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RESUMEN

Los microRNA let-7 son una familia de reguladores criticos del desarrollo animal, la
diferenciacion de células madre, el metabolismo de la glucosa y la tumorigénesis. Los
genomas de mamiferos contienen 12 isoformas de let-7 que suprimen la expresion de
un conjunto comun de RNA mensajeros objetivo. Las proteinas LIN28 bloquean
selectivamente la biogénesis de let-7 en células no diferenciadas y en cancer. El modelo
actual para la represion coordinada de let-7 implica que los dominios de choque frio
(CSD) y dedos de zinc (ZKD) de LIN28 reconocen una regidn conservada
estructuralmente denominada pre-elemento (preE). Aqui evaluamos la interaccién in vitro
de un preE-let-7 disefiado sintéticamente con LIN28B. Para ello sintetizamos el ssDNA
preE y lo comparamos con la unién a LIN28B de pre-miR-98 (+) y pre-miR-18b (-).
Observamos interaccion de todos los analogos de DNA y RNA evaluados con LIN28B,
aunque con diferente afinidad. Nuestro preE-let-7 presenté una afinidad con LIN28B
menor que los RNA pre-miR-98 y pre-miR18b, pero mayor que el DNA pre-miR18b. Estos
resultados contribuyen a la busqueda de moléculas biologicas disefiadas contra el

bloqueo de LIN28/let-7 y su repercusién en diversas enfermedades como el cancer.



ABSTRACT

The let-7 microRNAs are a family of critical regulators of animal development, stem cell
differentiation, glucose metabolism, and tumorigenesis. Mammalian genomes contain 12
isoforms of let-7 that suppress the expression of a common set of target messenger
RNAs. LIN28 proteins selectively block the biogenesis of let-7 in undifferentiated cells and
cancer. The current model for coordinated let-7 repression suggests that the cold shock
(CSD) and zinc finger (ZKD) domains of LIN28 recognize a structurally conserved region
called the pre-element (preE). Here, we evaluate the in vitro interaction of a synthetically
designed preE-let-7 with LIN28B. To do this, we synthesized the preE ssDNA and
compared its binding to LIN28B with pre-miR-98 (+) and pre-miR-18b (-). We observed
interaction of all evaluated DNA and RNA analogs with LIN28B, although different
affinities. Our preE-let-7 showed a lower affinity with LIN28B than the pre-miR-98 and
pre-miR-18b RNAs, but higher than the pre-miR-18b DNA. These results contribute to the
search for biologically designed molecules against the LIN28/let-7 blockade and its

impact on various diseases such as cancer.
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I. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de los miRNA

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNA reguladores no codificantes de cadena
sencilla con aproximadamente 22 nucleétidos de longitud (miRNA maduro), que
suprimen postranscripcionalmente RNA mensajeros (mMRNAs) mediante una interaccion
directa. La especificidad y la afinidad de la unidn se basan en una secuencia de 6-7
nucleotidos en el extremo 5' (secuencia semilla), que es el sitio de union principal a las

secuencias complementarias en el 3'-UTR del transcrito objetivo (Lewis et al., 2005).

Los miRNAs se pueden expresar como genes unicos (monocistrénicos) o como grupos
(clusters) de miRNA dentro de un mismo locus (policistronico), y los miRNAs
estrechamente vinculados pueden ser de diferentes familias. Se han encontrado miRNAs
en regiones intergénicas y dentro de intrones y exones de otros genes. Ademas, se
pueden transcribir a partir de sus propios promotores, promotores de genes cercanos o
promotores de genes "huésped" (Bartel, 2004). Aproximadamente, 30 % de los miRNAs
se generan a partir de intrones, mientras que el resto son expresados a partir de loci
unicos para miRNAs. La mayoria de los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa
II'y, al igual que muchos genes que codifican proteinas, presentan una caperuza en el

extremo 5' y una cola poliadenilada en el extremo 3' (Ha & Kim, 2014).

La genética de los miRNAs se ha caracterizado ampliamente del genoma de plantas y
animales. Al menos un tercio de las familias de miRNAs estan altamente conservadas en
todas las especies (Zhang et al., 2018), y el 60 % de los loci estan conservados desde el
ratén hasta el ser humano (Griffiths-Jones et al., 2008). Los miRNAs estan involucrados
en diversas funciones bioldgicas incluido el crecimiento, desarrollo, homeostasis, la
proliferacion celular, la diferenciacion, las vias de sefalizacion, la apoptosis y el
metabolismo (Saliminejad et al., 2019). Concomitante con sus multiples funciones
biolégicas esta su participacion en muchas enfermedades, como infecciones virales,
trastornos genéticos y diversos tipos de cancer (Esquela-Kerscher & Slack, 2006;
Kloosterman & Plasterk, 2006; Shi et al., 2008).



1.2 Familia de los miRNA let-7

El gen lethal-7 (let-7) fue uno de los primeros miRNAs descubiertos. Se identific6 como
un regulador del desarrollo temporal de Caenorhabditis elegans, descrito como un gen
heterocronico (aquellos que gobiernan la progresion de los estadios de un organismo)
(Reinhart et al., 2000). Actualmente se sabe que el let-7 maduro estd muy conservado
en todas las especies animales, lo cual permitié postularlo como un regulador génico
ubicuo (Hertel et al., 2012; Pasquinelli et al., 2000).

