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1. RESUMEN

LIN28B es una proteina de unidn a RNA ampliamente expresada en el
desarrollo embrionario. Esta involucrada en la supresion de la biogénesis de
los miRNAs supresores de tumor let-7. Por esta capacidad, se le ha descrito
como una proteina oncogénica que se expresa en varios tipos de cancer.’

La capacidad oncogénica de LIN28B ha llevado a la busqueda de moléculas
que puedan interferir con la union de let-7 y asi recuperar el control de
procesos celulares fundamentales.? Dentro de las moléculas que pueden
inhibir la interaccién entre LIN28 y let-7 se pueden identificar pequefias
moléculas organicas, anticuerpos y aptameros. Estos ultimos son moléculas
de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA) que adquieren conformaciones
tridimensionales que les otorgan una gran afinidad y especificidad a otras
moléculas y son comparables con anticuerpos monoclonales. Debido a su facil
fabricacion sintética, los aptameros han sido usados como biosensores y
agentes terapéuticos gracias a que pueden intervenir en interacciones entre
proteinas, proteina-sustrato o proteina y acido nucleico.’

A pesar de que ya se tiene conocimiento profundo de la interaccion entre LIN28
y moléculas de RNA, aun no se tiene un registro de como el paralogo LIN28B
en humanos pueda interaccionar con moléculas de ssDNA. El objetivo del
presente trabajo fue recuperar una poblacion de moléculas de ssDNA afines a
LIN28B mediante la metodologia de Evolucion Sistematica de Ligandos por
Enriquecimiento Exponencial (SELEX) para identificar la capacidad de LIN28B
de unirse tanto a moléculas de ssDNA como de RNA.

Para ello se produjo a la proteina LIN28B recombinante la cual se utiliz6 como
blanco para llevar a cabo procesos SELEX con una poza aleatorizada de
ssDNA. La unidén entre la proteina LIN28B recombinante y la poza de
aptameros seleccionada mostraron que la proteina LIN28B recombinante tiene
la capacidad de unir moléculas de ssDNA. Este hecho sugiere que la
naturaleza quimica de las moléculas de acidos nucleicos tiene una influencia
limitada en su capacidad de interaccionar con LIN28B y, entonces, es la

estructuracién del acido nucleico la que otorga esta facultad.



2. ABSTRACT

LIN28B is an RNA-binding protein expressed in embryonic development and is
involved in the regulation of let-7 tumor suppressor miRNAs. Due to this
capacity, it has been described as an oncogenic protein expressed in various
types of cancer. The oncogenic capacity of LIN28B focused research on
molecules that can interfere binding with let-7 and allow for the recovery of
fundamental cellular processes. Some molecules that can inhibit the interaction
between LIN28 and let-7 are small organic molecules, antibodies and
aptamers. These last ones are RNA or single-stranded DNA (ssDNA)
molecules that can acquire stable three-dimensional conformations to provide
binding affinity and specificity by other molecules and comparable to those of
monoclonal antibodies. Due to their easy and affordable synthetic production
and their ability to interfere with interactions between proteins, protein-
substrate or protein and nucleic acid, aptamers have been proposed as novel
therapeutic agents for several diseases including cancer.

Despite the basic understanding about the interaction between LIN28 and let-
7 miRNAs, the ability of LIN28 to interact with other single-stranded
oligonucleotides remains unknown. The goal of this work was to recover a
population of LIN28B-high affinity ssSDNA molecules from Systematic Evolution
of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX) methodology to establish the
capacity of LIN28B to bind both ssDNA and RNA molecules. Recombinant
LIN28B protein was produced to carry out SELEX processes with a randomized
library of ssDNA. The resulting selected pool of aptamers established the ability
of LIN28B protein to bind ssDNA molecules. This result implies a limited
influence of nucleic acid molecules chemical nature on their ability to interact
with LIN28B, and suggests nucleic acid structuring as the feature most likely to

provide the basic framework for specific binding.



3. INTRODUCCION

3.1 Propiedades de los microRNAs (miRNAs)

Los micro-RNA (miRNA) son RNAs pequefios de alrededor de 20 a 25
nucledtidos que actuan postranscripcionalmente como represores de la
expresion génica. Descritos por primera vez en el nematodo Caenorhabditis
elegans y posteriormente identificados como un mecanismo de silenciamiento
conservado a través de diferentes especies. Los miRNA se han considerado
como moderadores claves en diversos procesos celulares.*%® Debido a su
papel como reguladores, se les han atribuido funciones trascendentales en
redes de regulacidn que rigen el control del desarrollo y la diferenciacién. Su
papel es tan importante que alteraciones en su biogénesis se han
correlacionado con defectos en el desarrollo de organismos hasta la aparicion
de estados carcinogénicos.”®

Los miRNAs son codificados a lo largo del genoma como genes individuales o
clusters y se pueden encontrar dentro de los genes, entre ellos o en regiones
no traducidas. La biogénesis canonica de miRNAs (Figura 1), comienza con
su transcripcion como miRNAs primarios o pri-miRNAs por la RNA polimerasa
Il (RNA-pol Il) con una caperuza de 7-metil-guanosina en su extremo 5" y una
cola de poliadeninas en el 3" caracteristicos de los transcritos primarios
codificantes.’

Posteriormente, son procesados a miRNAs precursores (pre-miRNAs) gracias
a la accion del complejo Microprocesador formado por la proteina DiGeorge
syndrome chromosomal region 8 (DGCRS8) y la ribonucleasa tipo Il Drosha. El
pre-miRNA resultante con la estructura caracteristica de tallo-burbuja y un
extremo 3~ donde sobresalen dos nucleotidos es exportado al citoplasma
gracias a exportina 5 en un mecanismo dependiente de RanGTP.°

Ya en el citoplasma, la endonucleasa DICER se encarga de remover la burbuja
terminal del precursor formando un RNA de cadena doble de 20 a 25
nucledtidos de longitud. Posteriormente, este duplex de miRNA maduro es
cargado en la proteina Argonauta y tras la liberacion de una de las dos
cadenas se forma el Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC) el



cual media el decaimiento de los RNA mensajeros con complementariedad a

la region semilla del miRNA localizada en su extremo 5° (2 a 8 nucleétidos).™®
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Figura 1. Representacion esquematica de la biogénesis canénica de miRNAs.
(Pérez y Pérez, figura no publicada) 1. Los miRNA son transcritos por la RNA-pol Il
en pri-miRNA. 2. Posteriormente, son reconocidos por el complejo Microprocesador
(Drosha y DGCRS8) que corta al pri-miRNA en pre-miRNA. 3. Luego, el pre-miRNA se
exporta al citoplasma con la ayuda de Exportina 5 en complejo con RanGTP. 4. En el
citoplasma Dicer en conjunto con TRBP reconoce y escinde el pre-miRNA para formar
el duplex maduro de miRNA. 5. El duplex de miRNA resultante se carga en la proteina
Argonauta que desenrolla el duplex para producir la cadena guia y descartar la otra
cadena para formar el complejo mRISC. 6. mRISC mediante el reconocimiento de su
RNAm blanco puede llevar a reprimir la traduccion y el decaimiento del RNAm.

3.1 Caracteristicas de la familia del miRNA let-7

Desde su descubrimiento como un regulador clave para el desarrollo de
C.elegans let-7 (lethal 7) ha traido una nueva vision al mundo de los RNAs no
codificantes, las acciones que ellos realizan y ha servido como modelo para el
estudio de la regulacion de otros miRNAs.'"1° Se ha confirmado su presencia
a través de especies adoptando un papel importante en el desarrollo y
diferenciacién de organismos.'?

En el humano la familia de let-7 estd compuesta por 12 miembros (let-7a-1,
let-7a-2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-7g, let-7i y

miR-98), los cuales comparten su regién semilla, sugiriendo que todos los



miembros tienen el mismo mecanismo de reconocimiento y blancos en comun.
Las diferencias en la secuencia de cada uno de los miembros se han
correlacionado con cambios en su estructura que conllevan a diferencias en
su regulacion. 314

Let-7 se encuentra involucrado en diversos bucles regulatorios y vias de
sefializacion. Sus niveles se han encontrado disminuidos durante el desarrollo,
pero generalmente en células diferenciadas ejerce un papel como supresor
tumoral (Figura 2). Dentro de la gran red donde let-7 se encuentra como actor
principal entre complicadas vias de regulacién, se ha identificado como uno de
los miRNAs que tienen como blanco rutas de sefalizacion que son cruciales
para la aparicion, mantenimiento y desarrollo de estados carcinogénicos.'>:16.17
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Figura 2. Niveles de let-7 a través de la diferenciacién.”” Durante el desarrollo
normal, las células progenitoras se vuelven mas restringidas a linajes celulares
especificos. Los niveles de expresién de los miembros de la familia let-7 (abajo)
aumentan durante la diferenciacion. De acuerdo con los niveles de let-7, sus genes
blanco (por ejemplo, RAS, HMGAZ2 y LIN28) muestran un patrén de expresion inverso.
En células precursoras de cancer (CSC) let-7 no es detectable, mientras que RAS,
HMGAZ2 y LIN28 estan presentes en niveles altos. Las flechas solidas representan al
progreso en la diferenciacién normal. Las flechas punteadas marcan vias alternas
debido a la desregulacion de los niveles de let-7.




Por ello, se han observado niveles anormales de este miRNA en diversos tipos
de cancer. Una de sus vias de accion es la represion que ejerce a diversos
oncogenes como Myc, RAS, E2F1, E2F5, LIN28, ARID3B, PBX3, HMGAZ2. Asi
la sobreexpresion de let-7 ha desencadenado la supresion de la capacidad de
sufrir la transicion epitelio-mesenquimal de células, la induccion de
quimiosensibilidad, en retomar el control de las vias de sefializacién celular y
disminuir la proliferacién.'®1°

Los niveles de let-7 se correlacionan inversamente con la aparicion de células
precursoras de cancer (CSC). Asi mismo, se ha descrito una relacién inversa
con las proteinas LIN28 y LIN28B desde estadios tempranos del desarrollo
hasta en ambientes oncogénicos, indicando como el equilibrio entre estas dos
moléculas es uno de los factores que rigen el desarrollo, la diferenciacion vy el

mantenimiento celular.20.21.22.23

3.1 La proteina LIN28B

LIN28 (cell lineage abnormal 28) es considerada una proteina reguladora que
se une a RNA. Por primera vez descrita en C. elegans como una proteina que
dirige el desarrollo, LIN28 se encuentra conservada a través de la escala
evolutiva. En el humano, hay dos paralogos de LIN28 conocidos como LIN28A
y LIN28B cuyas proteinas se componen de 209 y 250 aminoacidos,
respectivamente.?*"

Estas dos proteinas comparten un 62% de identidad (EMBOSS Matcher), y
poseen un dominio Cold Shock (CSD) mas dos dominios del tipo dedos de
zinc (ZKD) en tandem. Esta peculiar combinacién de dominios le otorga la
capacidad de interactuar con cadenas de RNA (figura 3).25:26
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Figura 3. Representacion esquemdtica de LIN28A y LIN28B de humano.”
Arriba, LIN28A (209 aa) posee un dominio CSD en su extremo amino terminal y 2
dominios de tipo dedos de zinc (CCHC) en tandem en su extremo carboxilo. Abajo,
LIN28B (250 aa) posee ademas un motivo de localizacion nucleolar (NoLS) en medio
del CSD y los CCHC; asi como un motivo de localizacion nuclear (NLS) en su extremo
carboxilo.

Debido a la gran homologia en secuencia de LIN28A y LIN28B, se les han
atribuido a ambas las mismas funciones en el control del desarrollo temprano,
su papel en cancery el control de la biogénesis de la familia de los miRNA let-
7. Sin embargo, se ha observado que la expresion de estas dos proteinas es
mutuamente excluyente.?” Mas aln, el mayor tamario de LIN28B le otorga
algunas diferencias en su expresion y funcion.?®

La presencia de los dominios de localizacion nuclear y nucleolar en LIN28B,
han llevado a encontrarla tanto en el citoplasma como en el ntcleo.?® Se ha
propuesto un recambio entre estos dos compartimentos, con una preferencial
localizacion nucleolar, indicando la posible presencia de factores
desconocidos en el nucléolo para regular a los pri-let-7 de una forma
dependiente de LIN28B.?”

