de let-7.

41



13 DISCUSION

En este estudio, se analizaron los niveles de expresion de los pre-miRNAs let-7 humanos y
la proteina LIN28B en varias lineas celulares de céncer cérvico-uterino con diferente
malignidad y contenido de VPH. Se observé un nivel pre-let-7 diferencial entre lineas
celulares tumorales e inmortales, donde la concentracion global de precursores let-7
aumento en lineas tumorales. Es dificil llegar a un acuerdo absoluto sobre los niveles de
expresion de let-7 en el cancer cérvico-uterino, probablemente debido a la variabilidad de
las muestras y las condiciones experimentales utilizadas. Un estudio previo que comparaba
los transcriptomas de miRNA del tejido cervical normal y las lineas de células tumorales
mediante secuenciacion y de Northernblot encontré baja expresion en las lineas celulares
de céncer cervical de miRNAs maduros de let-7-a, let-7b, let-7c y let-7d. En contraste, let-
7e, let-7f, let-7g y let-7i aparecieron diferencialmente expresados en ambos tipos de células,
independientemente de su malignidad (47). Otro estudio que utilizé un método de analisis
de una matriz de diversos miRNAs maduros mediante RT-gPCR y que compar6é muestras
clinicas de tejidos normales y tumorales mostré que las células tumorales expresaban let-
7e, let-7i y let-79. Let-7d y let-7b mostraron un patrén de expresion indistinto en tejido

normal y tumoral (37).

Ninguno de los estudios anteriores mencioné cudl era el nivel de expresion LIN28A / LIN28B
dentro de sus muestras. Sin embargo, la expresién diferencial entre las versiones de let-7
parece independiente del estado de malignidad de la célula, aunque probablemente se
vincule a mecanismos reguladores dependientes de la secuencia o de cambios
estructurales. Se han descrito dos polimorfismos potencialmente funcionales dentro de los
promotores de la familia let-7 de humanos: rs10877887 a -286 pb del sitio de inicio de la
transcripcion de let-7i en el cromosoma 12 y rs13293512 a -8496 pb del sitio de inicio de la
transcripcion del cluster let-7a-1 / let-7f-1 / let-7d en el cromosoma 9 (85). Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas en los niveles let-7d y let-7f-1 entre tejidos de
carcinoma de células escamosas cervicales y tejidos normales adyacentes y ninguna
asociacion correlacion6 rs13293512 con niveles de let-7a en tejidos tumorales y
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adyacentes. Solo rs10877887 mostré un nivel mas bajo de let-7i en los tejidos tumorales,
pero no en los tejidos normales adyacentes (43). En nuestro andlisis de RT-qPCR, los
niveles pre-let-7f-1 fueron generalmente mas altos que los niveles pre-let-7i en todas las
lineas celulares probadas, sugiriendo que las variaciones observadas reflejan el

procesamiento diferencial en lugar de la expresion diferencial (Figura 12).

Se realizé un alineamiento de secuencia de todos los 12 precursores de let-7 humano con
respecto a los cuatro dominios distintivos pre-E: los conocidos sitios CSD (localizado en la
burbuja del pre-E) y CCHC12 (localizado en el bulto del pre-E), un solo dominio 5' del tallo
del pre-E localizado previamente al CSD y un dominio complementario del extremo 3' del
tallo del pre-E localizado entre la burbuja del pre-E y el bulto del pre-E (Tabla 5). Estos
dominios complementarios permiten la formacion de un tallo en el pre-E que puede facilitar
la interaccion con el CSD de LIN28A (y probablemente LIN28B) a través de la secuencia
de acoplamiento 5-NGNGAY-3' encontrada dentro de la burbuja del pre-E (52). Los
precursores de let-7a-2, let-7e, let-7c, let-7a-3, let-7f-2 y let-7a-1 (que tienen un tallo del
pre-E de menos de 30nt), carecen de la regién 5' del tallo, rica en G. Por el contrario, los
precursores de let-7b, let-7d, let-7f-1, let-7i, let-7g y miR-98 (con un tallo del pre-E de méas
de 30nt) contienen tanto el dominio 5' como 3'. (Tabla 5). Un analisis estructural
bidimensional in silico de los 12 precursores de let-7 mostré que en la region del pre-E el
emparejamiento de residuos G con residuos U y C dentro de la regién rica en C permite la
formacién de una burbuja mas amplia que el formado por pre-E de los precursores de let-7
de tallo corto (Ver estructuras en Anexos). Asi, los tallos de la region pre-E de let-7 cortos
forman una estructura con un bucle mas pequefio y menos accesible para la vinculacion
LIN28. Otro informe mostrd que hsa-pre-let-7a-3 y mmu-pre-let-7c-2, ambos con tallo del
pre-E corto no interactuaron de la misma manera con LIN28A / LIN28B que el resto del

precursores let-7 (75).

Por otra parte, la estructura predicha de pre-let-7a-3 mostré que el sitio de acoplamiento de
CSD esta completamente emparejado con la region rica en citosinas, lo que puede explicar
en parte el escape de la interaccion con LIN28A reportado en dicho estudio (75). La
estructura predicha de otros pre-let-7’s con tallos del pre-E cortos como pre-let-7c y pre-let-
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7a-2 mostraron un sitio de acoplamiento CSD mas accesible con emparejamientos débiles
que permitirian cierta interacciéon con LIN28A y LIN28B, lo que también explica los
resultados obtenidos en este trabajo, donde observamos una expresion media de dichos
precursores. Por lo tanto, los precursores let-7 que contienen tallos del pre-E largos, pueden
tener una interaccion mas fuerte con LIN28B porque la burbuja del pre-E es méas ancha, lo
que permite una uniébn mas estable con el dominio CSD de LIN28 y posiblemente una
velocidad de procesamiento en la biogénesis mas lenta que promoveria la acumulacion en
la célula y adicionalmente podria permitir la degradacion mediada por alguna enzima
uridiltransferasa. Los precursores de let-7 con pre-E cortos tendrian una interaccion mas
débil con LIN28B y podrian procesarse rapidamente en un miRNA maduro o incluso pasar
por alto la interaccion con la proteina LIN28B (Figura 17).

Un estudio que mostré que en la interaccion molecular entre LIN28A y let-7, aparentemente
LIN28A se acopla primero con la secuencia 5-NGNGAY-3 'dentro del tallo del pre-E,
reorganiza la estructura del precursor y luego interactia con los sitios CCHC12 (48). Por
lo tanto, un tallo del pre-E corto podria obstaculizar de manera efectiva el acoplamiento
inicial al estrechar la burbuja del pre-E resultando en una configuracion menos estable.
Estudios adicionales también proporcionan datos de afinidad entre los precursores let-7 y
LIN28A, utilizando principalmente pre-let-7g (con un tallo de pre-E largo). Bajo condiciones
de interaccion similares, pre-let-7f-1, pre-let-7d y pre-let-7g (de tallos de pre-E largos) tienen
mayor afinidad por LIN28A que otros precursores con pre-E cortos (let-7a-1, let-7a -2, let-
7cy let-7f-2) (14,53). Un reporte donde se analiza de manera bioinformética la interaccion
recientemente concluyé que la estructura de la pre-E es méas importante para el
reconocimiento LIN28A que la secuencia (66), aunque la relevancia de la longitud y
secuencia del tallo del pre-E de los precursores de let-7 para la interaccién con LIN28B no
se ha abordado experimentalmente. Analisis adicionales en los niveles maduros de lo

MiRNAs let-7 permitiran la correlacion funcional con el estado pre-let-7.
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TABLA 5. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE PRECURSORES DE LET-7 HUMANO REACOMODANDO LAS SECUENCIAS DE PRE-ELEMENTO.

