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1. Resumen

Los microRNAs (miRNAs) pueden ser transcritos individualmente como un
monocistron o como RNAs policistronicos, en los que se genera un solo
transcrito primario (pri-miRNA) y después es procesado para expresar
cada miRNA del cluster individualmente. A pesar de que los miRNAs de
un cluster pueden ser transcritos en una sola unidad, los niveles de
expresion de cada miRNA pueden ser diferentes, como lo es el caso de
los miRNAs del cluster hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a, los cuales se
transcriben en un solo pri-miRNA, pero se han observado diferentes
niveles de expresiéon de los miRNAs maduros. Como LIN28B es una
proteina involucrada en la regulacidon de let-7e y miR-125a, se planted
estudiar qué efecto tiene LIN28B en la expresion de los miRNAs del cluster
antes mencionado. Se midieron los niveles endégenos de let-7e, miR-99b,
miR-125a y sus precursores en la linea HepG2 (que produce altos niveles
de LIN28B), donde se observdé que el pre-miR-125a presentd una
acumulacién en comparacién con los otros dos precursores, mientras que
entre los miRNAs maduros no hubo una diferencia significativa. Asi, es
posible que miR-125a lleva a cabo un paso regulatorio extra a nivel del
precursor que disminuye su maduracién. Esta regulacion diferencial
podria significar que los miRNAs del cluster hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a
se necesitan diferencialmente en contextos celulares distintos, por lo que
su expresién puede variar segun los requerimientos temporales de la

célula.



2. Abstract

MicroRNAs (miRNAs) can be transcribed alone as a monocistron or
generated as a polycistronic primary transcript (pri-miRNA) and
processed to express each individual miRNA. Even though clustered
miRNAs are transcribed from a single promoter, the expression levels of
each miRNA within the cystronic RNA can be different. Such is the case of
cluster hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a, in which the miRNAs are
transcribed as a single pri-miRNA, but it has been observed different
levels of expression of the mature miRNAs. A protein involved in the
maturation of miRNAs is LIN28B, which is a known regulator of the let-7
family miRNAs. Because the cluster hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a
harbors a let-7 miRNA, and miR-125a also has been shown as a possible
LIN28B target, this work proposes the study of LIN28B effect in the
expression of the hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a cluster. The endogenous
levels of the three miRNAs and their precursors were individually
measured in the HepG2 cell line (an hepatocarcinoma line with
constitutive LIN28B expression), and it was observed that pre-miR-125a
showed an accumulation relative to let-7e and miR-99b, although no
significant difference was observed between the three mature miRNAs.
Therefore, is possible that miR-125a may go through a regulatory step at
the precursor level which decreases its maturation. This differential
regulation can mean that the miRNAs of this cluster are required at
different cellular contexts, so that their expression can oscillate according

to the temporal requirements of the cell.



3. Introduccion

3.1 MicroRNAs (miRNAs)

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no codificantes, de
aproximadamente 22 nt de largo que regulan negativamente la expresion
génica, afectando la transcripcion y estabilidad de RNAs mensajeros
(mRNA) blanco mediante el reconocimiento de una secuencia
complementaria normalmente localizada en la region no traducida 3’ (3'-
UTR). Los miRNAs estan involucrados en diversas funciones bioldgicas
incluyendo desarrollo, proliferacién celular, diferenciacién, vias de

sefializacion, apoptosis y metabolismo (Roush & Slack, 2008).

Las secuencias de los miRNAs se encuentran dentro de varios contextos
gendmicos. En humanos, la mayoria de los miRNAs se encuentran dentro
de regiones intrénicas de transcritos no codificantes o codificantes,

aunque algunos se encuentran en regiones exonicas (Ha & Kim, 2014).

La uniéon de un miRNA a su secuencia complementaria disminuye la
traduccion del mRNA blanco mediante distintos mecanismos, entre los
gue se incluyen la degradacion del transcrito y la inhibicidn de la iniciacién

y elongacién traduccional (Lee, Han, Kwon, & Lee, 2016).

Los miRNAs son transcritos producidos principalmente por la RNA
polimerasa II como un miRNA primario (pri-miRNA) (Figura 1). Este pri-
miRNA puede llegar a ser de hasta miles de nucleétidos de largo y se
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caracteriza por la presencia de una estructura de tallo-burbuja que
presenta entre 33 y 35 pb en el tallo y que contiene al miRNA maduro, un
bucle apical y extremos 3’ y 5" de cadena sencilla que pueden ser de

longitudes variables (Ha & Kim, 2014).

Durante la biogénesis candnica de miRNAs, la estructura de tallo-burbuja
es reconocida por la enzima Drosha, que es una RNAsa tipo III, y su
cofactor DGCRS8. Estas dos proteinas junto con un complejo de proteinas
forman el complejo Microprocesador y donde Drosha es el centro catalitico
que corta el RNA de doble cadena, mientras que DGCR8 asegura que el
complejo esté posicionado correctamente para su corte (Roush & Slack,
2008). Esto genera una estructura de tallo-burbuja mas corta llamada
pre-miRNA. Drosha corta al tallo-burbuja aproximadamente 11 pb mas
alla de la unién basal entre el RNA de cadena sencilla y el RNA de doble
cadena y aproximadamente 22 pb mas alla de la unidn al bucle apical. El
corte realizado es asimétrico dejando dos bases salientes en el extremo
3’ (Ha & Kim, 2014). Ya que el corte de Drosha define el limite del miRNA,
y por lo tanto determina su especificidad, es importante que

Microprocesador reconozca y corte al pri-miRNA de manera correcta.

El corte de Drosha resulta en un miRNA precursor (pre-miRNA) de
aproximadamente 70 nt de largo y es exportado del nucleo al citoplasma

mediante la exportina 5 en una manera dependiente de Ran-GTP (Lee et



al., 2016). Ya en el citoplasma el pre-miRNA se une a una segunda enzima
RNAsa tipo III, llamada Dicer. Los sitios de corte de Dicer estan fijos a
cierta distancia del extremo 3’ del RNA de doble cadena, la cual es
normalmente de 21 a 25 nt de longitud y remueve el bucle apical (MacRae
et al., 2006). Como parte de la regulacién homeostatica de la actividad
de Dicer en humanos, su transcrito contiene sitios de unidén para el miRNA
let-7, lo cual resulta en un ciclo de retroalimentacidon negativo entre Dicer

y let-7 (MacRae et al., 2006).