Debido a que las proteinas nucleolares son altamente dinamicas y se

encuentran en constante recambio entre el nucléolo y nucleoplasma, la posible



capacidad otorgada a LIN28B de humano por la accién conjunta de estos
motivos de localizacion y el CSD de interaccionar con moléculas de DNA y asi
afnadir otro mecanismo de regulacién a las acciones de esta proteina no se ha

confirmado.30:31

3.1.1 Regulacion de let-7 por LIN28

Mediante ensayos de interaccion y co-precipitacion se han podido recuperar
los complejos que los precursores de la familia let-7 forman con LIN28. Estos
experimentos ayudaron a plantear los principios de la regulacién negativa que
LIN28 ejerce sobre la biogénesis de let-7; idea que surgio de la relacion inversa
observada que LIN28 y let-7 tienen en las células en donde niveles constantes
de let-7 son encontrados durante la diferenciacion y LIN28 solamente es
detectable a altos niveles en células sin diferenciar.32-33

Aunque ambas proteinas participan de manera conjunta en el desarrollo
humano, LIN28A ha sido mayormente estudiada en cuanto a su estructuracion.
Debido principalmente a su menor tamano (22 kDa), esta ha sido usada para
establecer su estructura bipartita y la interaccion que tiene con sus blancos
principales.?6:343%

La estructura cristalografica mostrada por Nam en 2011 mostré como LIN28A
actua como un supresor de la biogénesis de pre-let-7f, mediante el
reconocimiento mediado por los ZKD y el motivo de secuencia 5-GGAG-3" en
el loop terminal conservado en los pre-let-7.34 Asi también se identificé que el
motivo CSD de esta proteina interactua con el loop terminal de los pre-let-7 a
través de un motivo menos especifico (5’-(U)GAU-3’), pero que le confiere una
mayor afinidad a la interaccion y conlleva a una amplificacion de los efectos

regulatorios de LIN28 (figura 4).14
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Figura 4. Detalle molecular de la interaccién entre LIN28 y pre-let-7.743* LIN28
interactua con el loop terminal de los precursores de let-7 a través de los dominios
CSD (azul) y ZKD (verde) y motivos conservados en los pre-miRNAs (naranja). En
gris se observa las partes del precursor no incluidas en la cristalografia, en amarillo
se marcan las partes del miRNA maduro y con flechas grises los sitios de corte para
Dicer. Se marca con flechas negras el posible desdoblamiento de bases mediado por
LIN28. Al lado de cada interaccion se observan los motivos en formato MEME
identificados por Ustianenko y colaboradores en el 2018.

Los efectos de esta interaccién dirigen el impedimento en la maduracién de
los let-7 a través de diferentes mecanismos, impidiendo el procesamiento de
los pri-let-7 por Drosha en el nucleo, bloqueando el procesamiento de los pre-
let-7 por Dicer o promoviendo la oligouridilacion del extremo 3 de los pre-let-
7 en el citoplasma mediante el reclutamiento de las TUTasas 4 y 7; hecho que
sirve de sefial para su degradacion por la nucleasa DIS3L2.26:36.37

A diferencia de LIN28A que se ubica exclusivamente en el citoplasma, LIN28B
se encuentra en constante cambio entre el nucleo y el citoplasma debido a que
LIN28B posee una sefal de localizacidn nuclear en el extremo carboxilo
terminal y una sefial de localizacion nucleolar entre el CSD y los ZKD.38:28
Por su parte los mecanismos por los cuales LIN28B inhibe la expresion del
miRNA let-7 permanecen controversiales y recaen en cuatro teorias

principales. La primera postula que mediante un mecanismo independiente de



TUT4, el LIN28B nuclear se une a los pri-let-7 a través de sus dominios
conservados impidiendo su procesamiento por el complejo microprocesador.?’
La segunda y tercera establecen que LIN28B puede unirse a los pre-let-7 en
el citoplasma e inhibir su procesamiento por DICER??, asi mismo, puede
inducir la degradacion de los pre-let-7 por reclutamiento de alguna TUTasa

desconocida que promoveria la activacion de la exonucleasa DIS3L2.39

Nucleo Brosa Citosol

) c DGCR8 \ O
pri-let-7 \ pre-let-7

&
LIN28A/B { —
) \ pre-let-7 let-7
Drosha /
DGCR8 S LIN28A/B
o - / UUUT pre-/et-7

e —

- N & TUT4/TUT7
: , 5
Nucléolo T & / \DISSLZ
LIN28B //
: pri-let-7 ‘ 3 Degradacion
S —
Q _____ S

Figura 5. Regulacién de la biogénesis de let-7 por LIN28 y LIN28B.*® La
biogénesis puede ser inhibida de manera dependiente o independiente de las
TUTasas. LIN28B puede secuestrar al pri-let-7 en el nucléolo impidiendo su
procesamiento por el complejo microprocesador (Drosha y DGCRS8). LIN28A con
ayuda de MSI1 puede localizarse en el nucleo, impidiendo el corte de pri-let-7. En el
citoplasma, ambos paralogos pueden unirse al pre-let-7 impidiendo su procesamiento
por Dicer, y llevando al precursor a degradacién gracias al reclutamiento de las
TUTasas 4 y 7 que bajo estas condiciones poliuridilan el extremo 3" del precursor, lo
que desencadena su decaimiento por medio de la exonucleasa DIS3L2.

La cuarta teoria recae en su NoLS, el cual le permite también secuestrar a los
pri-let-7 en el nucléolo impidiendo su maduracion (figura 5), lo que propone la
presencia de factores nucleolares que dirijan la degradacion o modificacion de
los pri-miRNA secuestrados por LIN28B.?”
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3.1.2 Efectos de la expresion atipica de LIN28B

La represion en la expresion de let-7 es necesaria para el desarrollo normal y
para conservar el estado pluripotente en las primeras etapas del desarrollo
embrionario. Sin embargo, una vez que el desarrollo se ha completado, la gran
mayoria de tejidos expresan a let-7, encontrando presencia de LIN28
solamente en algunas partes como en las células epiteliales del asa de Henle,
los tubos colectores del rifion y en el musculo cardiaco.*%41

Se ha identificado que en ratones la sobreexpresion de LIN28B es suficiente
para el desarrollo de cancer hepatocelular. Este hecho se relaciona con los
reportes de que en varios tipos de cancer (pulmén, mama, colén e higado)
LIN28 se encuentra sobreexpresada, e induce proliferacion gracias a la
activacion de varios oncogenes a través de mecanismos dependientes e
independientes de let-7 (figura 6).4243

LIN28 puede actuar de una forma independiente de su accion sobre let-7 para
promover el estado oncogénico, mediante la union directa a los transcritos de
proteinas encargadas de activar la invasion y metastasis, promover la
inestabilidad y la mutacion gendmica, asi como adquirir una inmortalidad
proliferativa.’-32.38:44

Recientemente, también se identificd la co-expresion de ciertos precursores
de let-7 con LIN28B en lineas celulares derivadas de cancer cervical, lo que
implicaria un mecanismo de escape de la regulacion de LIN28B en este
ambiente.*®

La presencia de LIN28B en tejidos carcinogénicos también permite la
estabilizacidn de transcritos facilitando la expresion por la union directa a su
region codificante o su 3" UTR." Asi, se ha identificado la regulacion positiva
en la expresion de genes involucrados en el ciclo celular, splicing y
remodelamiento de la cromatina ademas de biomarcadores en varios tipos de

tumores humanos como DLL3 en cancer de pulmon de células pequeiias.*647
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Desde que se identificd la interaccion entre LIN28 y let-7, la relacion entre
estas dos moléculas llamo la atencion sobre todo por la posible retroregulacion

que estas podrian tener.?423
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Figura 6. LIN28B y la adquisicion de caracteristicas propias del cancer
(modificado de Balzeau et al. (2017))." La capacidad de union al RNA de LIN28B
ademas de regular genes blancos propios de let-7, le permite estabilizar mRNAs
necesarios que promueven el desarrollo de cancer. En azul se marcan los genes
regulados por LIN28B a través del efecto sobre la biogénesis de let-7. En violeta se
marcan los genes regulados directamente por su interaccion con LIN28B. En el
circulo se esquematizan las caracteristicas otorgadas por LIN28B que promueven el
desarrollo y progresién a cancer. En sentido de las manecillas del reloj, a partir de
las 12, representa: evadir los supresores del crecimiento, escapar de la respuesta
inmune, adquirir una inmortalidad proliferativa, promover la inflamacion, activar la
invasion y metastasis; inducir la angiogénesis, promover la inestabilidad y mutacion
gendmica, resistir la muerte celular, desregular el metabolismo celular y adquirir una
sefializacion replicativa sostenida.

Debido a las diversas vias en las cuales participa, let-7 es considerado como
un MmiRNA supresor de tumores con una gran cantidad de blancos, tal es el
caso de transcritos asociados al control del ciclo celular, regulando procesos
como el paso a través de los puntos de control del mismo, la replicacion del
DNA vy la proliferacion celular.”4® Ademas, let-7 es capaz de inhibir la

proliferacion y resistencia tumoral por la regulacién negativa que ejerce sobre
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un gran numero de oncogenes, afectando reguladores clave del ciclo celular,
la diferenciacion celular asi como de la apoptosis.36:17

A través de su interaccidon con let-7, LIN28 promueve multiples procesos que
pueden conllevar al desarrollo y la progresion a cancer.! Se ha descrito que
let-7 interactua con sitios de union en el 3° UTR del transcrito de LIN28 vy
LIN28B, mostrando una retroregulacién para esta molécula en donde altos
niveles del miRNA impedirian la formacion de los paralogos de LIN28,
promoviendo un mayor escape regulatorio y, en consecuencia, una mayor

cantidad de let-7 maduro en estos estados (figura 7).49:%0
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Figura 7. let-7 y su amplia regulaciéon.”® Se esquematiza la regulacién de la
expresion de let-7 en varias etapas, involucrando a varios factores y circuitos
regulatorios, destaca la doble regulacién negativa con LIN28B. Las flechas solidas
representan a modificaciones activadoras y las flechas punteadas a modificaciones
inhibitorias.

El entendimiento del funcionamiento de LIN28B podria revelar nuevos blancos
terapéuticos potenciales para restaurar los niveles de let-7 en diversos tipos
de cancer con sobrexpresion de LIN28B.?” Varios estudios se han centrado en

inhibir esta interaccion mediante pequefias moléculas que desestabilizan el
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complejo LIN28B/pre-let-7 dejando a let-7 libre para ejercer su funcién

antioncogénica.>152:53

3.2 APTAMEROS

Los aptameros son moléculas de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA) que
pueden plegarse en conformaciones tridimensionales que les confieren la
capacidad de reconocer una molécula blanco con gran afinidad y
especificidad, siendo comparables con algunos anticuerpos monoclonales.>*
Desde que se describio el método de Evolucion Sistematica de Ligandos por
Enriquecimiento Exponencial (SELEX) en 1990, se han podido seleccionar
aptameros que tienen afinidad por una gran variedad de blancos que van
desde pequeiias particulas metalicas, hasta células completas.5%:56.57

| B> 7 Incubacién con
4 L4 v el blanco A »

‘J-'—‘ N v y |
1 9957wt G,

Poza aleatorizada / ) ) ® \
Separacion de

secuencias no unidas

=) ¢ Ciclos a
5 ]J;_IIIPJ e t‘ SELEX P

2

o

Identificacion de aptameros
por clonacién, secuenciacion
y ensayos de interaccion
4 3

Amplificacién de ¢ d )) Elucion de aptameros
aptameros recuperados

Figura 8. Metodologia SELEX.*® Se muestra un esquema del método SELEX como
un proceso iterativo. 1. Una poza aleatorizada de oligonucleodtidos se hace
interaccionar con un blanco. 2. Mediante diversos métodos de particionamiento, las
moléculas no unidas son separadas. 3. Posteriormente, los aptameros con afinidad
por el blanco son recuperados. 4. Los aptameros recuperados son amplificados para
poder entrar a otro ciclo de seleccion. 5. Después de varios ciclos, aptameros con alta
afinidad por el blanco son identificados a través de clonacion, secuenciacion y
ensayos de interaccion.