5P TALLO PRE—-ELEMENTO 3P TALLO
5’pre-E Pre—-E 3’pre-E pre-E
SECUENCIA SEMILLA
TALLO BURBUJA TALLO BULTO

Pre—-let-7a—2 GGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU UAGAAUUAC AUCAA GGGAGAU AACUGUACAGCCUCCUAGCUUUCCU
Pre—-let-Te GGCUGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUUGA GGAGGA CACCCA AGGAGA UCACUAUACGGCCUCCUAGCUUUCCC
Pre-let-T7c GGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU UAGAGUUA CACCCU GGGAGUU AACUGUACAACCUUCUAGCUUUCCU
Pre-let-7a-3 GGGUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU UGGGGCUCU GCCCUGCU AUGGGAU AACUAUACAAUCUACUGUCUUUCCU
Pre—-let-7f-2 GGAUGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU U UAGGGUCAU ACCCCAUCU UGGAGAU AACUAUACAGUCUACUGUCUUUCCC
Pre—-let-7a-1 GGAUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU U UAGGGUCAC ACCCACCACU GGGAGAU AACUAUACAAUCUACUGUCUUUCCU
Pre—-let-7b GGGUGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU UCAGGGC AGUGAUGUU GCCCCucC GGAAGAU AACUAUACAACCUACUGCCUUCCCUG
Pre—-let-7d GGAAGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU UUAGGGC AGGGAUUUU GCCCACA AGGAGGU AACUAUACGACCUGCUGCCUUUCUU
Pre—-let-7f-1 GAGUGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUUGU GGGGU AGUGAUUUU ACCCUGUUC AGGAG AUAACUAUACAAUCUAUUGCCUUCCCU
Pre—-let-7i GGCUGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU GGUCGGGU UGUGACAUU GCCCGCUG UGGAGAU AACUGCGCAAGCUACUGCCUUGCUA
Pre—-let-7g GGCUGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU UGAGGGUC UAUGAUACC ACCCGGUAC AGGAGAU AACUGUACAGGCCACUGCCUUGCCA
Pre-miR-98 GGGUGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUUG UGGGGU AGGGAUAUU AGGCCCCRAUU AGAAGA UAACUAUACAACUUACUACUUUCCCU
Consenso NGNGAY NGNNG

Las secuencias se alinearon utilizando CLUSTALW y posteriormente se re-acomodaron de forma relativa al pre-elemento (pre-E).
Cada secuencia esté dividida en tres secciones, el tallo del extremo 5’ (5P) que incluye a la region semilla (subrayada), el pre-
elemento (pre-E) y el tallo del extremo 3’ (3P). El pre-E fue dividido posteriormente en cuatro sub-secciones: la region rica en G
gue corresponde al extremo 5’ del tallo del pre-E, el sitio sugerido de unién al CSD (sombreado en gris) localizado en la burbuja
del pre-elemento, la regién rica en C que se encuentra en extremo 3’ del tallo del pre-elemento y el bulto del pre-E en donde se
localiza la region de interaccion con los dominios ZNF12 (sombreada en gris). Las bases complementarias en el tallo del pre-E
de acuerdo a la prediccion de estructura secundaria se encuentran en negritas. Algunas secuencias estan cortadas del lado 5’ y/o

3’ para mostrar unicamente los dominios de interés. Ver las estructuras predichas en los Anexos.
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FIGURA 17. MODELO DE INTERACCION ENTRE LOS PRE-E CORTOS Y LARGOS PRE-LET-7 CON LOS
HOMOLOGOS LIN28.
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Este modelo propone que las diferencias en la longitud del tallo del pre-E de los precursores de let-7 tiene un impacto
en su interaccion con las proteinas LIN28. Los precursores con tallos del pre-E cortos no toman la estructura que se
ha reportado como ideal para interactuar con LIN28 por lo que podria escapar a su regulacién y continuar con su
biogénesis y regular a sus blancos. Por otro lado los tallos de pre-E largos, adquieren la estructura ideal para
interactuar con los homologos reguladores LIN28 y de esta forma podrian retrasar su procesamiento hacia miRNAs

maduros o incluso ser degradados.
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14

LET-7

CONCLUSIONES

Hay una expresion diferencial de los 8 pre-let-7 evaluados entre lineas
tumorigénicas e inmortales.

Las lineas tumorigénicas presentan mayor expresion en general de pre-let-7,
exceptuando QG-H y QG-U.

Pre-let-7f-1 y pre-miR-98 se observan sobre-expresados en todas las lineas
celulares evaluadas. La expresion de pre-miR-98 es la mas elevada de los let-7
analizados.

Pre-let-7c tienen una expresion media en todas las lineas excepto en QG-U que
es baja.

Pre-let-7g y pre-let-7i tienen una expresion diferencial y se observan mayormente
expresados en lineas tumorigénicas.

Pre-let-7a-2 presenta una expresion mas indistinta entre lineas tumorales e
inmortales.

Pre-let-7a-3 y pre-let-7e presentan expresion baja en todas las lineas evaluadas.

LIN28A, LIN28B, CMYC, RAS, TUTasa 2

Lin28A no se expresa de manera significativa en las lineas celulares evaluadas.
Lin28B presenta una cierta expresion en todas las lineas celulares evaluadas,
siendo mas elevada en lineas celulares tumorigénicas.

C-MYC y RAS se expresan principalmente en lineas tumorigénicas, aunque se
observa una expresion importante de c-MYC en HaCaT (queratinocitos
inmortales).

TUTasa 2 se expresa principalmente en SiHa, CasKi, QG-H, QG-U y Cx16.2 que

aunque tienen diferente grado de malignidad, contienen VPH-16.
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CORRELACIONES

Lin28B se co-expresa con pre-let-7e / i/ g/ fl y pre-miR98 que son pre-let-7 con
un pre-elemento largo excepto pre-let-7e en lineas tumorales.

En algunas lineas tumorales como HepG2, CasKiy QG-U se observa co-expresion
de algunos pre-let-7 (f1, miR98) con sus blancos RAS y c-MYC; asi como también
en la linea inmortal HaCaT.

No se observa correlacion entre la expresion de la uridil-transferasa TUTasa 2 y el
grupo Il de let-7 posiblemente porque pueden existir otras transferasas como la
TUTasa 4 y 7 que realizan la misma funcion de monouridilacion.

No se observa correlacion entre el patrén de expresion de pre-let-7 y el contenido

de VPH en las células.