El dudplex imperfecto de RNA generado por Dicer presenta 2 bases
salientes en cada extremo 3’, y contiene la region semilla del miRNA
maduro, que es la regidn 5’ necesaria para el reconocimiento del blanco
y abarca de las bases 2 a 8. Este duplex es subsecuentemente cargado
en una proteina Argonauta (AGO) para formar el complejo efector llamado
Complejo Silenciador Inducido por RNA (RISC), formado principalmente
por Dicer, TRBP/D2R2 y Argonauta. Solo una de las dos cadenas del
duplex es mantenida en el complejo RISC, la cadena guia que es la
responsable del silenciamiento, mientras que la cadena complementaria
denominada pasajera es eliminada o puede ser incluida en otros
complejos RISC con diferente especificidad (Sakurai et al., 2011). La
estabilidad termodinamica del extremo 5’ de las cadenas que conforman

el duplex de miRNA maduro determina la identidad de la cadena guia y la



cadena pasajera, siendo la que presenta el extremo 5" menos estable la

gue normalmente se selecciona como la cadena guia (Liu et al., 2005).

El mecanismo de reconocimiento de los miRNAs se basa en el
apareamiento de bases entre la cadena incorporada al complejo RISC con
secuencias localizadas generalmente en el extremo 3" UTR del mRNA
blanco (Lai, 2002). Cuando la complementariedad entre el miRNA y el
mRNA blanco es parcial, la traduccion del mRNA blanco se ve reprimida,
aunque sin afectar sus niveles. Sin embargo, si la complementariedad es
perfecta, el mRNA blanco se deadenila y provoca el corte endonucleolitico

y su degradacién (Eulalio, Huntzinger, & Izaurralde, 2008).
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Figura 1. Via canénica de la biogénesis de miRNAs. Un transcrito
primario producido por la RNA polimerasa II es procesado por el
microprocesador en el nucleo. El pre-miRNA generado es transportado al
citoplasma en una manera dependiente de EXP5-Ran-GTP vy
posteriormente procesado por Dicer para generar el miRNA maduro. El
miRNA maduro es cargado al complejo RISC para inhibir la traduccion del
RNA mensajero blanco.



3.2 Cluster de miR-125a/let-7e/miR-99b

Un cluster de miRNAs es un juego de dos o mas miRNAs que son
transcritos de genes de miRNAs fisicamente adyacentes (policistrén).
Estos pueden ser encontrados en unidades de transcripcion de regiones
codificantes para proteinas, o regiones no codificantes. Los clusters de
miRNAs juegan roles importantes al controlar varios procesos celulares

(Lai 2013).

Uno de estos clusters es el que contiene a los miRNAs miR-99b, let-7e y
miR-125a, el cual se encuentra en el cromosoma 19 en humanos (Figura
2). Inicialmente se reportdé que éste cluster se encontraba
inmediatamente rio arriba del primer exén anotado de NCRNA0OQOO85, un
RNA largo no codificante con funcién desconocida (Gascoigne et al.,
2012). Después, basandose en homologia de secuencia con el genoma de
ratdon, se encontré un marco de lectura abierto (ORF) y se volvié evidente
gue el transcrito codificaba una cadena de polipéptidos de 324 residuos
de aminoacidos, denominada Proteina 6 Asociada al Acrosoma de
Espermatozoide (SPACA6), que en ratones esta implicada en la fusion del
espermatozoide con el évulo durante la fertilizacion (Lorenzetti et al.,
2014). Mas recientemente un nuevo exdén del gen de Spaca6 fue
encontrado. Se localiza 3029 pb rio arriba de pre-miR-99b y pertenece a

un transcrito que codifica una isoforma diferente de la proteina SPACA6



de 283 residuos de aminoacidos, denominada isoforma 2 (Chang, Pertea,

Lee, Salzberg, & Mendell, 2015).

Un método de deteccién basado en un vector reportero sin promotor
demostré que el cluster de miR-125a/let-7e/miR-99b y SPACA6
comparten el mismo promotor. La secuencia identificada es un promotor
de RNA polimerasa II sin caja TATA que contiene un iniciador y elementos
promotores rio abajo. Ensayos de luciferasa mostraron que su actividad
es inducida por p65, la principal subunidad de NF-kb, un factor de
transcripcidon que juega un papel importante en la respuesta inflamatoria

(Potenza, Panella, et al., 2017).

Locus 19qg13

miR-99b Let-7e miR-125a

é ~200 pb é ~800 pb é
SPACA6 SPACA6 I':{)

Figura 2. Organizacion gendémica del cluster miR99b/let-7e/miR-125a. El cluster
se encuentra dentro del primer intrén del transcrito primario de Spaca6, ubicado en el
locus 19q13.2 -= 19gq13.4

3.3 miR-99b

En el caso de miR-99b, se ha reportado que estd involucrado en la

diferenciacion, migracién y proliferacion de células cancerosas. Algunos



estudios han demostrado que miR-99b puede funcionar como modulador
dentro de una red compleja de factores que regulan la transicion epitelio
mesénquima inducida por TGF-B (Li Wang et al., 2014). Ademas miR-99b
inhibe la invasion celular en cancer cervical y proliferacién al elegir como
blanco la via de senalizacién de mTOR (Turcatel, Rubin, El-Hashash, &
Warburton, 2012). En otro estudio se demostrd que la sobreexpresion de
miR-99b suprimid significativamente la proliferacion de queratinocitos

humanos a las 48 y 72 horas después de la transfeccion (Li et al., 2015)

Por otro lado, se ha reportado que miR-99b promueve el fenotipo
metastasico en lineas celulares de carcinoma hepatocelular (HCC)
mediante la inhibicion de la proteina asociada a uniones estrechas
Claudina 11, para promover la transicion epitelio mesénquima de las

células HCC llevando a metastasis (Yang, Liu, Yuan, & Wang, 2015).

También se ha mostrado que miR-99b regula la proliferacién celular en
células normales. En epitelio normal de glandula mamaria de ratén, la
sobreexpresion de miR-99a y miR-99b resulté en mayor proliferacion,
migracidn y expresion de fibronectina (Turcatel et al., 2012), por lo que
es aparente que miR-99b tiene funciones distintas en diferentes tipos

celulares.