El método SELEX consiste en la particion de una poza aleatorizada de acidos
nucleicos de cadena sencilla mediante su interaccion con el blanco de interés,

para su posterior amplificacion y de nuevo su interaccidn con el blanco para
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completar un ciclo de seleccion. Después de varias rondas de seleccion,
aptameros con alta afinidad por el blanco son identificados a través de
clonacién, secuenciacion y ensayos de interaccion (figura 8).%8

Una vez obtenidos, los aptameros pueden aplicarse como sensores
moleculares y en algunos casos son capaces de interferir con las funciones
biolégicas de sus blancos, como son las interacciones proteina-sustrato,
proteina-proteina y proteina-acido nucleico; interacciones que LIN28B posee

y son necesarias para su funcionalidad.®®

3.2.1 Tipos de SELEX

El método SELEX tiene diversas variantes, cada una de ellas tiene sus
ventajas y desventajas, tales como: el tiempo que lleva realizar un ciclo de
seleccion, el requerimiento técnico necesario para realizarlo, la cantidad de
blanco utilizado, entre otros. Asi también, la eficiencia en la recuperacion de
aptameros de alta afinidad en cada método se ve afectada por el posible fondo
qgue cada uno de ellos pueda tener, definido principalmente por el estado fisico
en el que se encuentre el blanco.

Una de las variables principales del método consiste en la naturaleza de la
poza aleatorizada de acidos nucleicos. En sus inicios, ésta era disefiada a
partir de RNA dada su naturaleza de cadena sencilla directamente de un
proceso de transcripcion. Sin embargo, resulté mas practico y menos costoso
el utilizar ssDNA directamente de la sintesis o por un proceso de
amplificacion.®®

Para realizar un RNA-SELEX, una poza aleatorizada de ssDNA sintético es
transcrita para producir una poza de RNA. Asi, el disefio de la poza debe
incorporar un promotor (p.ej. el promotor del bacteriéfago T7) y el protocolo
SELEX debe incorporar una reaccion de transcripcion in vitro (TIV). La poza
de RNA es incubada con el blanco de interés y las moléculas interactuantes
se separan por diversos métodos (particion). En sus origenes se empleaba la
cromatografia por afinidad en columna para la particion, utilizando como fase

movil a la poza aleatorizada en un buffer con altas concentraciones de sal para
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permitir la proximidad del RNA a blancos negativamente cargados unidos
covalentemente a la fase estacionaria. Después de varios lavados con el
mismo buffer, los aptameros unidos especificamente al blanco eran eluidos
con agua debido al cambio de fuerza ionica. Después de cada ronda de
particion, los RNA obtenidos son sometidos a un proceso de reverso
transcripcién y amplificacion por RT-PCR.5%5:%6

En contraparte, para la obtencién de aptameros de ssDNA mediante un DNA-
SELEX, la amplificacion después del primer ciclo de seleccion se realiza
directamente, con la posibilidad de utilizar cebadores modificados para
atribuirle a los aptameros propiedades adicionales en la interaccion. La
generacion de las moléculas de ssDNA se realiza con un método denominado
PCR asimétrica, donde los cebadores se utilizan a diferentes concentraciones
permitiendo una amplificacion geométrica de cadenas sencillas®'62

Dada la naturaleza de cada una de las diferentes variantes en el proceso de
particion del método SELEX, se han descrito diversas modificaciones al
mismo.53 Por citar algunos, se han desarrollado métodos en los que se utiliza
equipamiento especializado como en el SELEX por electroforesis capilar (CE-
SELEX) en donde las moléculas unidas al blanco se separan de las no unidas
en una solucién, lo que elimina el posible fondo que métodos tradicionales
pueden tener por el soporte en el que se realiza el procedimiento.63%4 Otro
ejemplo es SELEX acoplado a microscopia de fuerza atémica (AFM-SELEX),
donde se explota la alta resolucion de esta técnica para medir la fuerza de
interaccion entre dos moléculas.®®

Pese a las ventajas que estas variantes en la particion otorgan, el
equipamiento necesario para llevar a cabo estas metodologias es la principal
limitante. Ademas del alto costo que conlleva su aplicacion, se requiere de
considerable experiencia técnica, lo cual ha producido una baja incidencia en
el reporte de aptameros utilizando estas variantes.%”%

Por estas razones, el método SELEX tradicional que involucra una superficie
de inmovilizacién es el que ha predominado. Se ha podido adoptar el método

originalmente descrito a variantes como |IP-SELEX donde se utiliza la
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precipitacion de los complejos blanco-aptamero utilizando anticuerpos o perlas
magnéticas o NCF-SELEX en el que se utiliza la filtracion a través de
membranas de nitrocelulosa donde los complejos blanco-aptamero quedan
retenidos. 66 67

Sin embargo, en varios de estos métodos la eficiencia en la adquisicion de
aptameros de alta afinidad se ve disminuida con abundante recuperacion de
moléculas con poca afinidad por el blanco en los primeros ciclos de seleccion.
Por estas razones han surgido alternativas en las que se aumenta la
astringencia y se ve disminuida la amplificacion de moléculas poco afines. Tal
es el caso del NON-SELEX, en el cual no se incluyen pasos de amplificacion

intermedios.68:6°

3.2.1.1 RAPID-SELEX (NON-SELEX)

El método SELEX es altamente probabilistico, lo que ha promovido el
surgimiento de metodologias que faciliten la recuperacion de aptameros con
alta eficacia y eficiencia. Sin embargo, la implementacién de variaciones al
SELEX usualmente requiere de equipo especializado que no se encuentra
disponible en todos los laboratorios que tengan interés en aislar aptameros.”®
Tomando protocolos SELEX combinados con electroforesis capilar, se ha
desarrollado el método NON-SELEX el cual consiste en un proceso que no
incluye pasos de amplificacion intermedios. Omitiendo varios de estos pasos
se excluyen los procesos relacionados a errores cuantitativos propios del
proceso de amplificacion exponencial otorgados por la PCR, tal es el caso de
las diferencias en la eficiencia de amplificacion que cada una de las
secuencias dentro de la poza de oligonucleétidos pueda poseer.®°

También se ha tomado este racional para la recuperacion de aptameros de
RNA en un proceso denominado RAPID-SELEX, con el objetivo de disminuir
el tiempo en el aislamiento de aptameros al reducir los pasos de
retrotranscripcion y transcripcion necesarios para la recuperacion exitosa de

moléculas de alta afinidad.
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Se ha reportado que este proceso maximiza el enriquecimiento de moléculas
afines por el blanco en una menor cantidad de tiempo disminuyendo también
el requerimiento de reactivos y, por ende, el costo econdmico para llevar a
cabo un SELEX exitoso (figura 9).”
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Figura 9. Representacion esquematica del proceso NON-SELEX de RNA
(RAPID).”" Un proceso de recuperacion rapida de aptameros de RNA puede
obtenerse al omitir pasos de amplificacién. El proceso comienza con la poza inicial de
RNA, posterior a la primera particion de moléculas afines al blanco, la poza
enriquecida entra directamente a otra interaccion en un ciclo sin amplificacion (lila).
Posterior a uno o varios ciclos sin amplificacion, la poza enriquecida pasa por una
transcripcion reversa y amplificacién. Una vez amplificadas las secuencias, se vuelve
a formar RNA para obtener una poza amplificada completando un ciclo con
amplificacién (verde).
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4. ANTECEDENTES

Recientemente se ha identificado que el progreso en la seleccién de
aptameros puede ser monitoreado a través del analisis de la curva de
intensidad de la fluorescencia y de fusion que resultan de cuantificar las
moléculas recuperadas a través de los diferentes ciclos SELEX.”? De acuerdo
con la Figura 10, esta estrategia podria ayudarnos a evaluar si el método NON-
SELEX puede ser aplicado a la recuperacion de aptameros de ssDNA usando
un método de particiéon basado en la filtracién a través de membranas de

nitrocelulosa.
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Figura 10. Analisis de la convergencia en la seleccion de aptameros mediante
qPCR.72 a) En la curva de intensidad de la fluorescencia, se observa su decaimiento
al cuantificar las moléculas recuperadas en los primeros ciclos de seleccion. b) En la
curva de fusion, tras analizar las secuencias amplificadas en los primeros ciclos de
seleccion, se observa la presencia de dos picos, uno a menor temperatura que
corresponde a heterodimeros y el segundo a mayor temperatura correspondiente a
la formacion de homodimeros. ¢) Conforme los ciclos SELEX avanzan, la cantidad de
heterodimeros disminuye y la abundancia de homodimeros, resultante de una pérdida
en la variabilidad de secuencias, recupera el comportamiento sigmoideo de la curva
de intensidad de la fluorescencia.
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Hasta el momento, se desconoce la capacidad de la proteina LIN28B humana
de interaccionar con moléculas de ssDNA, solamente se ha reportado la
capacidad de sus homologos en otras especies para mediar esta interaccion.
En 2011 Mayr y colaboradores demostraron que la unién al CSD de LIN28B a
pre-let-7g conlleva una reestructuracion en la molécula de RNA, dejando
accesible el motivo conservado 5-GGAG-3" necesario para la unién al ZKD.
Antes de llegar a estas conclusiones, también demostraron que este dominio
tiene la capacidad de unir hexameros y heptameros de timidilato

principalmente por interacciones hidrofébicas o por puentes de hidrégeno.”

Figura 11. Representacion esquemadtica de la unién del CSD de Xenopus
tropicalis con un oligonucleétido de timina.”® La relacion se lleva a cabo
principalmente por interacciones de apilamiento entre los residuos aromaticos de la
proteina y el esqueleto de DNA. Se observa en gris la representacion del CSD, en
rosa se muestran los residuos de aminoacidos involucrados en la interaccion. En
naranja se muestra el esqueleto del heptamero de timinas y en verde las bases
nitrogenadas.

Ambos dominios tienen preferencia a la unién a estructuras G4s compuestas
por cuatro guaninas interconectadas a través de uniones tipo Hoogsteen
presentes en los MRNA. Se ha propuesto que esta interaccion con mRNAs,

estimula la traduccion, proponiendo un mecanismo de remodelamiento de
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estos RNAs posterior a la unién, ya que estas estructuras inusuales pueden
intervenir en la accion del ribosoma. Asi también demostraron que al impedir
el reconocimiento de esta estructura mediante una molécula fluorescente, la
union entre LIN28B y los pre-let-7 no se llevaba a cabo.™

En vista de que los dominios CSD en otras moléculas han mostrado
interaccion con moléculas de DNA, en 2016 Zeng y colaboradores
demostraron la union de LIN28A de células madre embrionarias de raton con
secuencias consenso de DNA. Ellos postularon en su trabajo que LIN28A
reconoce las burbujas de transcripcion y entonces recluta a la demetilasa de
DNA Tet1 para llevar a cabo la demetilacién en el cuerpo de los genes
reconocidos por LIN28A gracias a secuencias muy parecidas a las requeridas
para la union de los ZKD a los pre-let7.7576
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Tallo-burbuja pre-let-7

Figura 12. EMSA de LIN28A con la estructura de tallo-burbuja de pre-let-7 de
diferente naturaleza.”® LIN28A de ratén tiene la capacidad de unirse a la estructura de
tallo-burbuja de pre-let-7 de RNA y de ssDNA. La flecha en rojo indica el retardamiento
electroforético del complejo proteina-sonda, mientras que la flecha negra sefala a la
sonda libre. A Indica una desnaturalizacion previa.
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Estas observaciones podrian marcar un indicio de la mutua capacidad de la
proteina LIN28B de unirse tanto a RNA como a ssDNA. Esta nueva vision de
LIN28B como una proteina de union a RNA y DNA (DRBP), ademas de las
grandes implicaciones en diversos procesos biolégicos,”® podria facilitar la
recuperacion de aptameros de ssDNA contra diversas partes de la proteina
LIN28B.
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5. JUSTIFICACION

A pesar de que muchos estudios se han enfocado en entender el papel que
LIN28A tiene en diversos procesos biologicos, es preciso entender los
mecanismos moleculares por los cuales LIN28B ejerce su papel de una forma
mas versatil gracias a su intercambio entre nucleo y citoplasma. Actualmente,
en el ser humano solo se conoce la interaccién de LIN28B con los precursores
de let-7 y mRNA, por lo que el analisis de la posible interaccion entre LIN28B
y moléculas de ssDNA nos ayudaria a obtener informaciéon estructural
relevante para entender la funcion biologica de LIN28B.

Obtener una poblacién de aptameros de ssDNA con afinidad especifica contra
LIN28B implicaria la recuperacién de estructuras capaces de interaccionar con
diferentes regiones de LIN28B. Ademas, estos aptameros podrian inhibir la
interaccidn con sus moléculas blanco, evitando asi su papel oncogénico.