La familia de miRNA let-7 a menudo esta presente en multiples copias en un genoma.
Para distinguir entre sus isoformas se coloca progresivamente como sufijo una letra
después del nombre let-7 para indicar una secuencia ligeramente diferente y un numero
al final indica que la misma secuencia esta presente en multiples ubicaciones en el
genoma (Roush & Slack, 2008). En humanos, la familia de let-7 se compone de 12 miRNAs

maduros que se encuentran en 8 cromosomas y 4 clusters distintos (Figura 1).

hsa-let-Te
hsa-let-7a-2
hsa-let-T7c
hsa-let-7i
hsa-let-7a-3
hsa-let-7a-1
hsa-let-7£-2
hsa-let-T7g
hsa-let-7£-1
hsa-mir-98
hsa-let-7b
hsa-let-7d

Figura 1. Alineamiento parcial de secuencias pre-let-7 humanas. Las bases que se muestran en
letra roja son parte del duplex de miRNA let-7-5"/let-7-3" que sigue a la escision citoplasmatica de
Dicer. Los recuadros negros y los asteriscos indican bases perfectamente conservadas, mientras
que los recuadros azules representan bases donde 10/12 son idénticos en todos los miembros de la

familia let-7. Tomado de Balzeau et al., 2017

Debido a que la secuencia semilla de todos los let-7 es idéntica (5-GAGGUAG-3’)
durante mucho tiempo se ha asumido que todos se dirigen a los mismos transcritos(Yang
et al., 2012). Se han encontrado varios oncogenes y genes reguladores como objetivos
para los let-7, incluidos ras (Johnson et al., 2005), hmgaZ2 (Yu et al., 2007), ciclina D1/2/3



y ciclina A (Schultz et al., 2008), il6 (lliopoulos et al., 2009), c-myc (Sampson et al., 2007),
dicer1 (Tokumaru et al., 2008) y /in28 A/B (Guo et al., 2006; Moss et al., 1997).

En condiciones normales la familia de let-7 esta involucrada en la regulacion de los
procesos de adhesién celular, desarrollo, formacion de musculo y regulacion génica (Su
et al., 2012). Una baja expresion de let-7 se ha descrito en varios tipos de cancer y se ha
asociado a una baja sobrevida de pacientes con esta enfermedad. Por lo tanto, los let-7
generalmente se consideran como supresores de tumor (Bussing et al., 2008). En
contraste, una alta expresion de let-7 resulta en desorden metabdlico a partir de la
resistencia a la insulina y tolerancia a la glucosa deteriorada (Frost & Olson, 2011; Zhu
et al.,, 2011).

1.3 Biogénesis de los miRNA let-7
La biogénesis de los miRNAs es el proceso por el cual se generan los miRNAs maduros
en las células. En dependencia de la maduracion del miRNA su biogénesis puede ser

canonica o no canonica (Rani & Sengar, 2022).

La biogénesis canonica (Figura 2A), via dominante, comienza en el nucleo con la
transcripcion por la RNA polimerasa |l. Este transcrito denominado miRNA primario o pri-
miRNA es tipicamente mayor a 1kb y consiste en un tallo (stem) de 33-35 pares de bases,
un lazo (loop) terminal y segmentos de RNA no complementario en el extremo 5’y 3’(Jin
et al., 2020). El pri-miRNA es procesado en el nucleo por el complejo Microprocesador,
compuesto por la ribonucleasa similar a la RNAasa Ill, Drosha, y la proteina de unién al
RNA, DGCRS8 (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Partin et al., 2020). Drosha escinde
el duplex pri-miRNA en la base de la estructura (Y. Lee et al., 2003), mientras que DGCR8
reconoce la secuencia GGAC NS-metiladenilado y otros motivos dentro del pri-
miRNA(Alarcén et al., 2015). El corte de las hebras no pareadas 5"y 3" de los pri-miRNAs
permite liberar un pequeino RNA con forma de horquilla (hairpin) de aproximadamente 65
nucleétidos de longitud denominado miRNA precursor o pre-miRNA (Liu et al., 2018). El
pre-miRNA retiene la estructura de stem-loop estabilizada por el apareamiento
intracatenario de bases y es exportado al citoplasma por el complejo Exportina5/Ran-
GTP (Yi et al., 2003). Alli, una segunda ribonucleasa similar a la RNasa lll, Dicer, corta

el hairpin dejando una molécula de miRNA de doble cadena de 21 nucleétidos (Zhang H.
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et al., 2002). El duplex maduro de miRNA se ensambla con un complejo proteico formado
por TRBP, Dicer y AGO2 en humanos (Chendrimada et al., 2005) constituyendo el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), donde una de las hebras se usa
como secuencia guia para mediar el silenciamiento de los mMRNA diana complementarios
(lwakawa & Tomari, 2022).

A B
miRNA gen o intrén Nicleo | Citoplasma l
o ™ l Transcripcion /
= Pri-miRNA
= / AAAA

/
o pri-miRNA / l =D
5 / Pre-miRNA ﬁ?
/

Nucleo

pre-miRNA
Exporte -
>
-~ 5 R
= - 3° ' I T | ’
i pre-miRNA Pre-miRNA ﬁ
TUT2/4/7
v?fz = iCorte \
5 3 i
c

3 ] 5 e,
miRNA duplex ¥ \\/
= 2 iRNA
“AB6 lFormacion RISC m "