CONCLUSION GENERAL

SE ENCONTRO QUE LOS PRECURSORES DE MIRNAS DE LA FAMILIA LET-7
TIENE ESTRUCTURACION DIFERENCIAL EN EL DOMINIO DEL PRE-E. DICHA
ESTRUCTURA PODRIA INTERFERIR EN LA INTERACCION ENTRE LIN28 Y
PRE-LET-7. LOS MIRNAS DE LA FAMILIA LET-7 NO SON REGULADOS DE LA
MISMA. FORMA POR LIN28B, PRESUMIBLEMENTE DEBIDO A LAS
DIFERENCIAS EN LA ESTRUCTURA DEL PRECURSOR.
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PERSPECTIVAS

Se sugiere investigar los siguientes aspectos para determinar el por qué de las

diferencias observadas con respecto a resultados reportados en estudios anteriores:

Evaluar la relacion entre la longitud del tallo del pre-E y la afinidad a LIN28.
Determinar si existe una regulacién a nivel transcripcional para la expresion de los
mMiRNAs evaluados.

Determinar si los precursores poco expresados (pre-let-7a-3/e) estan regulados
negativamente durante su expresion.

Determinar si los precursores con una expresion media o diferencial (pre-let-7a-
2/clilg) tienen una regulacion diferencial entre los distintos tipos de células
evaluadas ya sea por el nivel de malignidad o por su contenido de VPH o incluso
tipo de célula.

Determinar si existe sobre-expresion de los precursores encontrados en todas las
lineas celulares (pre-let-7f-1, pre-miR-98).

Determinar si existen polimorfismos en los sitios de regulacion o de codificacion
de los miRNAS evaluados.

Determinar si existen mutaciones en la proteina LIN28 o en las estructuras de los
precursores esporadicas o inherentes al tipo de células, malignidad o contenido
de VPH que modifiquen la afinidad entre los precursores y la proteina.
Determinar si existen mutaciones dentro de la region semilla de los miRNAs
evaluados o el sitio blanco de los MRNA regulados que sean esporadicas o
inherentes al tipo de células, malignidad o contenido de VPH que modifiquen la
expresion de las proteinas blanco.

Determinar si existen pseudogenes o INCRNA que funcionen como esponjas que
atrapen a los miRNAs let-7 que logren terminar su biogénesis y que eviten que
estos regulen a sus proteinas blanco.

Determinar si existe una relacion real entre el contenido de VPH tipo 16 en las
células evaluadas y con la sobre-expresion de TUT2 en las células que lo

contienen y su efecto en la biogénesis del Grupo Il de miRNAs let-7.
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FIGURA 18. PERSPECTIVAS. MECANISMOS A EVALUAR.
El modelo agrupa las diferentes variables que podrian estar evitando que los miRNAs de

la familia let-7 expresados puedan disminuir la expresion de sus genes blanco y que
podrian favorecer la transformacién a un fenotipo tumoral en células epiteliales derivadas

de cancer cervical.
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17 ANEXOS

ESTRUCTURAS SECUNDARIAS PREDICHAS IN SILICO DE LOS PRECURSORES

DE LA FAMILIA LET-7

Las estructuras secundarias se obtuvieron en la aplicacién en linea Mfold (97). Se

muestran los precursores acomodados de acuerdo a la longitud del pre-E de manera

ascendente. Asi mismo se muestra la estructura mas estable de acuerdo al valor de dG.

Los recuadros sefialan los sitios sugeridos para interaccién con el dominio CSD (en la

burbuja del pre-E) y con los CCHC12 (en el bulto del pre-E) considerando la secuencia

consenso para cada uno. El asterisco muestra la purina central de la secuencia de unién

al CSD sugerida. Las estructuras fueron recortadas en la parte central del tallo.
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SECUENCIAS DE OLIGOS DEOXINUCLEOTIDOS PARA PCR
Se muestran los oligodeoxinucleétidos disefiados para este proyecto. Aun cuando no

todos se utilizaron, se incluyen las secuencias como anexos para futuras referencias.

Descripcion F/IR Secuencia Condiciones de reaccién
1. Para clonar regién codificante de Lin28B humano desde pCR3.1-LIN28B u otra construccion que no

contenga intrones. No se recomiendan para su uso directo en RNA total.

Hot Start: 94°C, 1.5’
FOR ATGGCCGAAGGCGGGGCTAG DesnaturallzaCIC')n 94°C'

1.5min.
Alineamiento: 44°C, 0.5min.

REV TTATGTCTTTTTCCTTTTTTGAACTGAAGGCCC | Extensién: 72°C, 1min.
Extension final: 72°C, 10min.

40 ciclos

2. Para clonar Lin28B desde pCR3.1-Lin28B con sitios Xbal-BamHI y 5nt en extremo 5'.

Hot Start: 95°C, 3’

FOR GTAATCTAGAATGGCCGAAG Desnaturalizacion: 95°C,
0.5min.

Alineamiento: 50°C, 0.5min.
Extension: 72°C, 1min.
Extension final: 72°C, 2min.
35 ciclos

REV TACTGGATCCTGAGGTAGAC

3. Para clonar Lin28B desde pCR3.1-Lin28B con sitios Xbal-BamHI y 10nt en extremo 5'.

Hot Start: 95°C, 3’

FOR TTATCTGTAATCTAGAATGGCCGAAG g%sn_aturalizacién: 95°C,
.5min.

Alineamiento: 50°C, 0.5min.

Extension: 72°C, 1min.

Extension final: 72°C, 2min.

35 ciclos

4. Para amplificar precursores de let7's y cuantificarlos en RTqPCR a partir de RNA pequefio. (No

amplifican el precursor completo, excepto la pareja miR-98-120nt).

REV TAAACTTACTGGATCCTGAGGTAGAC

let-7a-2 FOR GAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTAGAA Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 52°C, 30s
REV AAAGCTAGGAGGCTGTACA 40 ciclos
let-7a-3 FOR GAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTGG Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 53°C, 30s
REV GGAAAGACAGTAGATTGTATAGTTAT 40 ciclos
let-7¢ FOR TTGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 52°C, 30s
REV GGAAAGCTAGAAGGTTGTACAG 40 ciclos
let-7e FOR GAGGTAGGAGGTTGTATAGTTGAG Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 53°C, 30s
REV GAAAGCTAGGAGGCCGTATAG 40 ciclos
let-7f-1 FOR GATTGTATAGTTGTGGGGTAGTG Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 52°Cm 30s
REV GGGAAGGCAATAGATTGTATAG 40 ciclos
let-7g FOR GTAGTAGTTTGTACAGTTTGAGGGT Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 60°C, 30s
let-7i FOR TGTGCTGTTGGTCGGGT Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 58°C, 30s
miR-98 FOR GGTAGTAAGTTGTATTGTTGTGGG Desnaturalizacion: 95°C, 15s
Alin./Ext.: 54°C, 30s
REV TATAGTTATCTTCTAATTGGGGCC 40 ciclos
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Descripcion F/IR Secuencia Condiciones de reaccién
miR-98-120nt FOR AGGATTCTGCTCATGCCAG

N/D

REV TGAATATGCCACACACCAGG
5. Para cuantificar RNAm 5S humano mediante RTqPCR a partir de RNA pequefio. (No amplifican el RNAr ‘

5S completo).
CGCGCCTGCAGGTCGACAATTAACCCTCACTAA

Hairpin RT AGGGGTCTCCCATCC N/A
“or | GTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGAGGGTTA | pesnaturalizacion: 95°C, 155
GTACTT Alin./Ext.: 60°C, 30s
REV | CGCGCCTGCAGGTCGAC 25 ciclos