El analisis molecular de la interaccidn entre LIN28B y una poblaciéon de
aptameros afines a ella podra indicarnos si la naturaleza quimica propia de las
moléculas influye en su capacidad de interaccionar con LIN28B, o es una
estructuracion definida la que rige esta capacidad.
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6. HIPOTESIS

El reconocimiento de los precursores de los miRNA let-7 por las proteinas
LIN28 se ha asociado al reconocimiento de las secuencias especificas 5'-
(U)GAU-3 y 5-GGAG-3" en el preE por los dominios CSD y ZKD,
respectivamente. Sin embargo, se ha demostrado que existe un
reconocimiento diferencial de las LIN28 por las diferentes variantes de let-7
aun en presencia de las secuencias especificas, sugiriendo que existen otros
elementos que determinan la especificidad y estabilidad en la interaccién pre-
let-7:LIN28. Si el reconocimiento de LIN28 por RNA recae en el reconocimiento
estructural y no en la naturaleza quimica de let-7, entonces la estructuraciéon
tridimensional de ssDNA en un proceso SELEX permitira la recuperacion de
aptameros de DNA contra LIN28B.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL
Obtener una poblacion de aptameros de ssDNA contra LIN28B por el método
SELEX.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Producir y purificar la proteina LIN28B recombinante.
2. Recuperar una poblacién de aptameros por el método SELEX.
3. Identificar el enriquecimiento de moléculas afines por LIN28B en la poza
de aptameros recuperados.
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8. METODOLOGIA

8.1 Diagrama experimental

Poza aleatorizada LIN28B
| |
J
SELEX
Slot blot-gPCR
¢ Poblacion de Ensayos
aptameros? de unién

Figura 103. Diagrama experimental. La estrategia experimental consistio en hacer
interaccionar la proteina LIN28B recombinante con la poza inicial aleatorizada de ssDNA,
de esta mezcla de interaccion se llevaron a cabo dos metodologias de seleccion.
Después de cada ciclo de seleccién las moléculas recuperadas fueron evaluadas por
gPCR para determinar si se obtuvo una convergencia en la seleccién de aptameros, de
no ser asi, las moléculas recuperadas entraron a otro ciclo de seleccién. Una vez
recuperada una poblacion de aptameros, el enriquecimiento de moléculas con afinidad
especifica contra LIN28B se evalué mediante ensayos de unién en sandwich.

8.2 Produccion de la proteina recombinante LIN28B humana

8.2.1 Induccién de LIN28B

Se transformaron 50 pL de Escherichia coli Rosetta (F— ¢@80lacZAM15
A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relA1), quimicamente competentes con aproximadamente 500 ng del
plasmido p-GST-LIN28B (Figura 14) (construccion realizada en el Laboratorio
de Terapia Génica por el M. en C. Franco-Urquijo en su trabajo de maestria
en el 2018).”” Se incubaron por una hora a 37 °C y 200 rpm con 1 mL de medio
SOC (extracto de levadura 0.5% (p/v), triptona 2% (p/v), NaCl 10 mM, KCI 2.5
mM, MgSO4 20 mM, glucosa 20 mM).
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Pasado el tiempo de incubacion se plaquearon en agar LB (triptona 1% (p/v),
extracto de levadura 1% (p/v) , NaCl 0.5% (p/v), agar 0.5 % p/v) con ampicilina
y cloranfenicol (200 mg/uL y 35 mg/uL respectivamente). Se incubaron a 37
°C durante 16 horas. Posteriormente, se picaron colonias aisladas y se dejaron
crecer en 100 mL de medio LB (triptona 1% (p/v), extracto de levadura 1%
(p/v), NaCl 0.5% (p/v)) con ampicilina y cloranfenicol (100 mg/uL y 35 mg/uL
respectivamente) durante 16 horas a 200 rpm.

BamHI - 933 - G'GATC_C

Sail - 1692 - G'TCGA_C

Figura 114. Mapa de la secuencia de p-GST-LIN28B.*® E| plasmido utilizado
contiene a la secuencia de la proteina LIN28B humana unida a GST, asi como el
promotor lac y un gen de resistencia a ampicilina. Tomado de la tesis de maestria de
Franco-Urquijo del 2018.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se realizé una dilucion 1:10 con
el medio descrito anteriormente y se dejaron crecer 3:30 horas a 37 °C y 200
rpom. Posteriormente, en cada 100 mL de medio se llevé a cabo la induccién
con 300 yL de IPTG 0.1 M durante 1:30 horas.
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8.2.2 Purificacion de la proteina LIN28B recombinante

Los cultivos previamente inducidos se centrifugaron 8 min a 12,000 g y se
desech¢ el sobrenadante. Se anadio 1.5 mL de buffer de lisis de bacterias
(NaCl 100mM, Tris 20 mM, EDTA 1 mM, IGEPAL 0.5 %, AEBSF 0.5 mM, 1
tableta de cOmplete (Roche) por cada 200 mL) y se sonicaron (10 pulsos de
10 segundos y 30 segundos de descanso). Posteriormente, se centrifugaron
por 3 min a 13,500 rpm y se obtuvo la fase soluble. Por cada 1.5 mL de la fase
soluble obtenida se anadieron 150 yL de perlas de glutation-agarosa y se
incubaron por 1:30 horas a 4 °C en agitacion constante. Una vez terminado el
tiempo de incubacion, se centrifugd por 3 min a 13,500 rpm a 4 °C.

Se retird el sobrenadante y se agregé 1 mL de PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) filtrado para lavar las perlas.
Se repitié este ultimo paso 10 veces, posteriormente se realizaron 3 lavados
mas con 1 mL de TNa (Tris-HCI 50 mM, NaCl 120mM, pH 7.4) y se
resuspendieron al final las perlas en 100 pL de TNa. Se afadieron 3 unidades
de trombina y se dejaron incubando 12 horas a temperatura ambiente. Se
centrifugd por 5 min a 13,500 rpm y se tomé el sobrenadante (sobrenadante
1); tras afadir a las perlas 50 ul mas de TNa se repitié este paso 2 veces mas
para obtener los sobrenadantes 2 y 3. De estos sobrenadantes, la proteina fue
cuantificada utilizando el kit Pierce® BCA Protein Assay (23225, Thermo
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

8.2.3 Electroinmunotransferencia
A 1 pg de muestra se le afadié buffer Laemmli 2X (Tris-HCI 65.8 mM pH 6.8,
glicerol 26.3%, SDS 2.1%, B-mercaptoetanol 5%, Azul de Bromofenol 0.01%
(p/v)) y se llevo a ebullicién durante 5 minutos. Las muestras se cargaron en
geles de acrilamida-bisacrilamida 29:1 al 8 % y la electroforesis se llevé a cabo
utilizando un gel concentrador al 4% (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 0.4% (p/v))
y un gel separador al 8% (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4% (p/v)) en buffer
TGS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1% (p/v), pH 8.3) durante 1:45 horas
a 100 V. El gel se transfiri6 a una membrana de PVDF (Millipore Corporation,
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Bedford MA) empleando buffer Towbin (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM,
Metanol 20% (v/v), pH 8.3) y un ciclo de turbo blot para mini geles en un
Transblot® (Trans-Blot®TurboTMTransfer System Bio-Rad). Las membranas
se bloquearon con leche descremada en polvo al 10% en PBS-Tween (PBS
con Tween 0.1% v/v) durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incub6 con el anticuerpo anti-LIN28B (sc-130802, Lot #
K2114, Santa Cruz Biotechnology) 1:1000 en PBS-Tween, en agitacién suave
durante 12 horas.

Se lavo la membrana tres veces con 20 mL de PBS-Tween 0.1% (v/v) y se
incubd el anticuerpo secundario anti-rabbit (1:2000 en PBS-Tween 0.1% (v/v))
durante 2 horas. Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con 20 mL de
PBS-Tween 0.1% (v/v) y se revelaron con sustrato quimioluminiscente
mejorado a base de luminol para la deteccion de peroxidasa de rabano
(LuminataTM Classico EMD Millipore, Billerica MA) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante y usando un C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR
Biosciences Inc., Lincoln NE) con el protocolo estandar (6 minutos de
adquisicion de imagen).

8.3 Diseno de las pozas aleatorizadas

8.3.1 Obtencion de las pozas de ssDNA

El molde de oligonucledtidos fue sintetizado (T4 oligo®) como un 70-mero con
la siguiente secuencia: 5' - AGT CCG AGT GAC TCA GTG GC - N30 - GCC
TGA CAC AGT CGC TGA GT - 3, donde los 30 nucledtidos centrales
presentan posiciones aleatorizados basadas en la incorporacion equimolar de
Adenina, Timina, Guanina y Citosina en cada posicion.

El producto de esta sintesis fue corrido en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 18 % y el producto mayoritario fue extraido cortando la
banda correspondiente a la ssDNA de 70 nucleoétidos de longitud; la banda fue
recortada, extruida y eluida con buffer de elucibn de acidos nucleicos
(NHsOOCH3 0.5M, EDTA 1mM, SDS 0.1% (p/v)) para finalmente recuperarla

mediante una extracciéon fenol-cloroformo.
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La doble cadena de DNA fue obtenida por amplificacién con PCR usando los
cebadores sentido (Pfw) 5' - AGT CCG AGT GAC TCA GTG GC - 3'y
antisentido (Prv) 5" - ACT CAG CGA CTG TGT CAG GC - 3' con las mismas
concentraciones (0.3 yM).

Para ambos casos, la generacion de cadena doble y cadena sencilla, se
realizé una emulsion de agua en aceite donde la fase acuosa fue la mezcla de
PCR de 200 pL por cada reaccion y estuvo compuesta de la siguiente manera:
Taq buffer 1X (Tris-HCI 10mM, KCI 50mM, Nonidet P40 0.08% (v/v), pH 8.8),
MgCl2 3 mM, dNTPs 0.2 mM, para generar ssDNA, cebador Pfw 0.4 uyM vy
cebador Prv 0.03 uM, Taq Polimerasa 0.125 U/ uL y DNA templado 10 ng. Esta
fase se prepard en un microtubo y una vez realizada fue mezclada con 500 yL
de una fase oleosa compuesta de 4.5% de Span 80, 0.4% de Tween 80 y
0.05% de Triton X-100 en aceite mineral siguiendo las especificaciones antes
reportadas.’®’® Esta mezcla fue distribuida en 6 tubos de PCR y para evitar la
ruptura de la emulsién asi como la contaminacion del termociclador, se
afadieron 30 pyL de aceite mineral arriba de la emulsion. Finalmente, fueron
colocados en un termociclador (2720 Applied Biosystems) para seguir 30
ciclos y generar la cadena doble y 50 ciclos para la cadena sencilla con las

siguientes condiciones:

Tabla 1. Condiciones de termociclado para la generacién de L30 dsDNA
o ssDNA

Termociclado
Desnaturalizacion 94 °C | 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94 °C | 30 segundos 30
Alineamiento 58 °C | 30 segundos 500
Extension 72 °C | 30 segundos ciclos
Extension final 72 °C | 10 minutos
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Una vez terminado el termociclado la emulsion agua en aceite fue centrifugada
a 12,000 g por 5 minutos para remover la fase oléica y de la emulsion
concentrada se extrajo la fase acuosa anadiendo 500 pyL de diclorometano
saturado en agua. Se agito la mezcla mediante vortex y se centrifugo a 13,500
g por 5 minutos. El dsDNA se precipité de la fase acuosa con 1/10 parte de
acetato de sodio 7.5 M y 2 volumenes de etanol absoluto por 2 horas a -20 °C
para su posterior lavado con etanol al 75%; la dsDNA se resuspendi6 en agua
libre de nucleasas para posteriormente producir ssDNA para un siguiente ciclo
de seleccion.

El ssDNA fue separado del dsDNA corriendo la fase acuosa recuperada en un
gel nativo de poliacrilamida al 10% por 3:30 horas a 150 V. Posteriormente, la
banda correspondiente al ssDNA fue recortada, extruida y eluida con buffer de
elucién de acidos nucleicos (NH4OOCHS3 0.5M, EDTA 1mM, SDS 0.1% (p/v))
para finalmente recuperarla mediante una extraccion fenol-cloroformo. Tanto
el dsDNA como ssDNA fueron cuantificadas en un NanoDrop 2000 y los
productos fueron visualizados en un gel nativo de poliacrilamida 19:1 al 6%
después de cada purificacion.