Citoplasma

Pre-let-7

maduro

5 3
apaasasenaasnsansnn

miRNA maduro

/LN =

Degradacion de mRNA Aumento traduccional Represion traduccional

Figura 2. A) Biogénesis canonica de los miRNAs. La biogénesis de los miRNAs comienza
cuando la RNA polimerasa II transcribe un RNA de aproximadamente 1 kb de longitud
denominado pri-miRNA que sera procesado por Drosha y su cofactor DGCR8 dando lugar al pre-
miRNA. Este transcrito posteriormente es transportado desde el nucleo hasta el citoplasma por el
complejo EXP5-RAN-GTP y procesado por Dicer y TRBP para generar un RNA de doble cadena
(miRNA maduro) que serd cargado al complejo efector denominado RISC para llevar a cabo

diversas funciones. B) Biogénesis de los miRNAs let-7. Existen 2 vias de biogénesis de los



miRNAs let-7: biogénesis independientes de TUTasas o canodnica (Grupo I) y biogénesis

dependiente de TUTasas (Grupo II). Tomado de Bartel, 2004 y H. Lee et al., 2016

La maduracion de let-7 (Figura 2B) generalmente sigue la via candnica de biogénesis de
miRNAs; sin embargo, algunos miembros requieren un paso regulatorio adicional (Figura
2B). Tanto el pri-let-7 como el pre-let-7 albergan una estructura de horquilla tipica de
miRNA con un tallo que contiene la secuencia 5' (5p) ampliamente emparejada con la
secuencia 3' (3p) parcialmente complementaria conectada por una regiéon de bucle
terminal de variable longitud y estructura entre los diferentes miRNAs let-7 (H. Lee et al.,
2016). Una region especifica de los miRNA pri/pre-let-7, denominada pre-elemento
(preE), sirve como base para reclutar proteinas de union a RNA, incluidas
LIN28A/LIN28B (Newman et al., 2008), KHSRP (también conocida como KSRP)
(Michlewski & Caceres, 2010), hnRNPA1 (Treiber et al., 2017) y TRIM25 (Choudhury et
al., 2014).

Normalmente Drosha inicia la maduracion por el corte del pri-let-7 y libera un pre-let-7
con 2 nucledtidos sobresalientes en el extremo 3" que Dicer reconoce para procesar
selectivamente (Hutvagner G et al., 2001). En los pre-let-7a-2, -7c y -7e se presentan los
2 nucledtidos sobresalientes tipicos en el extremo 3° (grupo |) lo que supone una
regulacion canonica, es decir, procesados directamente por el complejo Dicer en el
citoplasma. No obstante, el resto de los pre-let-7 (grupo Il) presentan una adenosina o
uridina sobresaliente cerca del sitio de procesamiento por Drosha, lo que impide el
reconocimiento de la base terminal. Por esta razén, los let-7 grupo Il requieren una
monouridilacion en el extremo 3 para el procesamiento de Dicer (Heo et al., 2012;
Yashiro & Tomita, 2018). Las uridiltransferasas terminales (TUTasas) actuan
especificamente sobre RNA de doble cadena (dsRNA) con un 3" sobresaliente de un
nucleotido para generar los dos nucledtidos requeridos. Por esta razon la biogénesis de
los let-7 grupo Il requiere un paso adicional que asegure la actividad de Dicer. Las
enzimas TUTasas TUT2/PAPD4/GLD2, TUT4/ZCCHC11 y TUT7/ZCCH6 mono-uridilan
el 3" de los pre-let-7 grupo Il, dejando los dos nucledétidos sobresalientes en 3 requeridos
por Dicer (Chung et al., 2016; Faehnle et al., 2017; Kim et al., 2015).



1.4 LIN28 inhibe selectivamente la biogénesis de let-7

Aunque estan distribuidos por todo el genoma, muchos miembros de la familia let-7 estan
regulados de forma coordinada durante el desarrollo, y se expresan en niveles elevados
en células diferenciadas (Bussing et al., 2008). La discrepancia entre la actividad
transcripcional de let-7 y el retraso en la acumulacién de let-7 maduro implica la
existencia de al menos un factor regulador negativo que inhibe el procesamiento de let-
7 en células no diferenciadas. Para determinar las proteinas que potencialmente
intervienen en este bloqueo, varios grupos realizaron una purificacion bioquimica de
complejos asociados con pre-let-7 (Jovanovic et al., 2010). Los analisis de
espectrometria de masas revelaron que las dos proteinas de interaccion predominantes
eran LIN28A (23 kDa) y LIN28B (27 kDa).

1 39 112 137 154159 176 209

LIN28A Cold-Shock Domain

il I I

1 102 127 144149 166 250
LIN28B Cold-Shock Domain bSiodl paae
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112 RRPKGKTLQKRKPK 125 239 KKGPSVQKRKKT 250

Notable Proteins Sequences

| N-acetylglycine [2]
| Phosphoserine [3, 120, 200]
| Metal (zn?*) Binding Site [129, 132, 137, 142, 151, 154, 159, 164]

Figura 3. Proteinas LIN28A y LINB humanas. Estos protooncogenes altamente relacionados
tienen dos regiones de unién de RNA distintas. El primero es un dominio de choque frio CSD
(resaltado en azul) con preferencia por secuencias de RNA 5’-GNGAY-3’, mientras que los dedos
de zinc CCHC (resaltados en verde) se unen preferentemente a un motivo 5’-GRAG-3’ (R=G o
A). Se requiere la unién a ambos sitios de RNA para la unidn de pre-let-7 de alta afinidad. La senal
de localizacidon nucleolar putativa (NoLS) y la sefial de localizacion nuclear (NLS) se notifican

para LIN28B. Tomado de Balzeau et al., 2017



Los genes humanos lin28a y lin28b codifican proteinas de 209 y 250 aminoacidos,
respectivamente (Figura 3). Ambas proteinas de union a RNA (RBP) comparten un alto
grado de homologia en los dominios estructurales con un “Cold Shock Domain” (CSD)
N-terminal y dos “Zinc Knuckle Domain” (ZKD) Cys-Cys-His-Cys (CCHC) C-terminal
(Zhou et al., 2013). En el caso particular de LIN28B presenta ademas una sefial de
localizacion nuclear (NLS) en el extremo carboxilo y una sefial de localizacion nucleolar