6. Para generar transcritos con T7 a partir de amplicones de let-7's del punto

T7-let-7a-3 FOR | TAATACGACTCACTATAGGGGAGGTAGTAG
REV | GGAAAGACATAGATTGTATAGTTATGGGTA N/
T7-miR-98 FOR | TAATACGACTCACTATAGGGGGTAGTAAG
REV | TATAGTTATCTTCTAATTGGGGCCATT N/
EE)”QER'%' FOR  |TAATACGACTCACTATAGGGAGGATTCTG o
REV | TGAATATGCCACACACCAGGG
T7-let-7¢ FOR | TAATACGACTCACTATAGGGTTGAGGTAGTAG [

REV GGAAAGCTAGAAGGTTGTACAGTTAAC

7. Para secuenciacion de Sanger de precursores let-7’s a partir de amplicones del punto 4.

let-7a-2 FOR GTCACACTGAGATACTTGAGGTAGTAG

REV GTAAGATGACTACTGGGAAAGCTAG N/
let-7a-3 FOR idem let-7a-2 For

REV GTAAGATGACTACTGGGAAAGACAG N/
let-7¢c FOR idem let-7a-2 For

REV idem let-7a-2 Rev N/
let-7e FOR CACACTGAGATACTTGAGGTAGGAG

REV idem let-7a-2 Rev N/
let-7f-1 FOR GTCACACTGAGATACTTGATTGTATAG

REV GTAAGATGACTACTGGGAAGGCAA N/
let-7g FOR GTCACACTGAGATACTTGTAGTAGTTTG NID

REV GTAAGATGACTACTGGGCAGTGG
let-7i FOR GTCACACTGAGATACTTGTGCTGTTG

REV GTAAGATGACTCTGGGCAGTAGCTTG N/
miR-98 FOR GTCACACTGAGATACTTGGTAGTAAG

FOR GTAACCTACAACCCTAGTCACACTGAG

REV AGCAACCAGCCAATGAGTAAGATGAC
N/A: No aplica N/D: No determinado
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Abstract. Backgronnd: The let-7 microRNAs (miRINAs) are frequently dysregulated in carcinogenic
processes, including cervical cancer. LIN28 proteins regulate let-7 biogenesis by binding to conserved
sequences within the pre-miRNA structure. Nevertheless, recent research has shown that some let-7
miRNAs may escape LIN28 regulation.

Objective: Correlate pre-let-7 muRNAs and LIN28B levels in cervical cell lines with different malig-
nancy and HPV content.

Methods: Pre-let-7 levels were determined by RTqPCE. LIN28B and other let-7 targets were analyzed
by imnmmoblot. In silico tools were used to correlate let-7 and LIN28B expression and to analyze pre-
let-7 sequences and structures.
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cell lines. High levels of pre-let-7e/f-1 and pre-miR-08 were present in almost all cell lines regardless
malignancy and LIN28B expression. Pre-let-7g/i were mainly expressed in tumor cell lines, pre-let-Te
and pre-let-7-a3 were absent in all cell lines and pre-let-7a-2 showed indistinct expression LIN28B
showed positive correlation with pre-let-7i/g/f-1 and pre-miR-98 in tumor cell lines, suggesting escape
from regulation. Sequence alignment and analysis of pre-let-7 miRNAs showed distinctive structural
features within the preE region that may influence the ideal pre-let-7 structuring for LIN28B interac-
tion. Short preE-stems were present in pre-let-7 that may escape LIN28B regulation, but long preE-
stems were mostly associated with high-level pre-let-7 miRNAs.

Conclusion: The observed differences of pre-let-7 levels in cervical cell lines may be the result of
alternative preE structuring affecting interaction with LIN28B thus resulting in differential let-7
regulation.

Keywords: Cervical cancer, let-7 biogenesis, let-7 regulation. Lin28B. miRNAs. pre-let-7.
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1. INTRODUCTION

Cervical cancer has been causally associated with high-
risk human papillomavirus (HPV) infection [1]. Neverthe-
less, most HPV wmfections clear spontaneously in immuno-
competent subjects. so only a small fraction of HPV-infected
women will develop cervical cancer [2]. Therefore, addi-
tional factors may contribute to cervical malignant progres-
sion.

6-7 nt sequence at the 5' end (the “seed sequence™), which 1s
the primary binding site to complementary sequences at the
3'-UTR of the target transcrpt [3. 4].

Most miRNAs are coded within the genome of plant and
amimals either as mdividual genes or gathered m clusters
along with other miRNAs, and either expressed from their
own promoters or as passenger transcripts within introns [5,
6]. Genomic data from cervical fumors and cell lines mdicate
that aberrant miRNA function or expression may contribute
to malignant transformation [7]. Canonical miRNA biogene-
sis 15 a heavily regulated process that starts with a primary

MicroRNAs (miRNAs) are small regulatory non-coding
RNAs of approxmmately 21 nt that suppress expression of

target mRNAs. Binding specificity and affinity relies on a
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transcript (pri-miRNA) containing 5° cap and 37 polyA tail,
generally produced by ENApolll transcription [8. 9]. The
pri-miRNA adopts a defined stem-loop structure determined
by internal base-pairing and 1s processed mn the nucleus by
the Microprocessor complex, composed of the RNAse III-
like enzyme Drosha and the RNA bindmg protein DGCRS,
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that cleaves the base of the stem generating a 2 nt overhang
at the 3° end. The resulting precursor nuRNA (pre-miRNA)
retains the stem-loop structure and 1s exported to the cyio-
plasm by the Exportin 5/Ran-GTP complex [10-13]. There, a
second RNAse IMl-like enzyme, Dicer, trims out the loop
leaving a 21 nt double-siranded nuRNA molecule. The
miENA 15 bound by an RNA-induced silencing complex
(RISC) composed of TRBP. Dicer and AGO2 mn humans
[14]. where one of the strands 1s used as guide sequence to
mediate silencing of complementary target mRNAs [15].

One of the most studied miRNAs, lethal-7 (let-7). be-
longs to a group of miIRNAs conserved among several spe-
cies complementary to the let-60/RAS gene and pivotal for
the development of the nematode Caenorhabditis elegans
[16, 17]. In humans, there are several let-7 muRNA vanants
(let-Ta-1, let7-a-2, let-Ta-3, let-Tb, let-Tc, let-7d, let-Te, let-
71, let-7£-2, let-7g, let-71, miR-98 and miR-202), found in
nine different chromosomal loci [18]. Because the seed se-
quence of all let-7 niRNAs 1s identical (5-GAGGUAG-37),
it has been long assumed that they all target the same tran-
scripts [19]. Several oncogenes and regulatory genes have
been found as targets for let-7 miRNAs including RAS [17].
HMGA? [20]. Cyclin D1/2/3 and Cyclin A [21]. IL6 [22]. c-
MYC [23]. DICER1 [24], LIN28A and LIN28B [25]. Let-7
targets are related to various key cellular processes such as
proliferation, pluripotency. cell cycle comtrol, self-renewal
and mnflammation. Thus, let-7 miENAs are generally consid-
ered as tumor suppressors. Both the pri-let-7 and pre-let-7
harbor a typical miRNA hairpin structure with a stem con-
taming the 5° sequence (5p) extensively paired with the par-
tially complementary 3” sequence (3p) connected by a termui-
nal loop region of variable length and structure among the
different let-7 miRNAs. A region within pre-let-7 miRNAs,
referred as the pre-element (preE). serves as a platform to
recriit RNA-binding protemns mcluding LIN28A/LIN2EB.
KHSREP (also known as KSRP), hnRNPA1 and TRIM23
[26-32]. Ouly three let-7 muRNAs (let-7a-2, let-7c and let-
7e) are produced by the canonical miRNA biogenesis path-
way (Group I). The other let-7 muRNAs go through addi-
tional processing because they possess a single-nucleotide 37
overhang (Group IT). This appears associated with a bulge
next to the processing site present i some pri-let-7, causing
a defective pri-miRNA recognition and cleavage by the Mi-
croprocessor complex [33]