8.4 Produccion in-vitro de diferentes variantes de pre-let-7f-1
8.4.1 pre-let-7f-1 (DNA)

El ssDNA homdlogo a pre-let-7f-1 fue sintetizado (T4 oligo®) con la siguiente
secuencia: 5" - TCA GAG TGA GGT AGT AGA TTG TAT AGT TGT GGG GTA
GTG ATT TTA CCC TGT TCA GGA GAT AAC TAT ACAATC TAT TGC CTT
CCC TGA - 3". El producto de esta sintesis fue purificado corriéndolo en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (acrilamida-bis acrilamida 19:1 18% urea 7
M). La banda correspondiente al producto se cortd y colocoé en buffer de
elucion de acidos nucleicos (NH4sOOCH3 0.5 M, EDTA 1 mM, SDS 0.1% (p/v))
incubandolo a 37 °C durante 24 horas. El ssDNA eluido se purifico mediante
una extraccion fenol/cloroformo seguido de su precipitacion con acetato de
sodio 3 M en etanol absoluto y dos enjuagues con etanol al 75%.
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8.4.2 pre-let-7f-1 (RNA)

Se generd dsDNA del precursor de let-7f-1 con la secuencia del promotor del
fago T7 en el extremo 5" mediante una PCR utilizando el cebador sentido con
la secuencia: 5°- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CAG AGT G -3 (Fw-let-
7f-1) y cebador antisentido con la secuencia: 5- TCA GGG AAG GCA ATA
GAT TGT ATA G -3’ (Rv-let-7f-1). Para ello, se realizé la siguiente mezcla de
reaccion: dNTPs 2 mM, MgCl2 3 mM, Taq buffer 1X (Tris-HCI 10mM, KCI
50mM, Nonidet P40 0.08% (v/v), pH 8.8), cebador sentido 1.25 mM, cebador
antisentido 1.25 mM, 2.5 unidades/pL de Taq polimerasa, 5 nM de
oligonucleadtido sintético en un volumen de 20 pL con el termociclado descrito
en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de termociclado para generar dsDNA de pre-let-7{-
1

Termociclado
Desnaturalizacion 95 °C | 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95 °C | 15 segundos
Alineamiento 56 °C | 30 segundos ciili s
Extension 72 °C | 30 segundos
Extension final 72 °C | 5 minutos

Se cargaron 2 uL de cada producto de PCR en un gel nativo de poliacrilamida
19:1 8% y se corrioé durante 1:10 horas a 110 V para visualizar el producto.

A partir del producto de PCR, la transcripcion in vitro del precursor se llevo a
cabo empleando la siguiente mezcla de reaccion: DTT 5 mM, Buffer de
transcripcion 1X (EP0111, Thermo Scienfitic), NTPs 0.42 nM, 30 pL de
producto de PCR, 0.33 unidades de T7 RNA polimerasa (EP0111, Thermo
Scientific) y 0.33 unidades de Ribolock® (EO0381, Thermo Scientific) en un
volumen de 60 pL. Esta mezcla de reaccion se incubd a 37°C durante 12

horas. El producto de la transcripcion fue corrido en un gel de poliacrilamida
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desnaturalizante al 18 % y el producto mayoritario fue extraido como se

menciona anteriormente.

8.4.3 Marcaje terminal del extremo 5°
Para el pre-let-7f-1 (RNA) se procedid inicialmente con la defosforilacién de su
extremo 5° mediante una reaccion que contuvo 1 U de Fosfatasa Alcalina
Intestinal de becerro (CIAP- INVITROGEN), Buffer de defosforilacién 1X (Tris-
HCI 50 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.5), y 1500 ng del RNA en un volumen final
de 60 pL. La reaccion se llevo a cabo por 2 horas a 37°C. Posteriormente, se
removieron los restos de CIAP mediante una extraccién fenol/cloroformo.
Finalmente, se precipitd con acetato de sodio 3 M, etanol absoluto y lavados
con etanol al 75 %. EI RNA defosforilado, se resuspendié en agua libre de
nucleasas.
El marcaje del 5° terminal se realizé con 500 ng de RNA defosforilado o 400
ng de ssDNA (segun el caso), 25 pmol de [y-32P] ATP (3000 Ci/mmol), 2 uL
10X Kinase Buffer (Tris 500 mM, MgCl2 100 mM, DTT 50 mM, pH 7.5) y 1 uL
T4 Polynucleotide Kinase (Thermo scientific) (10 U/ul); en un volumen final de
20 uL. Esta reaccion se incubd a 37°C por 12 horas.
Posteriormente, se purificaron las moléculas de acido nucleico marcadas
mediante una extraccion fenol/cloroformo, se precipitaron con acetato de
amonio 7.5 M y etanol absoluto para su posterior lavado con etanol al 75 % y
se resuspendieron en agua libre de nucleasas. Las moléculas marcadas se
cuantificaron en un contador de centello liquido LS6500® (Beckman Coulter)
y se calculd la molaridad de estos para los ensayos posteriores.

8.5 SELEX

Se llevdé a cabo un ciclo de seleccién positiva incubando por 2 horas a
temperatura ambiente un promedio de 10" moléculas de la poza aleatorizada
(célculo realizado utilizando la formula: nimero de moléculas = numero de
moles * numero de Avogadro), considerando el peso molecular de la poza
aleatorizada 21606.5 g/mol, de acuerdo a los datos otorgados por el
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fabricante) con 250 nM de LIN28B en un volumen final de 50 yL de buffer de
interaccion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, MgCl>5 mM, DTT 5 mM, pH 7.4).
Después de la incubacién las moléculas no unidas fueron removidas mediante
ultrafiltracion utilizando Slot-blot con una membrana de nitrocelulosa (NC) (GE
Healthcare Biosciences) de 0.45 ym previamente tratada con KOH 0.4 M.&°
Se hicieron fluir las mezclas de interaccion, posteriormente se realizaron 3
lavados con buffer de interaccion. La membrana de NC retuvo los complejos
DNA-proteina y se recuperaron las secuencias unidas a LIN28B por
calentamiento a 90°C por 10 minutos. Después de cada ciclo de seleccion, los
aptameros recuperados fueron amplificados por PCR y a partir del amplicon
se genero ssDNA para una nueva poza de aptameros de ssDNA y asi iniciar
un nuevo ciclo de seleccion.

Después del segundo ciclo de seleccion positiva de la poza de moléculas
recuperadas, se llevd a cabo una seleccidon negativa para eliminar las
secuencias que se unen a los componentes del sistema de seleccion. Se
incubd la poza de moléculas con la membrana de nitrocelulosa (0.5 cm?).
Después de 20 minutos la membrana fue removida y las moléculas no unidas
en el sobrenadante fueron utilizadas para realizar otro ciclo de seleccion.
Siguiendo este racional se llevaron a cabo diversos ciclos SELEX o NON-
SELEX omitiendo pasos de amplificacién después de la recuperacion de

moléculas tal y como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los ciclos SELEX y NON-SELEX realizados

CICLOS SELEX
Ciclo | Tipode | Concentracion | Tiempo de | Secuencias | Amplifica-
seleccion LIN28B interaccion | recuperadas cion
1 Positiva 250 nM 2 horas Unidas Si
2 Positiva 200 nM 1 hora Unidas Si
- Negativa 0 20 min No unidas Si
3 Positiva 100 nM 1 hora Unidas Si
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CICLOS NON-SELEX
Ciclo | Tipode | Concentracion | Tiempo de | Secuencias | Amplifica-

seleccion LIN28 interaccion | recuperadas cion
1 Positiva 250 2 horas Unidas No
2 Positiva 200 1 hora Unidas Si
- Negativa N/A 20 min No unidas No
3 Positiva 150 1 hora Unidas Si
4 Positiva 150 1 hora Unidas No
5 Positiva 100 1 hora Unidas Si
6 Positiva 100 1 hora Unidas No
7 Positiva 50 1 hora Unidas Si

8.5.1 Evaluacion del método SELEX

8.5.1.1 Slot-blot del ssDNA de las rondas de seleccion con LIN28B
Después de realizar las mezclas de interaccion de la poza inicial y el sSDNA
de todas las rondas de seleccion y recuperar las moléculas afines a LIN28B,
las moléculas recuperadas se concentraron a un volumen final de
aproximadamente 50 yL. Una alicuota de 3 pL fue usada para determinar la
cantidad de secuencias retenidas en la membrana de NC mediante qPCR.

8.5.1.2 PCR en tiempo real (QPCR) de las secuencias recuperadas
La mezcla de reaccion para la gPCR se preparé afadiendo 0.3 mmol/L de los
cebadores Pfw y Prv, 6.25 uL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(2X), 1.25 pL de las secuencias recuperadas y se ajusto el volumen con H.O
libre de nucleasas a 12.5 uL. Se llevo a cabo el protocolo de termociclado
descrito anteriormente para la L30 en un termociclador Rotor Gene RG-3000
(Corbet Research). Se realiz6 una curva estandar con una secuencia conocida
desde 102 hasta 10" moléculas previamente validada con NEBNext® Library
Quant Kit for lllumina® para que, por interpolacién, determinar la cantidad de

secuencias recuperadas en cada mezcla de interaccion.
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8.5.1.3 Evaluacion de la convergencia en la seleccion de aptameros
Posterior al primer ciclo para el proceso SELEX y el segundo ciclo para el
proceso NON-SELEX, las moléculas recuperadas fueron cuantificadas por
gPCR. Utilizando la curva de intensidad de la fluorescencia y de fusion a traveés
de los diferentes ciclos de seleccion, se determind la convergencia en la
obtencion de aptameros en el proceso SELEX y NON-SELEX de acuerdo al
método propuesto por Luo y colaboradores en el 2017.72

8.5.1.4 Ensayos de union

Se marcaron radiactivamente las pozas de ssDNA y la poza inicial usando
Thermo Scientific™ T4 PNK (Thermo Fisher) y y-[*?P]-ATP (Perkin Elmer, Inc.,
Waltham, MA), siguiendo las instrucciones de fabrica. Posteriormente 50 pL
de mezcla de interaccion conteniendo 15 pM de las pozas de ssDNA y
diferentes concentraciones de la proteina LIN28B fueron incubadas por una
hora a temperatura ambiente en buffer de interaccion.

La mezcla de interaccion se fluyo a través de un ensayo de Slot blot en
sandwich con una membrana de nitrocelulosa (NC) (GE Healthcare
Biosciences), donde los complejos aptamero-proteina quedaron retenidos,
sobre una membrana de nylon (NY) (GE Healthcare Biosciences) en donde
las moléculas de ssDNA sin unir quedaron atrapadas.

La radiactividad residual en las membranas fue cuantificada usando un
Typhoon Mode Imager (GE Healthcare Biosciences) obteniendo imagenes que
fueron analizadas con el software Image Studio. De acuerdo con estos datos
se calcularon los porcentajes de union que cada poza de ssDNA tuvo por la

proteina usando la formula: (Sonda unida * 100) / (sonda unida + sonda libre).

8.5.1.5 Analisis de datos
El analisis de los datos se llevo a cabo usando el software Prism 8 con modelos
de regresion no lineal para un solo sitio de union especifico utilizando la
siguiente ecuacion: Y = Bmax * X/ (Kd + X) y el grafico de Hill para estimar las
Kd.8! Asi también se realizo una prueba t de Student para datos relacionados
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para determinar si hubo un incremento en la capacidad de union en la

poblacion de aptameros recuperada.

9. RESULTADOS
9.1 Produccion de la proteina LIN28B recombinante
Con la finalidad de optimizar la produccion de la proteina LIN28B

recombinante, la cepa humanizada de E. coli Rosetta se transformé con el
plasmido pGST-LIN28B.

No inducido
Inducido

Perlas + inducido
Perlas + trombina
Sobrenadante 1
Sobrenadante 1
Sobrenadante 2
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Figura 125. Purificacion de la proteina LIN28B recombinante. SDS-PAGE
acrilamida-bisacrilamida 29:1 al 10% tefido con azul de Coomassie. En él se
observan los extractos proteicos obtenidos del lisado de las bacterias transformadas
antes y posterior a la induccion proteica. Seguido, se presenta un carril con una
minima cantidad de perlas glutatibn-agarosa antes y posterior a la digestion con
trombina. Finalmente, se muestran dos carriles con la proteina purificada usando dos
diferentes lotes de trombina. Primer y ultimo carril corresponden al marcador de peso
molecular (MPM).