(NoLS) en el centro de la secuencia (Guo et al., 2006).
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Figura 4. Regulacion de la biogénesis de let-7 por LIN28A/B. LIN28A y LIN28B inhiben la
biogénesis de let-7 a través de vias dependientes e independientes de TUTasa. LIN28A ayuda a las
TUTasas a oligouridilar pre-let-7. El LIN28 A metilado se une a pri-let-7 en el nucleo y lo secuestra

en el nucléolo para evitar el procesamiento mediado por Drosha. LIN28B bloquea la biogénesis



de let-7 a través de vias independientes de TUTasa. La relacion detallada entre LIN28B y TUTasas
no esta del todo dilucidada. Tomado de H. Lee et al., 2016

Los estudios bioquimicos y estructurales demuestran que la union de let-7 y LIN28A/B
se da mediante el dominio CSD con la secuencia consenso “5’-GNGAY-3" (Y, pirimidina;
N, cualquier base) la cual se encuentra en la burbuja del preE. Ademas, los dominios
ZKD se unen a la secuencia consenso “5’-GGAG-3", la cual se encuentra en la burbuja
asimétrica del tallo preE (Nam et al., 2011). Los dominios CSD y ZKD estan separados
por una regién flexible que permite la unién a distintos bucles de los pre-let-7 donde los
motivos GNGAY y GGAG varian en su espaciado. Se requieren interacciones de ambos
dominios proteicos con los motivos de secuencia de RNA para una unién de alta afinidad

(Loughlin et al., 2012; Mayr et al., 2012; Wang et al., 2017).

LIN28Ay LIN28B son predominantemente citoplasmaticos y nucleares, respectivamente,
y reprimen la biogénesis de let-7 mediante dos mecanismos distintos como se ilustra en
la Figura 4 (H. Lee et al., 2016). LIN28A recluta a las TUTasas ZCCHC6 y ZCCHC11,
que catalizan 3’ oligouridilacion de pre-let-7 (Hagan et al., 2009; Heo et al., 2009;
Thornton et al., 2012). Esta modificacion inhibe el procesamiento de Dicer e induce una
degradacion de 3'-5’ de los precursores let-7 por la exonucleasa DIS3L2 (Chang et al.,
2013; Ustianenko et al., 2013). LIN28B se une al preE de let-7 en el nucleo y bloquea la
escision de pri-let-7 mediada por el Microprocesador por un mecanismo independiente

de TUTasas aun desconocido (Piskounova et al., 2011).



Il. ANTECEDENTES

El reconocimiento de LIN28 con let-7 durante la regulacién de la biogénesis requiere de
dos regiones criticas para su union que pueden observarse en la figura 5. La primera
region incluye el preE stem y el preE loop. La otra regién es el motivo 5’-GGAG-3’ que
se encuentra al extremo 3" del final de preE bulge y se encuentra bien conservado a

través de la familia let-7 (Nam et al., 2011).

A O @) pre-elemento
(preE)
~\
() Drosha ) Dicer B
pre-elemento
pri-let-7 pre-let-7 s preE
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preE
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pre-E
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Figura 5. A) Maduracion de un miRNA let-7. B) Arquitectura del pre-elemento (preE). C)
Modelo esquematico para la union de los dominios de LIN28 a dos regiones distintas de preE-
let-7. Para LIN28: azul, CSD; verde, CCHCx2; loop azul-verde, enlazador de proteinas. Para pre-
let-7 representado como una matriz de cilindros: amarillo, region madura; naranja, bases incluidas
en la construccion de cristalizacion; gris, partes del preE no incluidas en el cristal. Se utiliz6 preE-
let-7f-1 para la figura del modelo. La posible fusion parcial de dsSRNA cerca de los sitios Dicer se
representa con flechas de dos puntas; no se sabe hasta donde llegaria el efecto. Tomado de (Nam

etal., 2011)



LIN28A purificado bloquea el procesamiento de let-7 en las etapas de pri y pre-miRNA,
porque LIN28/let-7 unido es resistente a la escision in vitro utilizando complejos de
Microprocesador o Dicer purificados (Heo et al.,, 2008; Viswanathan et al., 2008).
Ademas, la sobreexpresion de LIN28A o LIN28B en células diferenciadas reprime
potente y especificamente los niveles maduros de let-7, y la eliminacion de LIN28A
mediada por RNAs pequefios interferentes (siRNAs) en células no diferenciadas o
LIN28B en células cancerosas es suficiente para aliviar especificamente la represion de
let-7 (Rybak et al., 2008). Por lo tanto, la regulacién de la expresion de let-7 durante el
desarrollo embrionario, la diferenciacién de células madre y el desarrollo de varios tipos
de cancer se controla principalmente a través del bloqueo postranscripcional de la
biogénesis let-7 por parte de las proteinas LIN28 (Nguyen & Zhu, 2015; Thornton &
Gregory, 2012).