The lughly conserved LIN28 family mcludes the LIN28A
and LIN28B RNA-binding protems. which harbor a similar
structure and function. Like let-7, LIN28A was also first
identified in C. alegans [34]. LIN28A 15 mamly expressed in
undifferentiated stem cells, although many reports found
over-expression of LIN28A in several types of cancer. in-
cluding cervical cancer [35]. It has been widely accepted that
LIN28A/LIN28B and let-7 miRNAs may have opposing
roles i cancer development and progression. as their expres-
sion 15 mversely correlated in normal and malignant tissues
[35.36].

The functional relationship between LIN28A/LIN28B
and let-7 has been extensively reviewed [37]. Both LIN28A
and LIN28B negatively regulate let-7 miRNAs through their
ENA-binding domains: the cold-shock domain (CSD) at the
N-terminus and two CCHC-type zinc finger (ZnF12) do-
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mains at the C-terminus. LIN28A and LIN28B interact with
let-7 precursors at the preE domain, mpeding further proc-
essing by Dicer in the cytoplasm and by Drosha m the nu-
cleus, respectively [38]. Whenever LIN28A is not expressed,
the undyl-transferases TUT2, TUT4 or TUT7 mono-
unidylate the pre-let-7 37 overhang m order to be recogmzed
by Dicer and produce a mature let-7 [33]. Alternatively,
LIN28A mieracts with pre-let-7 and recruits TUT4 or TUT7
to add around 14 uracyl residues to the 3 end [39, 40], re-
sulting in pre-let-7 degradation by the 3°-5" exonuclease
Dis3L2 [41]. LIN28B has nuclear and nucleolar localization
signals suggesting that it can be regulating let-7 inside the
nucleus [42]. Although LIN28B shares about 70% identity
with LIN28A. it conserves the same exact sequences for the
CSD and ZnF12 domains which hypothetically allow inter-
action with let-7 in a similar way that LIN28A [32, 40, 43].
Moreover, it has been suggested that LIN28B may block the
biogenesis of let-7 in the cytoplasm by the same TUT4 and
Dis3L2 mechamsm described for LIN28A although the
translocation mechanism 1s still not described [44].

Numerous studies have detailed the molecular basis of
the interaction between LIN28A and several let-7 muRNAs.
The CSD and ZnF12 domains within LIN28A specifically
mteract with the preE. An ideal preE contains a loop with the
5-NGNGAY-3" motif that docks with the CSD followed by
the 5°-NGNNG-3~ sequence (preE-bulge) that mteracts with
ZnF12, separated by a variable length spacer that forms a
stem-like structure (preE-stem) [32. 40, 43]. This model pos-
tulates that the preE-loop encircles a protrusion of the CSD
with extensive contacts around the RNA loop [32].

The diverse let-7 muRNAs appear differentially regulated
m regards the type of cancer [42]. In cervical cancer, the
overall nuRNA expression i1s depleted but some mature let-
7s are upregulated [44. 45]. Although LIN28A and LIN28B
may exert a similar degree of repression on the different let-7
miRNAs [26. 32, 43]. the existing data suggest that both
protemns interact with let-7 precursors relymng on the preE
structure for binding [43. 46]. It 1s unclear whether such dif-
ferences reflect on cellular regulatory changes leading to
cancer.

In the present work, a panel of cervical cancer cell lines
with different malignancy and HPV content was used fo ex-
plore the relationship between pre-let-7 muRNAs and
LIN28A and LIN28B protems. The precursors of eight hu-
man let-7 muRNAs (let-7a-2, let-Ta-3, let-Tc, let-Te, let-T£-1,
let-7g. let-71 and nuR-98). each one representative of a dif-
ferent chromosomal locus, were evaluated using RT-qPCE.
Although the overall pre-let-7 muRNA content was more
promunent in tumor cells than m mmmortal cells, high levels
of pre-let-7c, pre-let-7f-1 and pre-nuR-98 were found mn all
cell lines tested, while pre-let-7a-2, pre-let-71 and pre-let-7g
showed medmm levels throughout the different cell types
suggesting differential regulation. Pre-let-7a-3 and pre-let-Te
presented very low levels m all cell lines tested. Concur-
rently. three wvalidated let-7 targets (RAS. MYC and
LIN28B) co-expressed with some let-7 pre-muRINAs, includ-
ing the antagonist LIN28B protemn again suggesting differen-
tial expression and/or regulation of let-7 miRNAs i cervical
cancer. Such differences are probably related to alterations in
LIN28B binding produced by small changes i pre-let-7
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structure. Bioinformatics analysis of all pre-let-7 miRNAs
tested revealed two main groups accerding to their preE. One
group contamned a short preE stem (23-29nt), mncluding low
or medium miRNA levels and the other group with long
preE stems which mcluded highly expressed let-7 nuRNAs.
Therefore, the length and structure of the preE stem m let-7
miRNAs may be additional key elements for binding and
regulation by LIN28B with relevance i cervical cancer.

2.MATERIALS AND METHODS
2.1. Cell Culture

The HPV16 positive cervical tumer cell lines (TCL)S1Ha
(ATCC® HTB-35™), CaSki (ATCC® CRL-1550™), QGH
and QGU [47], the HPV18 positive cervical tumor line Hela
(ATCC® CCL-2™) and the HPV negative cervical tumor
line C-33A (ATCC HTB-31™) were all cultured in
GIBCO™ DMEM medium (Thermo Fisher Scientific Inc..
Waltham. MA) supplemented with 5% fetal bovine serum
(FBS) (PAA Laboratories GmbH, Gemmany) and 100 IU/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomyycin (PAA Laboratories), and
10mg/mL gentamicin. The hepatocarcinoma derived cell line
HEPG2 (ATCC® CRL-11997™) was grown i GIBCO
RPMI 1640 (Thermo Fisher) enriched with 5% FBS (PAA
Laboratories). The HPV16-immortalized cell lines (ICL)
HKc16E6/ETIL [48]. Cx16.2 [49] and the tumor-derived
CXT 1 cell line [50] were cultured in GIBCO  keratmocyte
serum-free medmm (K-SFM) (Thermo Fisher). The immor-
tal HaCaT keratinocytes [51] were grown m GIBCO®
DMEMF12 1:1 medmm (Thermo Fisher) supplemented
with 5% FBS (PAA Laboratories). All cell lines were mam-
tamed at 37°C 1n a humidity-saturated 5% CO, atmosphere.