La proteina LIN28B presentd el corrimiento electroforético esperado. Sin
embargo, se observo que con un lote de trombina se obtiene una cantidad
notoria de un subproducto incompleto de alrededor de 25 KDa, por ello el uso
de este lote de trombina fue descartado (Figura 15).
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Se pudo concluir que al usar este sistema de expresién es posible recuperar a
la proteina LIN28B en un orden de microgramos de proteina en cada
extraccion. Una vez determinadas las condiciones de recuperacién de la

proteina LIN28B, se corroboré su purificacion mediante electro-

inmunotransferencia.
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Figura 16. Electroinmunotransferencia contra LIN28B. En esta figura, se observa
una banda que corresponde al peso del hibrido GST-LIN28B en el extracto proteico
inducido y en las perlas de glutation-agarosa. Ademas, se distingue que al afiadir
trombina se libera a la proteina LIN28B observandose una banda que migra de
acuerdo a su patrén esperado y algunos subproductos en las perlas glutation-
agarosa. Finalmente se muestra una banda correspondiente a LIN28B en todos los
sobrenadantes obtenidos después de la purificacion. El primer carril corresponde al
marcador de peso molecular (MPM). Se sefala el corrimiento electroforético
esperado a los 37 KDa.

Con el propdsito de verificar la identidad de la proteina LIN28B, la proteina
purificada y los controles de la induccion proteica fueron transferidos a una
membrana de PVDF para su posterior identificacion mediante el uso de un
anticuerpo policlonal contra LIN28B. En la Figura 16 puede observarse la
presencia de la banda del hibrido GST-LIN28B a los 55 KDa una vez que se

llevd a cabo la induccién.
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Se verificO, ademas, la union de la proteina a las perlas glutation agarosa y la
liberacion de la proteina de la bandera GST al llevar a cabo la digestion con
trombina. En concordancia con los resultados anteriores, se pudo observar en
todos los sobrenadantes recuperados después de la digestion con trombina el
corrimiento electroforético esperado para la proteina LIN28B purificada.

Es importante destacar que se hicieron varias extracciones proteicas durante
el transcurso de este trabajo debido a que se observé que la proteina LIN28B
iba perdiendo su capacidad de unir al precursor de let-7f-1 mientras el tiempo
iba avanzando (datos no mostrados). Se determiné usar un lote de proteina
fresco una vez que el lote anterior hubiese tenido una vida de un mes y medio
ya que aproximadamente a partir de este tiempo la proteina perdia la
capacidad de unir a su miRNA blanco.

Asi, se pudieron determinar las condiciones optimas para la purificacién de la
proteina LIN28B recombinante de acuerdo a su identificacién con el anticuerpo
utilizado y su corrimiento electroforético. Utilizando este sistema de expresion
y una vez verificada la identidad y calidad de la proteina LIN28B recombinante,
varias purificaciones de la proteina LIN28B fueron necesarias para usarla

como blanco en los diversos ciclos SELEX.

9.2 SELEX y NON SELEX

Simultaneamente se iniciaron dos diferentes métodos SELEX para determinar
la capacidad de adaptar el método NON-SELEX reportado por Berezovski en
el 2006 a la seleccion de aptameros de ssDNA por ultrafiltracion.®®

Con el objetivo de verificar la correcta amplificacion de las moléculas
recuperadas a través de los diferentes procesos de seleccion, en la Figura 17
se observa el corrimiento del producto de la emPCR y emAPCR, en geles
nativos de poliacrilamida identificando el tamafio esperado.
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Las moléculas recuperadas a través de los diferentes ciclos de seleccion
fueron amplificadas por emPCR. El peso del producto de esta amplificacion
concordo con el control de 70 pb de la doble cadena para la poza inicial y no
se observo la presencia de subproductos ni la manifestacion de productos de

contaminacion utilizando esta técnica de amplificacion.

T000,  d
: e
A.emPCR B. emAPCR
Carriles (A) Carriles (B)
MP. Marcador de peso MP. Marcador de peso
molecular (50 pb) molecular (50 pb)
1. Negativo 1. dsDNA70 pb
2. L30dsDNA 2. ssDNA70 nt
3. NON-SELEX 2°C dsDNA 3. SELEX 2°C ssDNA
4. Negativo 4. NON SELEX 5°C ssDNA

Figura 17. Productos de emPCR y emAPCR de diferentes ciclos SELEX.
A. Productos de dsDNA generados por PCR en emulsion después del 2° ciclo de
NON-SELEX. B. Productos de ssDNA generados por PCR en emulsion asimétrica
del 2° ciclo SELEX y 5° ciclo NON-SELEX. PAGE nativo 19:1 al 8%. Se sefialan con
flechas los corrimientos electroforéticos de interés. Abajo, se muestra el cddigo
correspondiente a los carriles del gel.

10 ng del producto de doble cadena fueron usados para llevar a cabo la
generaciéon de ssDNA mediante emAPCR. Se pudo observar la correcta
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generacion y purificacion de ssDNA a través de los diferentes ciclos de
seleccion al correr los productos en geles nativos de poliacrilamida.

Se distinguio el corrimiento a los 70 nt esperado que concordd con el
corrimiento de la poza inicial de cadena sencilla. A través de los diferentes
ciclos pudimos observar el corrimiento electroforético, tras la generacion de
ssDNA de las moléculas recuperadas, por debajo del control del producto de
doble cadena de 70 pb.

De esta forma se determiné que, usando estas metodologias de amplificacion,
se obtuvo la generacion de ssDNA en concentraciones Optimas para llevar a

cabo los diferentes ciclos de seleccion.

9.2.1 Evaluacion en el progreso de la seleccion de aptameros

Con el objetivo de monitorear el progreso en la seleccion de aptameros, asi
como para cuantificar las moléculas recuperadas después de cada ciclo de
seleccion, 1.25 uL de las moléculas recuperadas después de la particion
fueron usadas para llevar a cabo la cuantificacién absoluta de las secuencias
recuperadas. Para ello, se usé una curva estandar de secuencia conocida y
con base en ella se determiné la cantidad de moléculas recuperadas.

Se observo una progresion en la recuperacion de la fluorescencia conforme
los ciclos SELEX y NON-SELEX iban desarrollandose. Se pudo confirmar el
comportamiento de decaimiento en la fluorescencia caracteristico de las
moléculas recuperadas hasta el 3¢" ciclo SELEX y 5° ciclo NON-SELEX si se
compara con la fluorescencia que otorgaban los puntos de la curva estandar
(Figura 18).

Se pudo apreciar también la menor cantidad de moléculas recuperadas con la
metodologia NON-SELEX considerando que la fluorescencia empieza en
ciclos PCR mas tardios que con los ciclos del método SELEX tradicional. Se
mostré asi una mejora en la eficiencia de particion con la metodologia NON-
SELEX que se correlaciona con la mejor capacidad de este método de

recuperar solamente moléculas con afinidad especifica hacia nuestro blanco.
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Se pudo determinar ademas que la seleccion negativa es un proceso
necesario cuando se utilizan métodos de particionamiento con mucho fondo.
Se observé una gran recuperacion de moléculas al cuantificar las secuencias
unidas a la membrana de NC al llevar a cabo la seleccién negativa, se identifico
la fluorescencia de estas moléculas tras pocos ciclos de amplificacion (Figura
18B).
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Figura 18. Curvas de intensidad de la fluorescencia a través de los diferentes
ciclos SELEX y NON-SELEX. Se observa el comportamiento en la intensidad de la
fluorescencia a lo largo de los ciclos de seleccidn con ambas metodologias.
A) Decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de las moléculas recuperadas
después del 1° ciclo SELEX (negro) y 2° ciclo NON-SELEX (azul). B) Decaimiento en
la fluorescencia de las moléculas recuperadas después del 1° ciclo SELEX (negro),
seleccidon negativa (cyan) y 3% ciclo NON-SELEX (azul). C) Se conservo el
decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de las moléculas recuperadas
después del 2° ciclo SELEX (negro) y 5° ciclo NON-SELEX (azul). D) El decaimiento
en la intensidad de la fluorescencia se mantuvo en las moléculas recuperas después
del 3er ciclo SELEX (negro), la intensidad de la fluorescencia se mantuvo después de
su incremento para el caso de las moléculas recuperas después del 7° ciclo NON
SELEX (azul). En todas las graficas se muestra un punto de la curva estandar como
referencia (verde). Eje y, intensidad de la fluorescencia. Eje x, numero de ciclos.

Finalmente, se tuvo un primer indicio de convergencia en la seleccion de

aptameros al observar que tras siete ciclos con la metodologia NON-SELEX
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la curva de la intensidad de la fluorescencia mostré un aumento llegando a una
altura media si se compara con la curva de referencia y que ésta no decaia.
Asi se determin6 una estabilizacién en el comportamiento de la curva de la
intensidad de la fluorescencia para la metodologia NON-SELEX sugiriendo
una convergencia en la seleccion de aptameros de una forma mas eficiente
qgue con el método SELEX tradicional.

Estos resultados se correlacionaron con los datos obtenidos del analisis del
grafico de fusidén. Con el objetivo de evaluar el progreso en la disminucion de
la variabilidad de las secuencias se llevo a cabo el analisis de fusion de las
moléculas recuperadas después de cada ciclo de seleccion. Se tomé como
comportamiento ideal al grafico otorgado por un punto en la curva estandar
para determinar la presencia del pico de los homoduplex alrededor de los 80°C
dentro de la reaccion de amplificacion.

Se observd que las moléculas recuperadas después del primer ciclo con la
metodologia SELEX tradicional, presentan una gran diversidad de secuencias.
Se determind la presencia de solamente un pico alrededor de los 70 °C que
corresponde a la presencia de los heteroduplex dentro de la reaccion (Figura
19A-negro).

Se pudo observar también que las moléculas con afinidad hacia la membrana
de NC se dividieron en dos grupos, uno donde hay una gran variabilidad de
secuencias y otro, donde debido a que estas moléculas ya pasaron por un
proceso de amplificacion, empiezan a aparecer moléculas con homologia. Se
pudo apreciar en el trazo de la grafica de las moléculas de seleccidon negativa
un pico mayoritario correspondiente a los heteroduplex y que el pico
correspondiente a los homoduplex empieza a sobresalir (Figura 19A-cyan).
Después del tercer ciclo con la metodologia NON-SELEX pudimos observar la
presencia de ambos picos, siendo el correspondiente a los heteroduplex,
ubicado alrededor de los 70 °C, el mas prominente.
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En la figura 19B pudimos observar que tras dos ciclos con el método SELEX
tradicional no se observé una mejora en cuanto a la reduccién de la variabilidad
de las secuencias. Se continué observando la presencia de un solo pico
alrededor de los 70 °C. Por su parte, tras cinco ciclos con el método NON-
SELEX pudimos vislumbrar una reduccion en la cantidad de los heteroduplex,
observando un pico a menor altura a los 70 °C y que el pico correspondiente

a los homoduplex se mantenia.
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Figura 19. Curvas de analisis de fusion a través de los diferentes ciclos SELEX
y NON-SELEX. A) Se observan el grafico resultante del analisis de fusion de las
moléculas recuperadas después del 1° ciclo SELEX (negro), las moléculas
recuperadas en la seleccion negativa (cyan) y de las moléculas recuperadas después
del 3° ciclo NON-SELEX (azul). B) Grafica resultante del analisis de fusion de las
moléculas recuperadas después del 2° ciclo SELEX (negro) y de las moléculas
recuperadas después del 5° ciclo NON-SELEX (azul). C) Grafica resultante del
analisis de fusion de las moléculas recuperadas después del 3° ciclo SELEX (negro)
y de las moléculas recuperadas despueés del 7° ciclo NON-SELEX (azul). En todas las
graficas se muestra un punto de la curva estandar como referencia (verde).

Sorpresivamente, después del 3er ciclo SELEX, se observo la presencia de
solamente un pequeio pico alrededor de los 85 °C. Esto podria enfatizar la
presencia de unicamente homoduplex dentro de la reaccion de amplificacion.
Sin embargo, no puede llegarse a esta conclusion debido a que su respectiva
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grafica de intensidad de la fluorescencia sigue presentando el comportamiento
caracteristico de decaimiento.

Por su parte la mejora en la curva de fusion para el proceso NON-SELEX es
contundente. Después de siete ciclos se observa en la Figura 19C solamente
un pico correspondiente a los homoduplex de una altura media si se le

compara con la curva de fluorescencia.
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Figura 20. Cuantificacion de moléculas recuperadas a través de los ciclos
SELEX y NON-SELEX por gqPCR. Se observa la cuantificacion de moléculas a través
de los ciclos SELEX (negro) y NON-SELEX (azul). Abajo, se observan las tablas
donde se determina la cantidad de moléculas usadas y recuperadas en cada ciclo de
seleccion, asi como la cantidad de proteina usada dentro de la mezcla de interaccion
en cada ciclo con ambas metodologias. La cuantificacion absoluta se determind al
interpolar el valor de Ct resultante de las moléculas recuperadas en la curva estandar.