Con respecto a la supresion de let-7, existen cuatro modos de accion distintos que se
han planteado como hipdtesis en los que multiples mecanismos pueden ser
responsables o tener un significado diferencial segun el tipo de célula. El primer modelo
sugirio que LIN28B se une a pri-let-7 en el nucleo, bloqueando la escision del
Microprocesador (Newman et al., 2008; Viswanathan et al., 2008). Un segundo modelo
es que LIN28B probablemente se une a pre-let-7 en el citoplasma, bloqueando la
escision de Dicer (Rybak et al., 2008). El tercer modelo es que LIN28B dirige la
poliuridilacion de pre-let-7 a través de una TUTasa no identificada, lo que bloquea la
escision de Dicery conduce a la degradacion de pre-let-7 poliuridilado (Heo et al., 2008).
Es de destacar que CLiP Seq de RNA asociados con la nucleasa DIS3L2 identifico pre-
let-7 poliuridilado en la linea celular HEK-293T positiva para LIN28B (Ustianenko et al.,
2016). El modelo final demostré que LIN28B no requiere la TUTasa ZCCHC11 para
bloquear la biogénesis de let-7 y propuso que LIN28B bloquea la biogénesis de let-7
secuestrando pri-let-7 en el nucléolo (Piskounova et al., 2011). No obstante, la
consecuencia funcional de la TUTasa ZCCHCG6 no se investigd en este estudio. Esta
omisién es notable ya que un trabajo posterior mostré6 que LIN28B promueve la
uridilacion in vitro pre-let-7 por ZCCHCG6 (Thornton et al., 2012). Dado que la localizacién

subcelular de LIN28B es controvertida, los mecanismos precisos de la represion let-7
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mediada por LIN28A y si LIN28B utiliza o no una TUTasa para la represion let-7 siguen

sin estar claros.

Triboulet et al., 2015 mostraron que LIN28 inhibe el procesamiento de todos menos uno
de los 12 miembros de la familia let-7. Aunque LIN28A y LIN28B ejercen un grado similar
de represion en diferentes miRNAs let-7, un miembro especifico, let-7a-3 humano (y su
ortélogo murino let-7c-2), escapa del bloqueo mediado por LIN28 tanto in vitro como en
células cancerosas humanas (HeLa, HEK293T, HepG2 y H1299) y ESC de ratén
(mESC). Ellos encontraron que la secuencia de 5 nucleétidos pareada que forma parte
del stem-loop apical de preE let-7c-2 impide la union de LIN28A in vitro y la represion
mediada por LIN28A en células. De hecho, reemplazar esta secuencia con los
nucledtidos correspondientes del bucle preE de pre-let-7a-1 restablecio sustancialmente
la interaccion con LIN28A. Esta interaccion podria resultar del efecto combinado de lo
siguiente: (1) crear un motivo de unién al CSD mas favorable; y (2) debilitar el
emparejamiento de bases en el tallo cambiando un par G-C por un par A-U, permitiendo
asi que el CSD se proyecte a través del bucle terminal y remodelando el emparejamiento

de bases en el tallo.

Por otra parte, adentrandose en la caracterizacion estructural de la interaccion LIN28/let-
7, Ustianenko et al., 2018 utilizando un mapeo de resolucién de un solo nucledtido
(Single-Nucleotide-Resolution mapping) de los sitios de unién de LIN28 in vivo,
descubrieron que el dominio de choque frio (CSD) reconoce un motivo 5-(U)GAU-3'.
Este motivo clasifica a los miRNA let-7 en dos grupos: precursores con sitios de union
tanto para CSD como para ZKD (CSD+) y precursores con sitios de unién solo para ZKD
(CSD-). Para obtener una medida mas cuantitativa de la interaccién entre LIN28 y las
dos subclases de pre-miRNAs let-7, realizaron un ensayo de precipitacion con RNA
mediada por LIN28A (RNA-mediated LIN28A pull-down assay) utilizando los 12
precursores de let-7 y LIN28 endoégeno de la linea celular de teratocarcinoma NTera2; la
horquilla pri-miR-18b sin motivos de unién a LIN28 se utiliz6 como control negativo. El
reconocimiento in vivo de LIN28, y la posterior uridilacion y degradacion del extremo 3'

de los precursores CSD+ es mas eficiente lo que conduce a una supresion mas fuerte
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en las células activadas por LIN28 y en tumores. Por lo tanto, los sitios de unién de CSD

intensifican los efectos regulatorios de LIN28.

Estudios recientes llevados a cabo por nuestro grupo determinaron las estructuras de los
precursores de let-7 mediante SHAPE y relacion con la interaccidon con LIN28B (Rangel-
Guerrero et al., 2020). La estructura secundaria de cada precursor tiene relacién con la
afinidad que presentan hacia LIN28B y los cambios en afinidad pueden explicar la
regulacion diferencial ejercida por LIN28B a cada pre-let-7. Por otro lado, la diferencia de
longitud del preE stem de los pre-miRNAs de let-7 se caracterizé sobre la afinidad y/o
interaccion con LIN28B mediante ensayos de retardamiento electroforético (EMSA). Los
precursores de let-7 presentan constantes de disociacién que no dependen del largo del
preE, por lo que no es un elemento clave de los factores que determinan la unién con
LIN28B y por lo tanto su regulacion (Franco-Urquijo, 2018). Ambos estudios destacan a
pre-let-7f-1 y pre-miR-98 como los let-7 de mayor afinidad a LIN28B, lo que se corrobora

con el trabajo de Ustianenko et al., 2018.