2.2. Immunoblot Analysis

Total protein extracts from 90% confluent cultures (100
ug) were resolved i denaturing SDS-polyacrylamide gels
and electrotransferred onto  polyvinylidene difluonde
(PVDF) membranes (Merck Millipore, Billerica MA). Blot-
ted membranes were blocked with 10% nen-fat mulk and
mcubated with primary antibodies agamst LIN28A, LIN28B.
B-Actin, c-Myc or RAS (Santa Cruz Biotechnology™ Inc.,
Santa Cruz CA) overmight at 4°C. A further incubation was
performed with isotype-specific secondary antibodies conju-
gated to horseradish peroxidase (Santa Cruz) te wvisualize
blotted protems using Lumunata™ chemiluminescence kits
(Merck Millipore) and analyzed m a C-Digit™ 3600 scanner
(LI-COR Biotechnology, Lincoln NE).

2.3. RT-qPCR Analysis for the /ef-7 Family

Small RNA (<200 nt) was isolated from subconfluent
(80-90%) cultures and stored at -70°C, as described [52].
Steady-state pre-muRNA levels were quantified using primer
sets spectfic for human pre-let-7a-2, pre-let-7a-3, pre-let-Tc,
pre-let-7e, pre-let-7f-1, pre-let-Tg. pre-let-71 and pre-miR-98
[18]. using 55 RNA as endogenous control [52]. End-point
RT-PCR analysis showed the expected amplicon size for
each let-7 precursor amplification reaction (Supplemental
Fig. §1). RT-qPCR reactions were performed i a Rotor
Gene™ 3000 thermocycler (Corbett Research Pty Ltd | Aus-
tralia) using the Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix (2x) (Thermo Scientific). RT-qPCR. reactions were per-
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formed for 15 s at 95°C and 30 s at the corresponding Ty,
(Supplemental Fig. S1) for 40 cycles. MiRNA gene expres-
sion was analyzed usmg the comparative Ct method using 5s
RINA as standard [53].

2.4. Statistical Analysis

Crreadings were analyzed by ANOVA using the Mimnitab
15 software to estimate if biological replicates were statisti-
cally equivalent. P<0.05 was considered as significant. The
cell line vs. pre-let-7 277 expression array was analyzed by
bootstrap probability using Euclidean distance method and
1000 tterations. The analysis was performed at (www hiv.
lanl gov/content/sequence/ HEATMAP/heatmap. html) to
cluster let-7 muRNAs and cell lines by their expression pat-
tern. The 2T readings were also analyzed using the non-
parametric Kruskal-Wallis and Median Mood Test methods
using Minitab 15 software.

3.RESULTS
3.1. Cervical Cells Express LIN28B but not LIN28A

The relative levels of LIN28A and LIN 28B protems
were analyzed by immunoblotting 1n a panel of cervical cell
lines with different malignancy and HFV content. Total pro-
temn extracts from HPV-contaming tumor cell lines (TCL)
Si1Ha, QGU and HeLa (only for LIN28B). immortal cell lines
(ICL) Cx16.2, CxT1 and HKc16EG/ET7-II, and HPV-free C-
33A and HaCaT cell lines were processed by denaturing
SDS-PAGE and probed with specific antibodies for LIN28A
and LIN28B. SiHa cells transfected with a LIN28A expres-
sion plasmmd and the hepatocarcmoma cell line HepG2 were
used as a positive controls for LIN28A and LIN28B [25],
respectively. The cytoskeleton protem P-actin was used as
load control. The levels of LIN28A protein were barely de-
tectable in all cell lines tested with the exception of the posi-
tive control, suggesting that LIN28A 15 not expressed in all
tested cell lines (Fig. 1A) LIN28B showed a differential
protemn expression pattern through all tested cell lnes.
LIN28B was present mn most TCLs with the exception of
QGU cells, but barely observable in ICLs with the exception
of HaCaT cells (Fig. 1B). No correlation with HPV content
was observed.

3.2. Differential Expression of Let-7 miRNAs in Cervical
Tumeor Cell Lines

To analyze the levels of the several let-7 nuRNA van-
ants, small RNA (=200 nt) samples from several HPV-
contaming TCLs (SiHa, CaSki, QGH, QGU and HelLa) and
ICLs (Cx16.2. CxT1 and HKc16E6/ETIL) were evaluated by
RT-qPCR. C-33A and HaCaTcells were used as HPV-
negative controls. A total of eight precursor let-7 varants
(pre-let-7Ta-2_ pre-let-7a-3, pre-let-Tc, pre-let-Te, pre-let-7f-1,
pre-let-7g_ pre-let-71 and pre-nuR-98) were analyzed (Table
1). It was assumed that transcriptional control was the same
for the miRNAs included within each cluster as they are ex-
pressed i polycistromic transcripts [54] Let-7 pre-muRNA
content was mdependently normalized to ribosomal 55 RNA.
The pre-let-7a-3 and pre-let-7e miRNAs presented very low
levels m all tested cell lines. On the other hand, pre-let-T1
showed higher levels in TCL when compared to ICL. Pre-
let-7a-2 and pre-let-7g showed differential levels through all
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Fig. (1). LIN28A and LIN28B expression in cervical immortal
(ICL) and tumor (TCL) cell ines. A) Upper panel. LIN28A protein
expression in total protein extracts from the cervical tumor cell
lines C-33A (HPV-negative), SiHa (HPV-16). and QGU (HPV-16);
the immortal cell lines Cx16.2 (HPV-16), CxT1 (HPV-16) and
HECI16E6ETIl (HPV-16); the immortal keratinocytes HaCaT
(HPV-negative) and the hepatocarcinoma cell line HepG2. SiHa
cells were transfected with a LIN28 A-expression plasnud as posi-
tive control (SiHa Transf). The plots represent the mean and sfan-
dard deviation of at least three independent experiments. Lower
panel. Representative immunoblot of LIN28A expression in cervi-
cal cells. The relative migration of LIN28A and p-actin 15 indicated.
B) Upper panel. LIN28B protein expression in total protein extracts
from the cervical tumor lines C-33A, SiHa. QGU. the immortal cell
lines Cx16.2, CxT1, HEKCI16ESETI and HaCaT. The hepatocarci-
noma hne HepG2 was used as a LIN28B positive control [25]. The
plots represent the mean and standard deviation of at least three
independent experiments. Lower panel Representative immunoblot
of LIN28B expression in cervical cells. The relative migration of
LIN28B and p-actin is indicated.

cell lines tested. regardless of their malignancy. However,
pre-let-7c, pre-let-7f-1 and pre-muR-98 showed sigmificantly
higher levels i all cell lines. being pre-miR-98 and pre-let-
7f-1 the pre-muRNAs with the highest levels (Fig. 2A4).

Assumung that let-7 nuRNAs are all tumor suppressors
[55. 56]. 1t was expected that the overall content of let-7
miRNA precursors would be less in TCL than m ICL. How-
ever, the added 2T scores of let-7 pre-miRNAs from the
QGH. QGU (TCLs) and CxT1 and HKC16EG/E7-II (ICLs)
showed less overall pre-let-7 content regardless the differ-
ences i malignancy. Moreover, pre-let-7f-1 and pre-miR-98
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Tablel. Genomic organization of let-7 family. The let-7
miRNAs used in this study are in boldface.