3.4 miR-125a

Por su parte, el miRNA-125a, denominado /in-4 en nematodos y parte de
la familia miR-125 (miR-125a, miR-125b1 y miR-125b2), es expresado
en todos los animales con simetria bilateral. Su secuencia nucleotidica
esta altamente conservada y presenta un segmento de 11 nt que incluye
a la regién semilla que es idéntico en todas las especies analizadas
(Potenza & Russo, 2013). Este miRNA juega un papel esencial en la
regulacion de la proteina LIN28, por lo tanto, promoviendo las
transiciones de fase en el desarrollo y diferenciaciéon en nematodos,
insectos y mamiferos. En mamiferos, miR-125a estd expresado en la
mayoria de los tejidos, teniendo como blancos principalmente receptores
de membrana o transductores de sefales mitogénicas intracelulares,

limitando asi la proliferacién celular (Russo & Potenza, 2018).

La expresién de miR-125a generalmente incrementa la diferenciacion
celular, mientras que en varios tipos de cancer se encuentra regulado
negativamente, incluyendo cancer de colon, cervical, gastrico, ovarico,
pulmonar, y de mama, asi como en osteosarcoma, neuroblastoma,
glioblastoma, meduloblastoma, retinoblastoma y carcinoma hepatocelular

(Wu & Belasco, 2005).

ERBB2 y ERBB3 fueron de los primeros blancos validados de miR-125a;

codifican para receptores de tirosina quinasa que se unen al Factor de
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Crecimiento Epidermal (EGF) y factores de crecimiento relacionados que
inducen proliferacion celular y sobrevivencia. En células de cancer de
mama de humano, miR-125a interfiere con la expresién de ERBB2 vy
ERBB3 al unirse directamente a sus transcritos, inhibiendo asi la

proliferacion (Scott et al., 2007).

En células hepaticas miR-125a regula negativamente varias proteinas con
actividad proliferativa. Estas incluyen la Metaloproteinasa de Matriz-11
(MMP11), Sirtuina-7 (deacetilasa de histonas), c-RAF, LIN28B, y el factor
de transcripcion ZBTB7A (Bi et al., 2012; Potenza, Mosca, et al., 2017;
Takashima et al., 2016). Un estudio reciente en un grupo de 55 pacientes
de HCC fue realizado midiendo los niveles de miR-125a en biopsias de
cancer y tejido adyacente no tumoral, mostrando una expresion menor
del miRNA en 80% de los muestras cancerosas con un decremento medio

de 4.7 veces (Coppola et al., 2017)

3.5 let-7e

Lethal-7 (let-7) fue uno de los primeros miRNAs en ser descubiertos.
Inicialmente fue identificado como un regulador de la sincronizacion del
desarrollo en el nematodo Caenorhabditis elegans y fue considerado un
gen heterocrénico (Reinhart et al., 2000). EIl miRNA let-7 esta conservado

evolutivamente a través de varias especies animales, incluyendo insectos
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y mamiferos. En nematodos y la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) let-7 tiene una sola isoforma, mientras que en vertebrados
presenta varias todas ellas con la misma especificidad o regién semilla.
En humanos por ejemplo, la familia de let-7 estéd compuesta de doce
isoformas: 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, algunos de las cuales estan
agrupados en clusters (Ruby et al., 2006). Para distinguir entre las
multiples isoformas una letra es colocada después de let-7 para indicar
un let-7 con secuencia ligeramente diferente, y un nimero al final denota
gue la misma secuencia se encuentra en multiples locaciones genémicas
(Roush & Slack, 2008). La mayoria de las secuencias de los let-7 incluyen
una region semilla altamente conservada que abarca los nucleétidos 2 al
8, y es un componente esencial requerido para el reconocimiento del

blanco por el complejo RISC (Ruby et al., 2006).

En el contexto de cancer la evidencia sugiere que la expresién de let-7
reprime la proliferacion celular, invasién, metastasis y resistencia a
terapia. También se demostrdé que let-7 puede reprimir la renovacion de
las células troncales cancerigenas en HCC (Jin et al., 2016). Asi, let-7e es
un regulador clave en la funcidn endotelial y la inflamacién, y también
regula la migracion de las células progenitoras endoteliales al tener como
blanco a FASLG (Kong et al., 2016). La sobreexpresion de let-7e puede
activar células Thl y Th17 y agravar la encefalomielitis autoinmune y la

12



enfermedad de Hashimoto al tener como blanco a IL-10 (Guan et al.,
2013). En HCC se ha reportado que la expresién aberrante de let-7
contribuye al desarrollo y progresion del HCC. En este cancer se encontrd
que los miRNAs let-7 reprimen a Ras, Bcl-xl, MAPK, c-Myc, ciclina D1 y

otros oncogenes en HCC (Sun et al., 2014).

3.6 Regulacion post-transcripcional de los miRNAs let-7

La expresion de los miRNAs let-7 en mamiferos esta regulada, en parte,
a nivel post-transcripcional. Esto se descubri6 ya que durante la
diferenciacion de células troncales embrionarias de ratén los niveles de
pri-let-7e incrementaron en las células diferenciadas en comparacion con
las no diferenciadas; sin embargo, no se observd el incremento

correspondiente en los niveles del miRNA maduro (Wulczyn et al., 2007).

La proteina de unién a RNA, LIN28, se encontré como un regulador que
reprime selectivamente la expresién de los miRNAs let-7 (Figura 3)
(Viswanathan, Daley, & Gregory, 2008). Esta regulacion post-
transcripcional de let-7 por LIN28 es requerida para el desarrollo normal
y contribuye al estado de pluripotencia, al prevenir la diferenciacion de

células troncales embrionarias mediada por let-7.
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A diferencia de C. elegans donde un solo gen de Lin28 es responsable de
la represidn de la expresion de let-7 en mamiferos hay dos paralogos,
LIN28A (también conocido como LIN28) y LIN28B, los cuales pueden
unirse tanto al pri- y al pre-let-7 para bloquear las actividades de Drosha

y Dicer (Newman, Thomson, & Hammond, 2008).

Tanto LIN28A como LIN28B tienen dos dominios diferentes de union a
RNA, un cold-shock domain (CSD) que reconoce el bucle terminal y parte
del tallo, y dos motivos de dedos de zinc en tandem, que reconocen un

motivo GGAG (Nam, Chen, Gregory, Chou, & Sliz, 2011).