La interaccion entre las proteinas LIN28 y los miRNAs let-7 es una de las interacciones
RNA-proteinas mas extensamente caracterizadas (Connerty et al., 2016). Los miRNAs
let-7 funcionan como supresores de tumores al regular a la baja la expresion de
oncogenes, incluidos RAS, c-MYC, HMGA2 (Balzeau et al., 2017). Muchas células
tumorales humanas primarias expresan LIN28A/B y su sobreexpresion se ha relacionado
con un mal prondstico clinico. Por lo tanto, la inhibicion de LIN28A/B o la interrupcién de
su interaccion con los pri-/pre-let-7 utilizando moléculas pequefias es una estrategia
anticancerigena atractiva. De hecho, diferentes efectos de deteccion han llevado al
descubrimiento de moléculas pequenas inhibidoras de la interaccion LIN28A/let-7 entre
los que se encuentran el inhibidor de LIN28 TPEN que desestabiliza el dominio ZKD,
mientras que LI71 se une al dominio CSD para suprimir la actividad de LIN28 contra let-
7 en células de leucemia y células madre embrionarias. Los resultados demostraron la
inhibicion farmacoldgica selectiva de dominios individuales de LIN28 y proporcionaron
una base para la inhibicién terapéutica de la via de biogénesis de let-7 en enfermedades
impulsadas por LIN28 (Goebel et al., 2022; Wang et al., 2018)
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En una revision mas extensa, Oyejobi et al., 2024 se centraron en el mecanismo
molecular de la represion de let-7 por LIN28 y las estrategias actuales para superar este
bloqueo con el propoésito de la terapia contra el cancer. Propusieron tres estrategias
farmacoldgicas para modular el eje LIN28/let-7: 1. Miméticos de let-7 (Let-7mimics), 2.
Bucles de miRNAs (Looptomirs) y 3. Moléculas pequefias inhibidoras (Small-Molecule
Inhibitors). Destacaron el valor de la via LIN28/let-7 como un objetivo farmacolégico, ya
que multiples proteinas oncogénicas que regula la via se consideran no farmacolédgicas
debido a su ubicacion celular inaccesible y la falta de cavidades para la unién de

pequenas moléculas.
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I1l. JUSTIFICACION

El eje regulador LIN28/let-7 tiene un impacto profundo en diversos procesos biolégicos
de los mamiferos, incluida la pluripotencialidad de las células madre, el desarrollo, el
metabolismo de la glucosa, la regeneracion de tejidos, el crecimiento de organismos y
las edades de inicio de la menopausia y la pubertad en humanos. Aparte de su papel
como reguladores del desarrollo, las proteinas LIN28 son oncogenes reactivados en
aproximadamente el 15 % de todos los canceres analizados, funcionando en gran

medida a través de su represion de los let-7.

Apuntar a la interaccién proteina-RNA de LIN28 y let-7 es una estrategia prometedora
para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer. Sin embargo, actualmente hay un
numero limitado de inhibidores que interrumpen eficazmente la interaccion LIN28/let-7.
Buscar nuevas moléculas de origen biolégico que promuevan la biogénesis de los
mMiRNAs let-7 puede contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos contra las

manifestaciones que implican la desregulacion de LIN28/let-7.
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IV. HIPOTESIS

Si las caracteristicas estructurales de la region preE de la familia de let-7 es la
responsable de la interaccion con LIN28B entonces una molécula sintética preE-let-7 que

conserva los motivos estructurales de interaccion competira por la union a la proteina

Lin28B.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Verificar la interaccion entre el analogo sintético preE-let-7 y LIN28B

5.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar las moléculas controles pre-miR-98 (control positivo) y pre-miR-18b (control
negativo), asi como el preE-let-7 de estudio, en sus analogos de DNA y RNA

correspondientes mediante sintesis quimica in vitro.

2. Obtener la proteina LIN28B recombinante purificada en bacteria.

3. Caracterizar la cinética de interaccion entre los analogos de DNA 'y RNA con LIN28B

mediante ensayos de retardamiento electroforético (EMSA).
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Sondas de RNA

6.1.1 Generacion de la doble cadena
Para la generacion de las moléculas de RNA se partié de moldes y cebadores de DNA

sintetizados por T4 oligo® (DNA Artificial S.A. de C.V., Irapuato), los cuales contienen el

promotor para la RNA polimerasa del fago T7 y la secuencia especifica (Tabla 1).

Tabla 1. Moldes y cebadores para la generacion del cDNA

Longitud
Nombre Secuencia (5’-3’) (b)
CGTAATACGACTCACTATAGGGCGCCGGAGAGGGATTTAGCTCCATTGA
preE-let-7 molde AGGGCG 55
preE-let-7 Fw CGTAATACGACTCACTATAGGG 22
preE-let-7 Rv CGCCCTTCAATGGAGCTAAATC 22
pre-miR-98 molde CGTAATACGACTCACTATAGGGAGGATTCTGCTCATGCCAGGGTGAG 141
GTAGTAAGTTGTATTGTTGTGGGGTAGGGATATTAGGCCCCAATTAG
AAGATAACTATACAACTTACTACTTTCCCTGGTGTGTGGCATATTCA
pre-miR-98 Fw CGTAATACGACTCACTATAGGGAGG 25
pre-miR-98 Rv TGAATATGCCACACACCAGG 20
pre-miR-18b molde CGTAATACGACTCACTATAGGGTGTGTTAAGGTGCATCTAGTGCAGTT 93
AGTGAAGCAGCTTAGAATCTACTGCCCTAAATGCCCCTTCTGGCA
pre-miR-18b Fw CGTAATACGACTCACTATAGGGTGTG 26
pre-miR-18b Rv TGCCAGAAGGGGCATTTAG 19
Se muestra en rojo la secuencia del promotor de la T7 RNA polimerasa