Let-7 Chr. Cluster
hsa-let-Ta-2 11 mir-100, let-Ta-2
hsa-let-Ta-3 2 let-Ta-3, mar-4763, let-Th

hsa-let-Tc 21 mur-99a, let-Te
hsa-let-Te 19 mur-99b, let-Te, mir-123a
hsa-let-7£-1 9 let-Ta-1, let-Tf-1. let-7d
hsa-let-Tg 3 let-Tg
hsa-let-Ti 12 let-Ti
hsa-miR.-98 X let-7-2, miR-98

appeared relatively high-level considering both ICLs and
TCLs (Fig. 2B). SiHa, HeLa and C-33A cell lmes (all ex-
pressing LIN28B) showed the highest levels of let-7 precur-
sors regardless their HPV content (Fig. 2B). These results
suggested that for at least some let-7 precursors (pre-let-T{-1
and pre-miR-98) regulation may be mdependent of the cell
context. In addition. the HPV content did not appear to be a
factor for let-7 miRINA levels.

3.3. Differential Levels of RAS and ¢-MYC Proteins in
Cervical Cell Lines

The validated let-7 targets ¢-MYC and RAS oncogenes
[57. 58], were evaluated by immunoblotting to determine
therr levels m ICLs and TCLs. B-Actin was used as load con-
trol. Overall, a higher level of ¢-MYC and RAS expression
was observed m TCLs than in ICLs (with the exception of
HaCaT cells) (Fig. 3). even though pre-let-7f-1 and pre-miR-
98 (containing seed regions with specificity for both onco-
genes) were present in all tested cell lines (Fig. 2). Because
of this, the levels of the let-7 antagonist and validated target
LIN28B [25], were evaluated m the same cell extracts as
those used for c-MYC and RAS. A correlation analysis of
pre-let-7 against LIN28B 1n ICLs showed that most let-7 pre-
miRNAs reverse-correlated with LIN28B expression al-
though a small positive R-value was observed with pre-let-
71 However, the correlatton analysis m TCLs showed
LIN28B expression even m the presence of pre-let-7e, pre-
let-71, pre-let-7g, pre-let-7f-1 and pre-miR-98 agamn suggest-
g that these miRNAs may escape LIN28B regulation in
TCLs (Fig. 4).

4. DISCUSSION

In this study, the expression levels of human let-7 pre-
miRNAs and LIN28B protemn were analyzed i several cer-
vical cancer cell lines with different malignancy and HPV
content. A differential pre-let-7 level was observed between
TCLs and ICLs, where the overall concentration of let-7 pre-
cursors 15 enhanced m TCLs. It 1s difficult to reach an abso-
lute agreement about the expression levels of let-7 in cervical
cancer, probably due to the variability of the samples and
experimental conditions used. A previous study comparing
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HKCc16E6/E7-II, and the HPV-free C-33A and HaCaT cell lines. The hepatocarcinoma line HepG2 was used as a positive control for
LIN28B. Red indicates the highest miRNA expression, black represents the median value of 2T, and green represents the lowest miRNA
expression (N=3). The pre-let-7 expression pattem was made according to hierarchical grouping (www.hivlanl gov/content/ se-
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Fig. (3). Expression levels of the let-7 validated targets c-MYC, RAS and LIN28B in tumor (TCL) and immortal (ICL) cell lines. Protein
expression of c-MYC (Slotted bars), RAS (White bars) and LIN28B (Black bars) was evaluated by immunoblotting and plotted relative to b-

actin expression. The plots represent the average and standard deviation of at least three independent experiments.

the miRNA transcriptomes from normal cervical tissue and
tumor cell lines by sequence and northern blot analyses
found low expression of mature let-7a, let-7b, let-7c and let-
7d 1n cervical cancer cell lines. In contrast, let-7e, let-7f, let-
7g and let-71 appeared differentially expressed in both cell
types regardless of their malignancy [44]. Other study using
a RT-qPCR array method comparing clinical samples from
normal and tumor cervical tissues showed that mature let-7e,
let-71, and let-7g were over-expressed in tumor cervical cells.

Let-7d and let-7b showed an indistinct expression pattern in
normal and tumor tissue [45]. None of the studies mentioned
which was the LIN28A/LIN28B expression level within their
samples. However. the differential expression between the
let-7 versions appears independent from the malignancy
status of the cell, although probably linked to regulatory
mechanisms depending on sequence or structural changes.
Two potentially functional polymorphisms within the pro-
moters of the let-7 family have been described in humans:
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rs10877887 at -286 bp from the transcription start site of let-
71 1 chromosome 12 and rs13293512 at -8496 bp from the
transcription start site of the let-7a-1/let-7f-1/let-7d cluster in
chromosome 9 [59]. Nevertheless, no significant difference
was found on let-7d and let-7f-1 levels between cervical
squamous cell carcinoma tissues and adjacent normal tissues
and no association correlated 1513293512 with let-7a levels
m both tumor and adjacent normal tissues. Only rs10877887
showed a lower level of let-71 i tumor fissues but not in
adjacent normal tissues [60]. In our RT-qPCR analysis, pre-
let-7£-1 levels were generally higher than pre-let-71 levels
all cell hines tested, suggesting that the observed variations
reflect differential processing rather than differential expres-
sion (Fig. 2).
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Fig. (4). Comrelation of let-7 precursors with LIN28B, RAS. and c-
MYC expression in cervical tumor (TCL) and immeortal (ICL) cell
lines. Linear correlation analysis was performed with the protein
levels of c-MYC (Slotted bars). RAS (White bars) and LIN28B
(Black bars) and the relative levels of let-7 precursors pre-let-7a-2,
pre-let-Ta-3, pre-let-Tc. pre-let-7e, pre-let-7f-1. pre-let-Tg, pre-let-7i
and pre-miR-98 (n=3). The precursor let-7 are arranged by relative
expression levels in TCL and ICL (green to red).

A sequence alignment of all pre-let-7 relative to the preE
wentified four distinctive domams: the well-known CSD
(preE-loop) and ZNF12 (preE-bulge) docking sites, a single
G-rich 5°-preE-stem domain located prior to the CSD and a
complementary 3 -preE-stem C-rich domam located between
the preE-loop and preE-bulge domains (Table 2). These
complementary domams allow the formation of a preE-stem
that may facilitate interaction with the CSD of LIN28A (and
probably LIN28B) through the 5-NGNGAY-3" docking
sequence found within the preE-loop [32]. Precursors for let-
Ta2, let-Te. let-Tc. let-7a-3. let-7f-2 and let-7a-1 (whach have
a preE-stem of less than 30nt), lack the G-rich 5° preE-stem
domain. In contrast, precursors for let-7h, let-7d. let-7f-1. let-
71, let-7g and muR-98 (with a preE-stem of over 30 nt) con-
tam both 5° and 3” preE-stem domams (Table 2). A structural
bidimensional in silico analysis of the several pre-let-TpreE-
stems showed that pairing of G residues with U and C resi-
dues withm the C-rich region allows the formation of a wider
CSD docking loop than the one formed by short preE-stems