A pesar de su alto grado de homologia, LIN28A y LIN28B funcionan a
través de distintos mecanismos. LIN28A recluta a la uridililtransferasa
terminal TUT4, que poliuridila al extremo 3’ del pre-miRNA lo cual
estimula su degradacién por la exonucleasa DIS3L2, o a TUT2/7 que
monouiridila el extremo 3’ lo cual, al contrario del proceso de
poliuridilacidn, promueve la biogénesis del miRNA al extender el extremo
y mejorando la actividad de Dicer (Longfei Wang et al., 2017). Mientras
que LIN28B funciona mediante un mecanismo independiente de TUTasa
(Piskounova et al., 2011). LIN28A y LIN28B se encuentran
diferencialmente localizados en la célula, siendo LIN28A
predominantemente citoplasmatico mientras que LIN28B se acumula en

el nucleo debido a su sefial de localizacién nuclear, donde se une al pri-

14



miRNA para bloquear la actividad del Microprocesador (Piskounova et al.,

2011).

La activacion de LIN28A/LIN28B se da en varios tumores primarios de
humano y estos tumores muestran bajos niveles de expresiéon de let-7.
LIN28A/LIN28B pueden contribuir al desarrollo de tumores agresivos poco
diferenciados, dado que su expresion estd asociada con estadios
avanzados de HCC, leucemia mieloide crénica, carcinoma de ovario y
(Guo et al., 2006; Iliopoulos, Hirsch, & Struhl, 2009; Viswanathan et al.,

2008).
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Figura 3. Regulacion de let-7 por LIN28A/LIN28B. LIN28B se une al pri-let-7
en nulcleo y evita su procesamiento por Drosha. LIN28A recluta a TUT4/7 que uridila
al pre-let-7, promoviendo su degradacion por DIS3L2.
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4. Antecedentes

Habiendo demostrado que LIN28B se encuentra regulado negativamente
por miR-125a en células hepaticas de ratén, Takashima et al. (2016)
analizaron el mecanismo por el cual los niveles de miR-125a se mantienen
normalmente bajos en hepatoblastos, similar a los de let-7b. Para esto
analizaron los niveles de expresion del precursor y la forma madura de
miR-125a en hepatoblastos de raton transfectados con siRNAs contra el
transcrito de /in28b. Los resultados mostraron que la expresion del
precursor fue disminuida, mientras que la forma madura aumento su

expresion (Figura 4A).

Ademas, realizaron un analisis RIP-gPCR, donde mostraron que LIN28B
se une directamente al precursor de miR-125a en hepatoblastos de ratén

en comparacion con un anticuerpo anti-IgG donde no hubo unién (Figura

4B).
A 1.0E+02 - : B 2.0E+04
: o L5E+04
LPEOL - mcthsiRNA T S 1.06:04 " _—
% LoEs00 pre-miR-125a ! SiRNA#1 |§ 5.0E+03 b
w1 : - miR-1253 m siRNAH2 g'-5 0.0E+00
Loe01 - i msiRNAH3 g é'\)é: -‘}&‘p
. &
1

1.0E-02 -

Figura 4. LIN28B se une al pre-miR125a y bloquea su procesamiento a la forma
madura en hepatoblastos. A) Niveles de expresidon de pre-miR-125a y miR-125a en
hepatoblastos de ratdn transfectados con siRNA control o siRNA contra Lin28b fueron
analizados por gPCR. B) Andlisis RIP-qPCR usando anticuerpo anti-LIN28B mostrando la
union directa de LIN28B con el pre-miR-125a en hepatoblastos de ratén
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Con el antecedente de Takashima, el grupo de Panella et al. (2018)
investigd la interaccién funcional y estructural entre miR-125a y LIN28B
en células de carcinoma hepatocelular, ya que no se habian hecho
estudios de este tipo en células humanas. Para lograr esto, transfectaron
primeramente un simil de miR-125a en la linea de hepatocarcinoma HuH7
y midieron los niveles de expresiéon de LIN28b, los cuales estuvieron
disminuidos en un 52%, comprobando el efecto silenciador del miRNA.
Posteriormente, transfectaron células HuH7 con un vector que expresaba
LIN28B y cuantificaron los niveles de miR-125a, observando que

disminuyeron en un 33% (Figura 5A).

Luego tomando un motivo GGAG presente en la secuencia del pre-miRNA
como el sitio putativo de unién a LIN28B (Figura 5B), procedieron a
transfectar células HUH7 con vectores expresando la secuencia normal del
pri-miRNA o construcciones mutadas en la ultima base del motivo GGAG.
La transfeccidn con la secuencia mutada incrementé la expresién del miR-
125a en un 47% con respecto a las células transfectadas con la secuencia
normal, soportando asi la hipétesis de la interaccién del dominio de dedos
de zinc con la secuencia identificada GGAG, llevando a la supresion de la

maduracion del miR-125a (Figura 5C).
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Figura 5. Supresion de miR-125a por LIN28B. A) Células de hepatocarcinoma HuH7
fueron transfectadas con un plasmido que expresaba LIN28B y se cuantificd los niveles
endogenos de miR-125a maduro por RT-qPCR. Los datos son la media de dos experimentos
independientes, n=3; ***p<0.001. B) Modelo para la uniéon de LIN28B con pre-miR-125a.
El cold-shock domain (CSD) de LIN28B se espera que se una al bucle terminal mientras
que el dominio de dedos de zinc (ZKD) reconoce un motivo GGAG conservado. C) Mutacion
del sitio de unién del pre-miR-125a para LIN28B. Células HuH7 fueron transfectadas con
un plasmido cargando la transcripcién de la secuencia normal del pri-miR-125a (GGAG) o
dos construcciones con secuencias mutadas GGAC o GGAA. Después de 48 horas el miR-
125a maduro fue cuantificado por RT-gPCR. Los datos son la media de dos experimentos
independientes, n=3; **p<0.01.