Se generd DNA de doble cadena de los precursores pre-miR-98 y pre-miR-18B y de la
molécula preE-let-7 mediante PCR con la siguiente mezcla de reaccion: Buffer Tag 1X,
MgCl2 1.5 mM, dNTPs 2 mM c/u (R0191, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA
USA), cebador forward (Fw) 0.25 uM, cebador reverse (Rv) 0.25 uM, Taqg DNA polimerasa
2.5 U/uL (EA500, Biotecnolgias Moleculares S.A. de C.V., Cd. de México), 107 moléculas

de molde sintético y agua libre de nucleasas. Se utilizaron las siguientes condiciones de
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amplificacion: desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 3 min; 30 ciclos de
desnaturalizacion de 94 °C durante 30 s, alineamiento de 58.4 °C durante 30 s vy
extension de 72 °C durante 32 s; mas una extension final de 72 °C durante 5 min. Los
amplicones se visualizaron en un gel nativo de acrilamida: bis-acrilamida en relacion 19:1
al 8 % en buffer de corrida TBE 1X (Tris-base 90 mM pH 8.3, acido borico 90 mM, EDTA
2 mM) durante 1 ha 100 V.

6.1.2 Transcripcion In Vitro
La amplificacion por PCR de los moldes se utilizé para generar plantillas de DNA para la

transcripcion in vitro de los RNA marcados con fluorescencia. Estas plantillas de DNA se
purificaron en gel y la reaccion se realizé de acuerdo con el protocolo modificado para
Transcripcion In Vitro (Roche) utilizando 12-UTP-Fluoresceina (11427857910, Roche
Diagnostics, Indianapolis IN USA) para el marcaje. Se utilizd la siguiente mezcla de
reaccion: Buffer de transcripcion 1X, DTT 5 mM (R0861, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA), ATP/CTP/GTP 1 mM c/u (R0481, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA), UTP/12-UTP Fluoresceina 0.65/0.35 mM, DNA molde purificado 1
ug, RiboLock™ 50 U (EOQ0382, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA), T7
RNA polimerasa 30 U (EP0111, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA), agua
libre de nucleasas tratada con DEPEC hasta un volumen de 60 pL. Se incubd la reaccion
a 37 °C durante 2 h. Finalmente se afnadié DNasa | libre de RNasa 3 U y se volvio a

incubar la reaccién a 37 °C durante 1 h.

6.1.3 Purificacién de la TIV
Para la purificacion la mezcla de transcripcion fue tratada con buffer STOP 2X (EDTA 0.5

mM, azul de bromofenol 0.01 % (p/v), formamida 95 % (v/v)), se calent6 a 65 °C durante
10 min seguido de bafo de hielo 5 min. Se corrieron en un gel desnaturalizante mediano
con urea 7 M de PA (19:1) 18 % durante 8 h a 400 V. La banda correspondiente al
producto se cortd y coloco en buffer de elucién de acidos nucleicos (Tris-HCI 20 mM pH
7.5, NaOOCH3 0.25 mM, EDTA 1 mM, SDS 0.25 % (p/v)) e incub6 a 4 °C durante 24
horas. EI RNA eluido se filtré por 0.45 um seguido de una extraccion Fenol acido:
Cloroformo (AM9720, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA USA). Se colect6 la
fase acuosa y se afiadié 0.1 volumen de acetato de amonio 3 M y 2,5 volumenes de

etanol absoluto para precipitacion a -20 °C durante 2 h. Pasado el tiempo se centrifugd
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a 17,460 x g durante 1 h y a la pastilla se le realizaron dos lavados con etanol 75 % (v/v).
Los RNAs frios se cuantificaron en el espectrofotometro Nanodrop 2000® (Thermo
Scientific). A los RNAs fluoresceinados se les midié la intensidad de fluorescencia en el
fluorémetro Synergy HTX (Bio Tek Instruments Inc., Winooski VE USA) y se calculé la
molaridad de estos para los ensayos posteriores. Los RNAs purificados se corrieron en
un gel desnaturalizante con urea 7 M de acrilamida: bis-acrilamida (19:1) 8 % durante 1
h a 100 V en buffer TBE 1X.

6.2 Sondas de DNA
Las moléculas de DNA de simple cadena (ssDNA) marcadas con fluoresceina fueron

sintetizadas por T4 oligo® (DNA Sintético) como se ilustra en la tabla 2.

Tabla 2. Sondas de ssDNA marcadas con fluoresceina

Modificacion Nombre Secuencia (5’-3’) Longitud
en5’ (b)
6-FAM preE-let-7 CGCCGGAGAGGGATTTAGCTCCATTGAAGGGCG 33
6-FAM pre-miR-98 AGGATTCTGCTCATGCCAGGGTGAGGTAGTAAGTTGTATTGTTGTGG 119

GGTAGGGATATTAGGCCCCAATTAGAAGATAACTATACAACTTACTAC
TTTCCCTGGTGTGTGGCATATTCA

6-FAM pre-miR-18b TGTGTTAAGGTGCATCTAGTGCAGTTAGTGAAGCAGCTTAGAATCTAC 71
TGCCCTAAATGCCCCTTCTGGCA

6-FAM: 6-Carboxifluoresceina
Se muestra en negrita los motivos de interaccidén con LIN28

6.2.1 Purificaciéon de las sondas de ssDNA
Las sondas fueron purificadas siguiendo el protocolo de purificacion anterior con las

siguientes modificaciones. La extraccion se realizd con Fenol
saturado:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1 (v/v)) y la precipitacion se hizo con

acetato de sodio 3M.