Zamora-Contreras and Alvarez-Salas

(Supplemental Fig. S2). Thus, short preE-stem let-7 precur-
sors form a stable structure with a smaller preE-loop less
accessible for LIN28 binding. Moreover, the predicted struc-
ture of pre-let-7a-3 showed that the CSD docking site is
completely paired with the C-rich region, which may in part
explain the reported escape from LIN28A regulation [61].
Other short preE-stem precursors such as pre-let-7c and pre-
let-7a-2 displayed a more accessible CSD docking site with
weak pairings that would allow LIN28A/LIN28B interaction.
Therefore, let-7 precursors contamning long preE-stems, may
have a stronger mteraction with LIN28B because the preE-
loop 15 wider, thus allowmg a more stable binding and a
slower tumover rate promoting accumulation 1n the nuclens
or allowmg TUTase-mediated degradation. Let-7 precursors
with a short preE-stem would have a weaker interaction with
LIN28B and may be promptly transformed to a mature
miRNA or even bypass mteraction with LIN28B protein
(Fig. 5). A kinetic study on LIN28A/let-7 mnteraction re-
ported that LIN28A apparently docks first with the 5°-
NGNGAY-3" sequence within the preE-loop, rearranges the
preE structure and then interacts with the ZNF12 sites [62].
Thus, a short preE-stem could effectively hamper the initial
docking by narrowing the preE-loop resulting in a less stable
configuration. Another report showed that hsa-pre-let-7a-3
and mmu-pre-let-7¢-2. both with short preE-stem. did not
mteract m the same way with LIN28A/LIN28B as the rest of
the let-7 pre-muRNAs [61]. Other studies also provided affin-
ity data between let-7 precursors and LIN28A mostly using
pre-let-7g (with a long preE-stem). Under similar binding
conditions, long preE-stems pre-let-7f-1. pre-let-7d and pre-
let-7g have greater affimty for LIN28A than other short
preE-stem let-7 miRNAs (let-7a-1, let-Ta-2_ let-Tc and let-7f-
2) [28. 63]. A recent bioinformatics approach concluded that
the structure of the preE is more important for LIN28A rec-
ognition than the sequence [46], although the relevance of
the length and sequence of the preE-stem among let-7 pre-
cursors for the interaction with LIN28B has not been ex-
penimentally approached. Further analyses on mature let-7
miRNA levels will allow functional correlation with pre-let-
7 status.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

Here, we first describe the content of several let-7
miRNA precursors (from all different let-7 loci) and four of
their validated targets in a panel of cervical cell lines with
different malignancy. Our results showed that the differential
content of let-7 miRNA precursors 1s not associated with
malignancy or HPV content. Although this can be the conse-
quence of differences m transcriptional control through the
let-7 loct, 1t can alse be related to alternative biogenesis
pathways mdependent from LIN28A/LIN28B regulation.
Pre-let-7c, pre-let-7f-1 and pre-muR-98 were expressed
through the entiwe panel of cell lines. Other precursors,
namely pre-let-7a-3 and pre-let-7e, were mostly undetectable
but pre-let-7a-2, pre-let-7g and pre-let-71 showed less pro-
nounced expression. No significant LIN28A proten was
detected 1n the cell line panel but LIN28B did show signifi-
cant higher levels in TCLs. Co-expression with pre-let-Tc,
pre-let-7f-1 and pre-miR-98. suggested escape from LIN28B
regulation. The oncogenic let-7 targets ¢-MYC and RAS
were also significantly expressed m TCLs but also m the
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the mature let-7 regulate its targets.
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Table2. Sequence alignment of human pre-let-7 miRNAs. The complete sequences of the human pre-let-Ta-2, pre-let-Ta-3, pre-let-
Tc, pre-let-Te, pre-let-7f-1, pre-let-Tg, pre-let-Ti and pre-miR-98 were first aligned with CLUSTALW and re-arranged
relative to the preE. Each sequence was divided into three main sections: the 5P STEM (which includes the underlined
seed sequences), the preE-ELEMENT and the 3P STEM. The preE was further divided in four sub-sections: The G-rich
region at the 5° preE-STEM, the CSD docking site in the preE-LOOP, the C-rich region at the 3’ preE-STEM and the
ZNF interaction sites in the preE-BULGE. The most stable secondary structures were used to identify the pairing nucleo-
tides that can form a preE-stem (Bold).

preE-ELEMENT
let-7 PRECTUR- = .
SPSTEM . 3P STEM
SOR ® S'preE- preE- 3'preE- preE-
STEM LOOP STEM BULGE
‘re-let-Ta- (... . et T e e T T - S . -
- GGUUGAGGUAGUAGGUUGUATAGUU URGARRTUAC AUCRE GEGLGAT
SUUET-
GUDED GEAGGA CACCCR AGGAGA
Pre-let-Tc |GGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUD UAGAGUUA CRCCCU GEGAGTT
re-let-Ta-
- & GGEUGAGGUAGUAGGUUGUATAGUT UGGGGCUCT GCCCUGCT BUGGGAT
Pre-let-7i-
- GRGGUAGUAGAUUGUAUAGUT U TRGGGUCAT LCCCCAUCT | UGGRGAT
Pre-let-Ta- |, .. . T —————— ) CAC sull e A
1 GGATGAGGUAGUAGGUUGUATAGUU U URGGGUCAC | RCCCACCALU | GGGRGAT
ARCTURUACRRCC
T |GGGEUGAGGUAGUA UGUGUGGUT| UCRGGGC | AGUGRUGTT GCCCCUC GEARGAT Hi rb[;;ﬂ
Fre-let-7d |GGRAAGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUT| UUAGGGC | AGGGRUUUUT GCCCACR AGGAGGU | ARCUAUACGACCUGCUGCCUUTCTT
Pre-let-7f- GAGUGASZ URGATUGU- 0 ACUGATUTT | Acccusuuc aEcnE a‘-;U}-‘J-LCUQUECL}E:CUQUUGCCCUC—
1 ATAGUUGT CCcu
Pre-let-7i |GGCUGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU| GGUCGEGEU | UGUGACAUT GCCCGCUG UGGAGAU | ARCUGCGCAAGCUACUGCCUUGCTA
PFre-let-Tg |GGCUGAGGUAGUAGUUUGUACAGUT| UGAGEGUC | UAUGAUACC LCCCGGUAC
Pre-miR-oE GC—GUC—F&-C—""JA:‘}U."-,:‘%GUUGU— U a 2020 |zeeccceazty| asraca LTAACL'ALTACPJ‘-:CIJUACIACUUUC—
ATUGTUG CCu
Consensus NGHGRY HGHNG

immortal cell line HaCaT suggesting that although pre-let-
Te. pre-let-7f-1 and pre-miR-98 are present. they may not be
functionally available. It is unclear whether the observed
differential let-7 regulation associates with malignancy or 1f
this phenomenon 1s common to cancer types other than cer-
vical cancer. Moreover, the assessment of mature let-7 miR-
NAs may provide additional evidence of let-7 dysregulation
i cervical cancer. Further binding and structural studies on
the interaction between let-7 miRNA precursors and
LIN28A/LIN28B may help to better understand the role of
these tumor suppressors in normal and cancer cells. nclud-
mg cervical cancer.
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