Asi al realizar el analisis de ambas curvas en conjunto, se puede afirmar que
después de 7 ciclos NON-SELEX, tanto la curva de amplificacion y de fusion
para NON-SELEX adquirieron un estado estable. Debido a la clara evolucion
en la presencia de ambos picos y la concordancia con la curva de

amplificacion, se indica un cambio en la diversidad de secuencias de ssDNA
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recuperadas por el proceso NON-SELEX sefialando una posible convergencia
de las secuencias de aptameros recuperados.
Para mejor visualizacion de los resultados obtenidos de las cuantificaciones
realizadas a través de los diferentes ciclos de seleccion, los resultados de la
gPCR se resumieron en un grafico (Figura 20).

En general, pudo observarse que con el método NON-SELEX se recuperé una
menor cantidad de moléculas a través de los diferentes ciclos de seleccidn
mostrando asi la mayor astringencia en la recuperacion de moléculas por este.
Se pudo observar ademas la recuperacion de moléculas unidas solamente a
la NC por la seleccion negativa a altos 6rdenes de magnitud, reforzando su
utilidad en estas metodologias.

Asi pues, tomando en cuenta el analisis de la cuantificacion de moléculas a
través de los diferentes ciclos de seleccion con ambas metodologias, pudo
determinarse que con el método NON-SELEX se pudo recuperar una
poblacidon de aptameros de ssDNA contra LIN28B en tan solo siete ciclos de
seleccion y que esta recuperacion de aptameros se llevd a cabo de una forma

mas eficiente que utilizando el método SELEX tradicional.

9.3 Evaluacion de la interaccion entre LIN28B y la poblaciéon de

aptameros recuperada

9.3.1 Evaluacion de la union del homologo de pre-let-7f-1 con
naturaleza de DNA por LIN28B

Para tener un primer indicio de la capacidad de LIN28B de unir moléculas de
ssDNA, se evaluo la capacidad del homdlogo de pre-let-7f-1 de DNA de
interaccionar con la proteina LIN28B. De igual, forma para determinar el
plegamiento correcto de la proteina se evalu6 su capacidad para interaccionar
con el pre-let-7f-1, una de las moléculas que se ha reportado como blanco de
LIN28B.
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Figura 21. Ensayos de unioén entre pre-let-7f-1 y LIN28B para la estimacion de
la Kd. A. Porcentaje de union de pre-let-7f-1 en funcion de la concentracion de la
proteina LIN28B (Kd estimada= 259.6 nM, R?= 0.96 y n=1). B. Ensayos de unién en
sandwich entre pre-let-7f-1 y LIN28B empleando 15 pM de pre-let-7f-1 marcado con
;/-[32P]-ATP y concentraciones crecientes de LIN28B (0 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM,
200 nM, 400 nM, 600 nM, 800 nM). C. Porcentaje de union de pre-let-7f-1 (DNA) en
funcion de la concentracién de la proteina (Kd estimada= 172.3 nM , R?>= 0.88 y n=3).
D. Ensayos de unién en sandwich entre pre-let-7f-1 (DNA) y LIN28B empleando 15
pM de pre-let-7f-1 (DNA) marcado con »[*?P]-ATP y concentraciones crecientes de
LIN28B. Las Kd se estimaron usando un modelo de regresion no lineal para un solo
sitio de unién especifico utilizando la siguiente ecuacién: Y = Bmax * X/ (Kd + X).

La capacidad de union se determiné mediante ensayos de union de doble filtro
observandose los complejos retenidos en una membrana de nitrocelulosa y la
sonda libre en una membrana de nylon. Calculando el porcentaje de unién
para cada punto evaluado: ((Sonda unida * 100) / (sonda unida + sonda libre))
(Figura 21).

Se pudo determinar el plegamiento correcto de la proteina LIN28B
recombinante debido a que presentd la capacidad de unirse al pre-let-7f-1. Se
pudo observar como se incrementa la cantidad de complejo formado retenido
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en la membrana de NC de acuerdo con el incremento de la concentracion de
la proteina, asi también se disminuye la cantidad de sonda libre para ambos
tipos de pre-let-7f-1. Para el caso de pre-let-7f-1 de RNA se obtuvo una Kd de
259.6 nM usando un modelo de regresion no lineal para un solo sitio de union
especifico (Figura 21 A y B). Este resultado concuerda con datos no
publicados utilizando este mismo sistema de ensayos de unidn en nuestro
laboratorio para la interaccion entre estas dos moléculas.

Tomando como referencia esta Kd, pudo determinarse que el homologo de
pre-let-7f-1 de DNA presenta afinidad hacia LIN28B. Se estimé como resultado
de los ensayos de unidn que esta molécula con naturaleza de DNA presenta
una Kd de 172.3 nM usando el mismo modelo de regresién no lineal (Figura
21 CyD).

Asi se pudo determinar que LIN28B presenta cierta capacidad de unir
moléculas de ssDNA al observar union del precursor de let-7f-1 de DNA, su
unidn se presentd en una menor intensidad de acuerdo con su porcentaje
maximo de union si se le compara con el pre-let-7f-1 de RNA. Este resultado,
al ser el primer reporte acerca de la capacidad de LIN28B de humano de unir
moléculas de ssDNA, no llevo a seguir utilizando esta molécula como control
de union para los posteriores ensayos.

De igual forma, para determinar la posible afinidad intrinseca que la proteina
LIN28B podria tener hacia la poza inicial, se determiné mediante ensayos de
unién en sandwich, el comportamiento que LIN28B presenta para unir a la
poza inicial (Figura 22).

Se pudo observar que la poza inicial no presenta una afinidad especifica por
LIN28B. Ademas de tener una minima sefal en la formacién de complejo
formado en la membrana de nitrocelulosa, a altas concentraciones de la

proteina la union a esta es solo del 20% como maximo.
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Figura 22. Ensayos de union entre LIN28B y L 30. Se observa el comportamiento
de unidn entre la poza inicial y la proteina LIN28B. A. Porcentaje de unién de la
poza inicial en funcién de la concentracion de la proteina LIN28B (n=3). B. Ensayos
de unién en sandwich entre la poza inicial y LIN28B empleando 15 pM de L30
marcado con »[*?PJ-ATP y concentraciones crecientes de LIN28B (0 nM, 25 nM,
50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 600nM, 800 nM).
Se mostro también un comportamiento de unidn inespecifica de acuerdo con
el trazo de su grafica de union el cual hace referencia a la gran variabilidad de
secuencias presentes en la poza inicial, en donde la mayoria de ellas no tiene
la capacidad de unirse especificamente a la proteina LIN28B.
Asi, se pudo determinar que la poza inicial usada fue 6ptima para buscar
aptameros con afinidad especifica hacia la proteina LIN28B debido a que se
presenta una minima poblacion de moléculas que pueden unirse a LIN28B, las
cuales pueden ser enriquecidas gracias a las metodologias SELEX usadas en
esta investigacion.
Tomando como referencia estos valores se prosiguido a evaluar el posible
enriquecimiento de moléculas con alta afinidad por LIN28B en la poza de

aptameros recuperados después del séptimo ciclo NON-SELEX.
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9.3.2 Evaluacion del enriquecimiento de aptameros de alta afinidad por
LIN28B

Para tener un analisis previo del posible enriquecimiento de moléculas con alta
afinidad por LIN28B en la poza de aptameros recuperados después del
séptimo ciclo NON-SELEX, se evalué mediante ensayos de uniéon en sandwich
la afinidad que esta poza de aptameros tiene por LIN28B. Se realizaron
ensayos de unién con una cantidad fija de 300 nM de LIN28B y la poza de
aptameros iniciales, asi como con la poza de aptameros recuperada despueés
del séptimo ciclo NON-SELEX.
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Figura 23. Ensayos de uniéon entre LIN28B y la poza de aptameros
recuperados después del 7° ciclo NON-SELEX. A. Ensayos de union en
sandwich entre L30 o la poza de aptameros recuperados después del 7° ciclo NON-
SELEX y LIN28B empleando 15 pM de las moléculas marcadas con »[**P]-ATP y
300 nM de LIN28B. B. Prueba t de Student para datos relacionados utilizando los
resultados obtenidos en A. El valor dentro de las barras corresponde al promedio
de las mediciones. n=3

Puede observarse en la figura 23A un aumento en la capacidad de unirse a la
proteina LIN28B en la poza de aptameros recuperada después del séptimo
ciclo NON-SELEX si se le compara con la capacidad que la poza inicial
presentd para su interaccion con LIN28B. Este incremento de la afinidad se
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encontré como estadisticamente significativo utilizando una prueba t de
Student para datos relacionados y se pudo observar una unién de cuatro veces
mas si se le compara con la afinidad que presenta la poza inicial a estas
concentraciones de la proteina.

Con estos resultados se refleja el enriquecimiento de moléculas con afinidad
especifica hacia la proteina LIN28B y se puede predecir que a partir de esta
poblaciéon de moléculas podrian recuperarse aptameros con gran afinidad
hacia LIN28B.

Para corroborar el enriquecimiento de moléculas con afinidad especifica hacia
la proteina LIN28B en la poblacién de aptameros recuperada después del
séptimo ciclo NON-SELEX se evalué su capacidad de unidn hacia
concentraciones crecientes de la proteina LIN28B y se comparo su progreso
con respecto a la uniéon que presentd la poza de aptameros recuperados
después del segundo ciclo NON-SELEX, la poza inicial y el homdlogo de pre-
let-7f-1 de DNA como control de union.

Se pudo observar en la Figura 24 que a concentraciones micromolares de la
proteina, la poza inicial tiene la capacidad de unirse en su totalidad a LIN28B.
Sin embargo, el comportamiento que ofrecid su grafico de union hace
referencia a una unidén inespecifica que se correlaciona con los datos
obtenidos anteriormente y con la nula capacidad de poder estimar una Kd con
el modelo utilizado.

Por su parte la poza de aptameros recuperada después del segundo ciclo
NON-SELEX empez6 a adquirir un comportamiento hiperbdlico caracteristico
de la unién especifica, sin embargo, debido a los pocos ciclos de seleccion
que presenta esta poza de aptameros, su capacidad de unidn a la proteina
LIN28B aun es muy reducida, observando que no llega a unirse a mas del
20%.
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Finalmente, en la poza de aptameros recuperada después del séptimo ciclo
NON-SELEX se pudo observar un incremento en su maxima capacidad de
union a la proteina LIN28B llegando a ser del 60%, este incremento se
correlaciona con el enriquecimiento de moléculas afines hacia la proteina
LIN28B a lo largo de los ciclos NON-SELEX. Ademas, se observa un cambio
en el comportamiento de su grafico de unidn que pasa de ser hiperbdlico para
el caso de la molécula control de union (pre-let-7f-1de DNA) a adoptar una
forma sigmoidea que podria hablar de una posible cooperatividad entre las

moléculas recuperadas en este pool para unirse con la proteina LIN28B.

100+
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75 -+ NON7C
S - pre-let-7f-1 (DNA)
c
2 50+ -+ NON2C
5
R
25
0
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nM LIN28B
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—— | _——— —
NYPLTErEEE gy b LB B ) S Prrr N
Biblioteca inicial NON-SELEX 2° ciclo pre-let-7-f1 (DNA) NON-SELEX 7° ciclo
-o- v & -
Kd= Ambigua Kd=716 Kd=316.1 Kd=479.4

Figura 24. Evolucidén de los aptameros contra LIN28B a través de diferentes
ciclos NON-SELEX. Se observan las curvas resultantes de los ensayos de union
en sandwich entre la poza inicial (circulo), la poza de aptameros recuperados
después del segundo ciclo NON-SELEX (triangulo invertido), el pre-let-7f-1 de DNA
(tridangulo) y poblacién de aptameros recuperados después del séptimo ciclo NON-
SELEX (cuadrado) contra concentraciones crecientes de la proteina LIN28B (0 nM,
25nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 600 nM, 800 nM, 1000nM, 2000 nM)
empleando 15 pM de sonda marcada con y-[*P]-ATP. Abajo, se muestran los
ensayos de union en sandwich. La estimacion de las Kd se realizé usando un
modelo de regresién no lineal para un solo sitio de unién especifico utilizando la
siguiente ecuacion: Y = Bmax * X/ (Kd + X) y el grafico de Hill. n=1.
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Se pudo observar ademas que la Kd estimada mejoré del segundo ciclo al
séptimo ciclo con la metodologia NON-SELEX y que esta se acerco a la Kd
estimada para el homologo del pre-let-7f-1 de DNA.