Finalmente, en 2018 en nuestro grupo de investigacion se estudié la co-
expresion de los precursores de /et-7 con LIN28B en células cervicales
(Zamora-Contreras & Alvarez-salas, 2018). La linea HepG2 fue usada
como control positivo de LIN28B y se midieron sus niveles en esta linea
junto con otras lineas de tumores cervicales o inmortales (Figura 6B).
Como se observa LIN28B es detectable en la linea HepG2. También en
este estudio se analizaron los niveles de diferentes precursores de let-7
en las mismas lineas donde se analizé LIN28B, donde se observd una
expresion diferencial para los diferentes miembros de la familia Let-7, con
niveles variables entre las distintas lineas estudiadas, pero teniendo en

comun una baja expresion de let-7e en comparacién a los otros
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precursores estudiados (Figura 6A). La expresion diferencial observada
en este trabajo es atribuida a las distintas caracteristicas estructurales en

la regidon del pre-elemento, lo cual afecta su interaccién con LIN28B.
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Figura 6. Expresion de precursores de let-7 y LIN28B en HepG2 y distintas lineas
cervicales inmortales y tumorales. A) Mapa de calor mostrando los valores 2-2¢T
promedio de pre-let-7a-2, pre-let-7a-3, pre-let-7c, pre-let-7e, pre-let-7f-1, pre-let-7g,
pre-let-7i y pre-miR-98 (normalizado con 5s RNA) en las lineas tumorales con VPH SiHa,
QGU y Hela, las lineas inmortales Cx16.2, CxT1 y HKc16E6/E7-II y las lineas sin VPH C-
33A y HaCaT, asi como la linea de hepatocarcinoma HepG2. B) Expresion de LIN28B en
extracto de proteinas totales de las lineas SiHa, QGU, Hela, Cx16.2, CxT1, HKc16E6/E7-
II, C-33A y HaCaT. HepG2 fue usado como control positivo de LIN28B.
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5. Justificacion

Como se describidé con anterioridad, el cluster hsa-miR-125a/let-7e/miR-
99b juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular y fallas en su regulacion pueden llevar a cancer. Se ha reportado
que todo el cluster hsa-miR-125a/let-7e/miR-99b responde a la
regulacion transcripcional de un uUnico promotor; sin embargo, la
expresion de los miRNAs individuales es diferencial (Potenza, Panella, et
al., 2017). Teniendo en cuenta que LIN28 esta implicado en la maduracion
de la familia de miRNAs let-7 y, conforme a evidencias recientes,
posiblemente también en la de miR-125a, y que no se ha reportado algun
efecto de LIN28 sobre la expresién de miR-99b, no es claro el papel
funcional que tiene LIN28 sobre la regulacion del cluster hsa-miR-
125a/let-7e/miR-99b. Dada la ausencia de LIN28A en hepatocarcinoma y
cancer cervical (Piskounova et al., 2011), LIN28B aparece como un
candidato importante para regular postranscripcionalmente la expresion
de miR-125a, let-7e y miR-99b los cuales estan implicados en la
regulacion de procesos fundamentales como la proliferacién, apoptosis y
migracion celular. Asi, entender los mecanismos moleculares que influyen
en la expresion del cluster hsa-miR-125a/let-7e/miR-99b, puede proveer
un nuevo enfoque para el entendimiento de los procesos de

carcinogénesis y la regulacion de la expresion de miRNAs.
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6. Hipotesis

La proteina LIN28B interactia directamente con los miRNAs miR-125a y
let-7 por lo que podria regular postranscripcionalmente y de manera
diferencial la expresion de los miRNAs del cluster hsa-miR125a/let-
7e/miR-99b. Asi, la modificacidn de los niveles de expresion de LIN28B
afectara los niveles de expresion de los miRNAs del cluster en diferente

medida segun la interaccidon que presenten.

7. Objetivos

7.1 Objetivo General

Determinar el papel de LIN28B en la regulaciéon postranscripcional del

cluster hsa-miR-125a/let-7e/miR-99b.

7.2 Objetivos Especificos

e Calcular las eficiencias de las reacciones de gqPCR.

e Cuantificar los niveles endégenos de miR-125a, let-7e, miR-99b y
de sus precursores mediante RT-qPCR.

e Silenciar LIN28B y cuantificar los niveles de miR-125a, let-7e y miR-

99b y sus respectivos precursores.
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9. Materiales y Métodos

9.1 Cultivo de células

Se trabajo con células HepG2 (ATCC® HB-8065) que son una linea
proveniente de carcinoma hepatocelular y que expresa LIN28B y el cluster
hsa-miR-125a/let-7e/miR99b (Piskounova et al., 2011; Potenza, Panella,
et al., 2017; Yang et al., 2015). Las células se crecieron en cajas de Petri
de 100mm, utilizando medio DMEM suplementado con suero bovino fetal
al 5% y antibioticos (100 pg/mL de penicilina/estreptomicina y 10 pg/mL
de gentamicina). Las células fueron incubadas a 37°C con 5% de CO.,

cambiando el medio cada tercer dia hasta alcanzar 80% de confluencia.

9.2 Extraccion de RNA total

Se realizé la extraccidn de RNA total de las células al 80% de confluencia
utilizando 1 mL del reactivo TRIzol (Thermo Scientific™) segun las
instrucciones del fabricante. EI RNA obtenido fue cuantificado mediante el
aparato NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) y su calidad determinada
en base a la relacién de absorbancia 260/280; la integridad fue verificada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% identificando las bandas
de 18S y 28S. Finalmente, el RNA fue tratado con 1 pL de DNAsa I

(Invitrogen™) por ug de RNA para eliminar posible contaminacion de DNA
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gendmico. La reaccién fue incubada durante 30 min a 37°C. Para inactivar
la enzima se afadié 1 yL de EDTA 50 mM y se incubd por 10 min a
temperatura ambiente. EI RNA tratado fue precipitado en 1 mL de
isopropanol e incubado toda la noche a -20°C, al dia siguiente se
centrifugdé a 12,000 x g por 10 min a 4°C se y lavo la pastilla con 1 mL
de etanol al 75% en dos ocasiones, el RNA obtenido se resuspendié en 15

ML de agua libre de nucleasas y se volvid a cuantificar.

9.3 Evaluacion de la expresion de miRNAs y sus precursores

mediante RT-qPCR

Para realizar el analisis de expresion de los tres miRNAs y sus precursores,
asi como del gen de referencia snRNA U6, se realizé una retrotranscripcion
de 100 ng de RNA utilizando la enzima SuperScript III (Invitrogen™) y el
cebador correspondiente para cada miRNA o su precursor (Tabla 1), las
temperaturas utilizadas fueron: 16°C por 5 min, 42°C por 30 min y 95°C
por 10 min. Posteriormente, el cDNA obtenido fue amplificado vy
cuantificado mediante PCR cuantitativa (qPCR) utilizando el kit comercial
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2x (Thermo Scientific™) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. El ciclaje de temperaturas y la
cuantificacion se llevd a cabo en un termociclador RotorGene 3000

(Corbett Research), siendo el ciclaje el siguiente: 1 ciclo a 95°C por 3
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min, 35 de ciclos de 95°C por 30 segundos seguido de 60°C por 30

segundos, para finalmente realizar un analisis de fusidon donde se llevé a

cabo un gradiente de temperatura de 50 a 90°C aumentando 1°C cada 5

segundos. Los cebadores utilizados para la gqPCR se encuentran descritos

en la Tabla 2. Cabe destacar que los cebadores utilizados tanto para la

retrotranscripcién como la gqPCR para los miRNAs maduros fueron

disenados siguiendo el protocolo de Kramer (2011), mientras que los

utilizados para los pre-miRNAs fueron reportados y validados previamente

por por Jiang, Lee, Gusev, & Schmittgen (2005).

Tabla 1. Cebadores utilizados para la retrotranscripcion

Gen Cebador para RT

snRNA U6 5-AAA ATA TGG AAC GCT TCA CGA ATT TG-3’

miR-125a 5-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA
CTG GAT ACG ACT CAC AG-3’

let-7e 5-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA
CTG GAT ACG ACA ACT AT-3’

miR-99b 5’-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA
CTG GAT ACG ACC GCA AGG-3’

pre-miR-125a | 5-AAC CTC ACC TGT GAC CCT G-3’

pre-let-7e 5’-GAA AGC TAG GAG GCC GTA TAG-3’

pre-miR-99b 5’-CCA CAG ACA CGA GCT TGT GT-3’
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Tabla 2. Cebadores utilizados para qPCR

Gen Forward Reverse

5’-CTC GCT TCG GCA GCA CAT | 5-ACG CTT CAC GAA TTT GCG
snRNA U6

ATA CT-3’ TGT C-3’

_ 5’-CGG TGT TCC CTG AGA CCC | 5’-CCA GTG CAG GGT CCG AGG

miR-125a

TTT-3’ TA-3’

5’-CGG CAC TGA GGT AGG 5’-CCA GTG CAG GGT CCG AGG
let-7e

AGG TTG-3’ TA-3’

_ 5-GAT CCC ACC CGT AGA ACC | 5-CCA GTG CAG GGT CCG AGG

miR-99b

GAC-3’ TA-3’

5’-GTC CCT GAG ACC CTT TAA | 5-AAC CTC ACC TGT GAC CCT
pre-miR-125a

CC-3’ G-3’

5’-GAG GTA GGA GGT TGT ATA | 5"-GAA AGC TAG GAG GCC GTA
pre-let-7e

GTT GAG-3’ TAG-3’

5’-CCC ACC CGT AGA AcCC 5’-CCA CAG ACA CGA GCT TGT
pre-miR-99b

GAC-3’

9.4 Analisis estadistico

GT-3’

Con las curvas de amplificacién obtenidas de la gPCR se determind cual

era el ciclo en el que se observa una elevacion de la sefial de aparicién

del amplicén por encima del limite minimo de deteccién del equipo (Cr).

Para representar los valores obtenidos de la cuantificacién se utilizd el

método de 2(2CT) en donde ACt = Crdel gen de interés - Cr del gen de
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referencia. Todas las cuantificaciones se realizaron con triplicados

bioldgicos.

9.5 Calculo de eficiencias de qPCR

La eficiencia de las reacciones de gPCR se determind realizando 5
diluciones seriadas 10 veces menos concentradas que la anterior del cDNA
obtenido de la retrotranscripcién, con duplicado, y se amplificé y
cuantificod el producto obtenido para cada dilucién. Luego se grafico el Ct
obtenido de la cuantificacion (eje Y) contra la concentracién de la dilucién
de cDNA (eje X). Después se calculé la pendiente de la recta y la eficiencia

se obtuvo con la ecuacion:
E=100Y/m -1

donde E es la eficiencia y m es la pendiente obtenida de la recta.

27



10. Resultados

10.1 Eficiencias qPCR

Para validar que los niveles de expresion de los miRNAs cuantificados
mediante gPCR eran confiables y que alguna posible diferencia de
expresion entre los miRNAs seria debido a variaciones enddégenas y no a
diferentes eficiencias en las reacciones, se calculd la eficiencia de las
reacciones de qPCR segun lo descrito en el apartado de métodos. Se
muestran las graficas utilizadas para calcular las eficiencias de snRNA U6,
pre-miR-125a, pre-let-7e y pre-miR-99b (Figura 7). En ellas se graficé el
Cr promedio de las dos repeticiones para cada dilucidon contra el logaritmo
de su concentracién, obteniendo la ecuacién de una recta para utilizar la
pendiente en la formula de la eficiencia. Las eficiencias calculadas fueron
103.09% para snRNA U6, 101.35% para pre-miR-125a, 104.44% para

pre-let-7e y 108.2% para pre-miR-99b.
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Figura 7. Graficas de las rectas utilizadas para el calculo de
eficiencias de gPCR. Se grafico el Cr de cada dilucién en funcién del
logaritmo de la concentracion para cada dilucion, luego se obtuvo una
ecuacion lineal y se utilizd la pendiente para calcular la eficiencia con la
féormula E=10CY™ -1,

10.2 Niveles de expresion endogena de pre-miR-125a, pre-let-7e

y pre-miR-99b

Para realizar las RT-gPCRs mediante las cuales se cuantificaron los niveles
enddgenos de los pre-miRNAs se realizd la extraccidon de RNA total de
células en una caja P100 al 80% de confluencia. Se trabajo con triplicados
bioldgicos utilizando los pasajes consecutivos de un cultivo de células
HepG2. La integridad del RNA extraido fue verificada por electroforesis en
gel de agarosa al 1% (Figura 8A) donde se observaron claramente las

bandas de 28S y 18S que se utilizaron como una referencia de la
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integridad del RNA. También se midid la absorbancia 260/280 nm que es
indicador de pureza del RNA. Para un RNA sin contaminaciones peptidicas
se busca una relacion de A260/A280 de ~2.0, como se observa en la
(Figura 8B) las tres muestras presentaron valores cercanos a 2;
alternativamente también se puede usar la absorbancia A260/230,

esperando valores entre 2.0-2.2.