Se pudo concluir asi, que con la metodologia NON-SELEX, se obtuvo un
enriquecimiento de moléculas con afinidad especifica para la proteina LIN28B
conforme los ciclos de seleccién iban progresando, determinando que, de esta
poblacion, es posible que se recuperen aptameros con alta afinidad por la
proteina LIN28B.
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10. DISCUSION

LIN28B es una proteina oncogénica que regula primariamente a los
precursores de los miRNA de la familia let-7 y puede promover la traduccién
de ciertos mRNA. 38 Se ha identificado que el impedimento de la union de sus
dominios CSD y ZKD con sus moléculas blanco disminuyen su capacidad
oncogénica.>?

A pesar de la vasta informacién que se tiene acerca de la funcion que su
paralogo LIN28A tiene en diversos procesos bioldgicos, hace falta entender
los mecanismos moleculares por los cuales LIN28B ejerce su papel de una
forma mas versatil gracias a su intercambio entre ntcleo y citoplasma.?’:82
Actualmente, en el humano sélo se conoce la interaccién de LIN28B con los
precursores de let-7 y algunos mRNA y su capacidad de unir moléculas de
DNA queda desconocida. 328384

Ademas de la union por complementariedad de bases, moléculas de acido
nucleico en cadena sencilla pueden formar multiples estructuras secundarias,
como estructuras de tallo y burbuja, pseudonudos, uniones tipo Holliday, entre
otras. Esta dinamica en su estructura le confiere la capacidad de adoptar
formas tridimensionales complejas y Unicas.8%86

Como se ha descrito, para la interaccion entre LIN28 y los precursores de la
familia del miRNA let-7, la presencia de una estructura tridimensional esencial
de tallo-burbuja conservada en el loop terminal del precursor podria ser mas
importante para el reconocimiento que la conservacion de la secuencia entre
los miembros de la familia de los precursores.?’

Tomando en cuenta que moléculas de ssDNA también tienen la capacidad de
formar este tipo de estructuras y las ventajas que presenta la recuperacion de
aptadmeros de naturaleza de ssDNA.2® Se consideré como probable la
recuperacion de estructuras de ssDNA complejas capaces de interaccionar
con diversas regiones de la proteina LIN28B. Por ello, en el presente trabajo
se realizé un analisis de la posible interaccion entre LIN28B y moléculas de
ssDNA mediante la implementacion del método SELEX y ensayos de union.
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Ademas, debido a que la prediccion in-silico del homologo de ssDNA del pre-
let-7f-1 otorgaba una forma similar, con la adquisicion de una estructura de
tallo burbuja caracteristica para los pre-miRNA que interaccionan con LIN28B.
Para tener un primer indicio de la capacidad que LIN28B pudiera tener de unir
moléculas de ssDNA se sintetizé al pre-let-7f-1 de esta naturaleza.

Se pudo observar que el pre-let-7f-1 de naturaleza de DNA tiene la capacidad
de unirse especificamente a la proteina LIN28B recombinante de acuerdo al
comportamiento que la curva de unién presento en estos experimentos.

Sin embargo, pudo apreciarse que esta molécula no llega a unirse a un 100%

aun en concentraciones micromolares. Este hecho puede deberse al cambio
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O—® ENERGY = -21.8 pre-let-7f-1 DNA

Figura 25. Diferencia estructural entre pre-let-7f-1 de RNA y DNA. A. Modelo de
la estructura secundaria del pre-let-7f-1 obtenido por SHAPE (Rangel-Guerrero y
colaboradores, 2020).63 B. Prediccion estructural mediante el software RNA-Structure
(Matews Lab) del pre-let-7f-1 de DNA. La marca de agua muestra la posible
indisposicién de los motivos conservados. Se muestra el codigo de reactividad o
probabilidad segun sea el caso, los motivos de unién al CSD y ZKD se muestran
dentro de cajas con lineas punteadas o completas, respectivamente.

en la estructura ideal del pre-let-7f-1 para su interaccion con LIN28B que
provoca el cambio de bases de RNA a DNA (Figura 25).

Este cambio de Timina en vez de Uracilo pudo afectar en primera instancia al
motivo conservado 5-UGAU-3" de union al CSD de LIN28B. Este suceso
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podria desencadenar una disminucion en la afinidad de este homologo con
respecto al pre-let-7f-1 de naturaleza de RNA que como reportaron Ustianenko
y colaboradores en el 2018, indicaria una disminucion en la capacidad de
LIN28B de unirse a precursores de esta familia que a pesar de tener el motivo
de union a los ZKD, la ausencia de este dominio desencadena una menor
capacidad de unirse a LIN28 comparandola con aquellos precursores que
mantienen el motivo 5-UGAU-3" disponible.'

Ademas, de acuerdo a resultados no publicados de Rangel-Guerrero y
colaboradores, donde se determind la estructura del pre-let-7f-1 mediante
SHAPE (Acilacién Selectiva del 2'-Hidroxil analizada por Primer Extension),
los uracilos presentes y cerca de los motivos conservados ejercen un papel
importante en la estructura que este precursor presenta.®

Tomando en cuenta lo anterior, es posible que el cambio de estos Uracilos
debido a la naturaleza vibrante de las moléculas en ciertos momentos
indisponga a ambos motivos de unidn a LIN28B. De esta forma se
presentarian dos momentos al equilibrio: uno en donde el motivo de union al
ZKD se encuentra disponible en el pre-let-7f-1 de DNA y otro en el que no. Por
ello, aunque se tengan concentraciones saturantes de LIN28B solo se obtuvo
un maximo de 50 % de union.

A pesar de este resultado, este es el primer reporte que se tiene sobre
moléculas de ssDNA que pueden interaccionar de alguna forma con LIN28B
de humano. Estas observaciones podrian marcar un indicio de la mutua
capacidad de la proteina LIN28B de humano de unirse tanto a RNA o DNA,
desencadenando una nueva vision de la facultad de LIN28B de modular la
expresion de genes, tal y como ya se ha propuesto para LIN28A de ratén.’®
Rescatando la posibilidad de una estructuracién cercana a la ideal por parte
del homodlogo de pre-let-7f-1 de DNA para interaccionar con LIN28B, se
determind, que una buena referencia para este proyecto seria encontrar
aptameros que se unan con mayor afinidad que este homaologo.

En este trabajo se establecié una variante del método SELEX tradicional

denominado NON-SELEX. Este método otorgé las ventajas de una
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recuperacion en tan solo siete ciclos de seleccion, debido a la disminucion en
los pasos de amplificacién requeridos para llevar a cabo todos los ciclos, lo
cual redujo el sesgo que la PCR le atribuye al método SELEX tradicional.®

El tiempo que tomdé recuperar una poblacion de aptameros con
enriquecimiento de secuencias afines usando esta metodologia, es
considerablemente bajo, se ha reportado la necesidad de hasta 20 ciclos con
el método SELEX tradicional para obtener un proceso SELEX exitoso.®' Por
ello se establecio una mejor eficiencia de este sobre el método SELEX
tradicional usando el método de particion con el que contabamos en el
laboratorio.

Estos resultados favorecen la decision de empezar a usar el método NON-
SELEX utilizando métodos de particion de facil acceso que implican la
inmovilizacién del blanco, como el utilizado en este trabajo. Hasta el momento,
el método NON-SELEX solo se habia descrito para la recuperacién de
aptameros de RNA y para el caso de aptameros de DNA se requeria el uso de
electroforesis capilar.”’%® Asi esta metodologia podra utilizarse para el
aislamiento de aptameros contra otros blancos de interés de una forma sencilla
en nuestro laboratorio.

La eficiencia de este método se confirmo al observar un incremento en las
secuencias capaces de interaccionar con la proteina LIN28B. El
enriquecimiento de las moléculas con afinidad especifica hacia la proteina
LIN28B con la metodologia NON-SELEX se corroboré identificando un
aumento en la maxima capacidad de union a LIN28B por la poblacion de
aptameros recuperada después del séptimo ciclo NON-SELEX si se le
compara con la poza de moléculas iniciales.

Ademas, se verificd que el monitoreo de la convergencia en la seleccion de
aptameros usando el analisis de la curva de fluorescencia y de fusion, tal y
como se habia reportado antes, esta estrategia es una buena herramienta para
el método SELEX e indicé la pérdida de variabilidad de secuencias con un
incremento en la unién especifica de la poza de aptameros recuperados. Tal
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y como se ha reportado, incrementos parecidos en el porcentaje de retencion
de moléculas han conllevado a la recuperacion exitosa de aptameros.%?

Por estas razones, se podria concluir que se recuperaron aptameros con
afinidad especifica por la proteina LIN28B. El enriquecimiento de estas
moléculas tendra que verificarse mediante secuenciacion de proxima
generacion, la cual nos permitira secuenciar cada una de las moléculas de
ssDNA contenidas en las pozas recuperadas a través de los diferentes ciclos
de seleccion. Este proceso nos permitira agruparlas con base en la homologia
de sus secuencias mediante el uso algoritmos bioinformaticos para determinar
el enriquecimiento de grupos de moléculas con secuencias y motivos
estructurales similares. 9394

Una vez verificado el enriquecimiento y evaluada la especificidad de los
aptameros seleccionados, sucesos planteados como perspectivas de este
proyecto, se podra concluir que el método NON-SELEX empleado para la
recuperacion de aptameros de ssDNA contra LIN28B fue exitoso.

Por el momento, el aumento en la capacidad de unirse de la poblacién de
aptameros recuperados después del séptimo ciclo NON-SELEX nos sugiere
la confirmacion de la hipdtesis de que la estructuracion tridimensional de las
moléculas de ssDNA permite la interaccion con diversas regiones de la
proteina LIN28B.

El enriquecimiento de moléculas con afinidad hacia la proteina podria
sugerirnos la recuperacion de estructuras tridimensionales oOptimas que
permitan la interaccion con los dominios conservados de la proteina. El
aumento en la maxima capacidad de unién de la poza de aptameros
recuperados después del séptimo ciclo NON-SELEX en comparacion con la
maxima capacidad de union del homdlogo de ssDNA de pre-let-7f-1, refiere un
refinamiento en la estructuraciéon tridimensional de las moléculas de ssDNA
para poder interaccionar con la proteina LIN28B.

Finalmente, estos resultados amplian la visién de la capacidad de LIN28B de
modular la expresion de genes por unién directa al DNA si es que en las

burbujas de transcripcion se pueden identificar ademas de las secuencias
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consenso, como ya se habia reportado, también a estructuras tridimensionales
que permitan esta interaccion.”® Debido a los objetivos de este proyecto, esta
ultima sugerencia pude plantearse como perspectivas a evaluar en un

proyecto alterno.
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11. CONCLUSIONES

La proteina LIN28B tiene la capacidad de unir moléculas de ssDNA
basado en los resultados obtenidos con el homaologo del pre-let-7f-1 de
DNA.

La recuperacion de una poblacion de aptameros contra LIN28B puede
llevarse en una menor cantidad de tiempo utilizando el proceso NON-
SELEX en vez del método SELEX tradicional.

Se sugiere la obtencidon de una poblacion de aptameros con afinidad
especifica por diferentes partes de la proteina LIN28B después del
séptimo ciclo NON-SELEX confirmando la hipétesis de que la
estructuracion tridimensional de las moléculas de ssDNA permite la
interaccidn con diversas regiones de la proteina LIN28B.

Se sugiere la identificacion de los aptameros con mayor afinidad
recuperados en este pool mediante secuenciacion de proxima
generacion y ensayos de union de varias candidatas para
posteriormente identificar si alguno de los aptameros recuperados
puede inhibir la interaccion entre LIN28B y su blanco natural.
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12. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos y con el objetivo de sustentar aun

mas

las observaciones realizadas, asi como dar continuidad, resulta

importante contemplar las siguientes perspectivas:

Verificar mediante ensayos de competencia la diferencia de afinidad
entre los precursores de diferente naturaleza.

Identificar mediante ensayos de footprinting los sitios de union del pre-
let-7f-1 de DNA hacia la proteina LIN28B.

Verificar por triplicado los resultados de la grafica “Evolucién de
aptameros a través de los ciclos NON-SELEX”.

Identificar los aptameros con mayor afinidad recuperados en este pool
mediante secuenciacion de proxima generacion y ensayos de union.
Identificar si alguno de los aptameros recuperados puede inhibir la
interaccion entre LIN28B y los precursores de let-7 en un ambiente

ONcogeénico.
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