P14 P15 P16

Muestra A260/A280

HepG2 | 2.16

5000 pb RNA

28S P14

HepG2 | 1.98
18S

RNA

P15

HepG2 | 2.05

RNA

P16

Figura 8. Indicadores de integridad y pureza del RNA para pre-miRNAs. A) Gel
de agarosa al 1% para observar integridad del RNA. B) Relacion de absorbancia
260/260 como indicador de pureza del RNA.
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Ya sabiendo que la integridad y pureza del RNA eran las adecuadas, se
procedid a hacer la retrotranscripcién con los cebadores descritos en la
Tabla 1, para posteriormente continuar con el analisis de expresién. En la
Figura 9 se muestran las curvas de amplificacién obtenidas para snRNA
U6 (gen de referencia) asi como las de los tres pre-miRNAs estudiados.
En el disefio experimental se incluyeron tres replicados bioldgicos de
pasajes celulares distintos para tratar de reducir la variacion bioldgica
inherente a los ensayos de expresién génica. También se incluy6é un
control RT- por cada muestra, que es un control al cual durante el paso
de la retrotranscripcion no se le anadié enzima retrotranscriptasa, por lo
gue no habria sintesis de cDNA y por lo tanto no deberia amplificar en la
gPCR, de igual manera se afiadié un control NTC donde en la gPCR no se
agregd molde, este control para asegurar que los reactivos no estan
contaminados y no hay formacion de dimeros de cebadores. En ningln de
los controles se produjo amplicon. Como se observa en las graficas de
amplificacion, el snRNA U6 tuvo una aparicion temprana en la curva de
amplificacion a comparacion de los pre-miRNAs, estos Ultimos mostraron
una baja expresién al presentar Crcercanos a 30, y en el caso de pre-let-

7e y pre-miR-99b las curvas se observaron dispersas entre los replicados.
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Figura 9. Curvas de amplificacion por RT-qPCR para pre-miRNAs. Se muestran
las curvas de amplificacion obtenidas para snRNA U6, pre-miR-125a, pre-let-7e y pre-
miR-99b, con triplicado bioldgico e incluyendo controles RT- y NTC que no amplificaron.

También se realizé un anélisis de fusidn para comprobar la especificidad

de las reacciones. Para snRNA U6 y pre-miR-125a se observd un Unico

pico demostrando asi la especificidad (Figura 10A). Sin embargo, para

pre-let-7e y pre-miR-99b no fue asi en todos los triplicados, por lo que se

procedid a analizar la muestras por electroforesis en gel de poliacrilamida,

donde se observo una uUnica banda de amplificacidon en el peso esperado

para cada pre-miRNA, siendo 51 pb para pre-miR-125a, 65 pb para pre-

let-7e y 57 pb para pre-miR-99b, asi como de 96 pb para snRNA U6

(Figura 10B).
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Figura 10. Especificidad de la RT-qPCR para pre-miRNAs. A) Analisis de fusion de
la gPCR; snRNA U6 y pre-miR-125a presentan un Unico pico, pero en pre-let-7e y pre-
miR-99b no hay presencia de un pico claro. B) Gel de poliacrilamida al 8% de los
productos de gqPCR, solo hay una banda del peso esperado de 96, 51, 65 y 57 pb para
snRNA U6, pre-miR-125a, pre-let-7e y pre-miR-99b respectivamente, no hubo
amplificacién en los controles negativos.

10.3 Niveles de expresion endogena de miR-1253a, let-7e y miR-

99b

Se realizd el mismo disefio experimental para medir el nivel de expresion

de los miRNAs maduros que como se hizo con los precursores, cambiando
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solamente los cebadores utilizados (Tabla 1 y 2). Las curvas de
amplificacion resultaron mas ajustadas entre replicados, indicando que
habia menos variacién enddgena entre réplicas. También fueron claros los
mayores niveles de let-7e y miR-99b que de sus precursores, ya que se
obtuvieron Crs mas bajos, aproximadamente 5 ciclos mas temprano. Para
snRNA U6 los Crs fueron similares al experimento anterior, como se
esperaria, y los niveles de miR-125a parecian ser similares a los de su
precursor (Figura 11). Tampoco hubo amplificacién en ninguno de los

controles negativos utilizados.

snRNA U6 miR-125a

=

o M5 20 T25 T30 Cycle

e

Tio KB 20 5 T30 Cycle

miR-99b

Mo T15 20

Figura 11. Curvas de amplificacion por RT-qPCR para miRNAs maduros. Se
muestran las curvas de amplificaciéon obtenidas para snRNA U6, pre-miR-125a, pre-let-
7e y pre-miR-99b, con triplicado bioldgico e incluyendo controles RT- y NTC que no
amplificaron. Los resultados fueron mas homogéneos entre replicas que con los
precursores

De igual manera que con los precursores, se analizd la especificidad de
las reacciones de gPCR a través de un andlisis de fusidon y luego se
resolvieron los productos obtenidos de la amplificacién por electroforesis
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en gel de poliacrilamida. En esta ocasidn si hubo un solo pico claro para

los cuatro genes estudiados, y las bandas mayoritarias observadas en el

gel corresponden a los pesos de 96, 67, 65 y 64 pb para snRNA U6, miR-

125a, let-7e y miR-99b, respectivamente (Figura 12A). Sin embargo,

aparece una banda ligeramente visible cercana a los 50 pb en los carriles

de miR-125a y let-7e que podria ser un exceso de cebador (Figura 12B).
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Figura 12. Especificidad de la RT-qPCR para miRNAs maduros. A) Analisis de
fusion de la qPCR, todos los analisis presentan un Unico pico claro, correspondiente
al producto de amplificacidén. B) Gel de poliacrilamida al 8% de los productos de gPCR;
se observa una banda del peso esperado de 96, 67, 65 y 54 pb para snRNA U6, miR-
125a, let-7e y miR-99b respectivamente, en los carriles de miR-125 y let-7e se
observa una sombra a los 50 pb. No hubo amplificacidon en los controles negativos.
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10.4 Cuantificacion de los niveles de pre-miRNAs y miRNAs

maduros

Para realizar la cuantificacion de los niveles de los miRNAs maduros y sus
precursores se utilizé el método de 2(-2CT) descrito en la metodologia.
Como gen de referencia se utilizé a snRNA U6. Se compararon los niveles
de expresion promedio (n=3) mediante un analisis ANOVA de una via para
ver si la expresidn era significativamente distinta. Para los precursores
pre-miR-125a presentd un nivel de expresion distinta (p=0.024) con
relacidn a los otros dos precursores (Figura 13A). Para los miRNAs
maduros no hubo una expresion significativamente diferente entre los

tres miRNAs estudiados (Figura 13B).
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Figura 13. Perfil de expresion de precursores y miRNAs maduros. A) Expresion
relativa de pre-miR-125a, pre-let-7e y pre-miR-99b. pre-miR-125a presenta una expresion
significativamente distinta a los otros dos pre-miRNAs (P=0.024). B) Expresidn relativa de
miR-125a, let-7e y miR-99b. No hubo una diferencia significativa entre los tres miRNAs
estudiados (p=0.34). El valor alfa en ambos casos fue p<0.05 y n=3.
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11. Discusion

En los ultimos afios se han realizado multiples estudios dedicados a la
identificacion y cuantificacion de la expresiéon de diversos miRNAs,
mostrando que su abundancia estd regulada estrictamente durante el
desarrollo y a través de diferentes tejidos. Estos resultados han
demostrado que la expresion aberrante de miRNAs esta relacionada con
condiciones patoldgicas, siendo el cancer la que presenta los cambios mas

significativos.

Se ha reportado que el cluster de hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a responde
a un unico factor de transcripcién (Potenza et al., 2017); sin embargo, se
ha observado una expresién diferencial de estos tres miRNAs (Endale
Ahanda et al., 2015) esto implica que hay alguna regulacion
postranscripcional afectando los niveles relativos de los miembros de este

cluster.

Si bien este trabajo se enfocé en miR-99b, let-7e y miR-125a, el interés
surgié inicialmente sobre la regulacion postranscripcional que podria tener
miR-125a, ya que se han presentado reportes sobre la posible implicacién
de LIN28B en la regulacién de este miRNA (Panella et al., 2018;
Takashima et al., 2016). Es por esto, y a falta de un trabajo que analizara
el efecto de LIN28B sobre los tres miRNAs del cluster, que surgié el

enfoque de este estudio.
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Los resultados obtenidos nos permitieron cuantificar los niveles de
expresion basal de pre-miR-125a, pre-let-7e y pre-miR-99b vy realizar un
analisis estadistico en el cual se observdé que pre-miR-125a tuvo una
expresion significativamente mayor con relacién a pre-let-7e y pre-miR-
99b, esto pudiendo ser explicado por una regulacion diferencial en su via

de maduracion (Schmittgen et al., 2008).

De igual forma, se pudo realizar la cuantificacion y el analisis estadistico
con los miRNAs maduros miR-125a, let-7e y miR-99b, solo que en este
caso no se encontré una diferencia significativa entre la expresion de

estos miRNAs.

En general estos resultados indicarian que hay un punto en el que se estd
suprimiendo la maduracion de pre-miR-125a, por lo que vemos la
acumulacion del precursor. No obstante, si se estd evitando su
maduracion los niveles de miR-125a no deberian ser tan altos en
comparacién, por ejemplo, a miR-99b, que no tiene una regulacidon
postranscripcional conocida. Para aclarar que podria estar sucediendo, se
tendrian que realizar mas repeticiones y observar si éste comportamiento

persiste.

En el caso de pre-miR-99b y pre-let-7e su expresion paso de ser apenas
detectable, a niveles aproximadamente 30 veces mayores en su forma

madura. Respecto a let-7e se sabe que es regulado por LIN28B
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(Viswanathan et al., 2008), pero en resultados obtenidos en nuestro
grupo de trabajo por el M. en C. Urquijo-Franco se observd que LIN28B
tiene una afinidad baja por let-7e, en comparacién de otros miembros de
la familia de let-7, por lo que podria escapar parcialmente al bloqueo de
la maduracidon y explicar la falta de inhibicion del miRNA maduro.
Respecto a miR-99b no se sabe de alguna regulacién postranscripcional

por lo que no habia alguna expectativa sobre los resultados.

La transcripcion de un cluster de miRNAs permite una expresion
coordinada de sus miRNAs maduros individuales, sin embargo, cada paso
de la biogénesis de un miRNA puede ser modulado, por lo que la expresién
de los miRNAs maduros puede ser modificada en respuesta a diferentes
contextos bioldgicos. Es por esto que si los miRNAs del cluster miR-
99b/let-7e/miR-125a presentan una regulacion diferencial esto podria
significar que estos miRNAs cumplen funciones distintas, o son requeridos
en momentos distintos del ciclo celular, lo que explicaria que en
determinado momento pueda haber una mayor expresiéon de uno de esos

tres miRNAs.

Lamentablemente por la pandemia de COVID-19 no fue posible llevar este
trabajo hasta su conclusion final, por lo que resulta complicado dar un
analisis a los resultados obtenidos. Teniendo en cuenta que solo se pudo

llegar hasta la cuantificacidon basal de los miRNAs y sus precursores antes
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del silenciamiento de LIN28B, no es posible determinar cual es su efecto
final tiene sobre la maduracién de estos miRNAs, sin embargo si se
observé una acumulacién de los niveles del pre-miR-125a, lo que
indicaria que hay un punto de regulacién que esta suprimiendo su

maduracion.
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12. Conclusiones

La linea celular HepG2 es un modelo adecuado para estudiar el papel de
LIN28B en la regulacion del cluster hsa-miR-99b/let-7e/miR-125a ya que
expresa tanto la proteina, como al cluster, y sus miRNAs maduros

individuales pueden ser detectados por RT-gPCR.

miR-125a pareceria estar sufriendo un bloqueo de su maduracion en las
células HepG2, ya que se encontrd una acumulacién de los niveles de su
precursor, aunque por el momento no es posible atribuir alguna causa

para este fendmeno.
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13. Perspectivas

42

Silenciar LIN28B en la linea celular HepG2 y cuantificar los niveles
de miR-125a, let-7e, mIiR-99b vy sus precursores tras el
silenciamiento.

Secuenciar los pre-miRNAs y miRNAs amplificados para confirmar
su identidad.

Realizar ensayos de afinidad entre LIN28B y los miRNAs del cluster

como analisis complementario.
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