6.3 Sintesis del ssDNA 5’-FAM pre-miR-98
Los cebadores para la sintesis de dsDNA 5’-FAM pre-miR-98 fueron producidos por T4

oligo® (DNA Sintético) como se ilustra en la tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores modificados para la sintesis de dsDNA 5’-FAM pre-miR-98

Modificacion Nombre Secuencia (5’-3’) Longitud
en 5’ (b)
6-FAM pre-miR-98 Fw AGGATTCTGCTCATGCCAGGG 21
Fosfato | pre-miR-98Rv | TGAATATGCCACACACCAGGG | 21

6.3.1 Generaciéon de dsDNA 5’-FAM pre-miR-98
Se generd DNA de doble cadena marcado con 5’-FAM la cadena con sentido y 5'-P la

cadena antisentido con la siguiente mezcla de reaccion: Buffer Tag 1X, MgClz2 1.5 mM,
dNTPs 2 mM c/u (R0191, Thermo Fisher), cebador 5’-FAM (Fw) 300 nM, cebador 5-P
(Fw) 300 nM, Taq polimerasa 2.5 U/uL (EA500, Biotecnologias Moleculares), 80 ng de
molde sintético y agua libre de nucleasas. Se utilizaron las siguientes condiciones de
amplificacion: desnaturalizacién inicial de 95 °C durante 3 min; 30 ciclos de
desnaturalizacion de 94 °C durante 30 s, alineamiento de 61.5 °C durante 30 s vy
extension de 72 °C durante 32 s; mas una extension final de 72 °C durante 5 min. Los
amplicones se visualizaron en un gel nativo de acrilamida: bis-acrilamida (19:1) al 8 %
en buffer de corrida TBE durante 1 ha 100 V.

6.3.2 Generacion de DNA de cadena sencilla (ssDNA) 5’-FAM pre-miR-98

Se generd el DNA de simple cadena con la exonucleasa lambda de acuerdo con el
fabricante (M0262, New England Biolabs Inc., Ipswich MA USA). Se empled la siguiente
mezcla de reaccion: 5 ug de dsDNA, buffer de reaccion 1X, exonucleasa lambda 5 U y
agua libre de nucleasas hasta 50 uL. La reaccion se incubo6 a 37 °C durante 30 min y
posteriormente se detuvo a 75 °C por 10 min. El producto se purificé siguiendo los pasos

de purificacién para las sondas de DNA anteriormente descrito.
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6.4 Produccién de la proteina LIN28B recombinante

6.4.1 Plasmido pGST-LIN28B
La construccion para la expresion de la proteina LIN28B fue disefiada por Franco-

Urquijo, 2018 y su metodologia se describe brevemente a continuacién. La secuencia
del gen lin28B humano se amplifico a partir un plasmido comercial (OriGene sc-300636)
con cebadores flanqueados con los sitios de corte para las enzimas BamHI y Sall. Esta
secuencia amplificada se digirid6 con las respectivas enzimas de restriccion y fue
purificada por gel para posteriormente llevar a cabo una reaccion de ligacion con el vector
pGEX-4T-1 previamente digerido y purificado. La secuencia clonada fue amplificada por
PCR utilizando los cebadores pEGX y el producto se verific6 mediante secuenciacion

automatizada.

tac D"Omotelf.'

!
ac OPerag,
r

(4858) EcoRV _ _pGEX 5' Sequencing Primer (869 .. 851)
. P

N\ BamHI (530)

(4619) Apal.__

pGST-LIN28B

5712 bp

T sall (1689)
(3990) AccB7I
= pGEX 2' Sequencing Primer (1759 .. 1781)

AspI (1879)

" AatII (1985)

(2004) AhdT Pstl (2562)

Figura 6: Mapa de restriccion del plasmido pGEX-4T-1 clonado con el gen /in28B humano.

Creado y visualizado con SnapGene®
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6.4.2 Transformacion de Escherichia coli Rosetta con el plasmido pGST-Lin28B
En un vial se afnadié 50 uL de E. coli Rosetta [F- ompT hsdSs(rs” ms’) gal decm (DE3)

pPRARE (CamR)] quimicamente competentes con 200 ug de plasmido pGST-LIN28B. Se
incubaron 30 min en hielo, 2 min a 42 °C, 3 min en hielo y se anadié a la mezcla de
transformacién 1 mL de medio SOC. Se realizé una primera incubacion a 37 °C en
agitacion de 200 rpm durante 1 h. Pasado el tiempo el cultivo se centrifugd a 6000 x g
durante 5 min y se desecho el sobrenadante. La pastilla de bacterias se resuspendio y
se plaque6 en LB agar condicionado con ampicilina (150 ug/mL) y cloranfenicol (30

1ng/mL) para realizar la segunda incubacion a 37 °C durante 16 h.

6.4.3 Expansién-Induccion de bacterias transformadas
Se sembraron colonias aisladas en 3 mL en medio LB con ampicilina (150 ug/mL) y

cloranfenicol (30 ug/mL) a 37 °C en agitacion 200 rpm durante 16 h. Posteriormente se
realizaron expansiones en 50 y 100 mL. Durante esta ultima se dejé crecer el cultivo
hasta alcanzar una DOsoo 0.35-0.4 en 3.5 h. Para la expresién de proteinas, el cultivo fue
inducido con 33 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a 37 °C durante 1.5

h. Se utilizé otro cultivo sin inducir como control negativo de expresion.

6.4.4 Purificacion de la proteina LIN28B recombinante
Posterior al tiempo de induccion los cultivos se centrifugaron a 12000 g en 10 min, se

desechd el sobrenadante para recolectar las pastillas de bacterias. Se afadié 1.5 mL de
buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, EDTA 1mM, IGEPAL 0.5 % (v/v),
0.5 mM AEBSF) por cada pastilla seguido por sonicacién de 10 rondas (Pulso 85 %
amplitud 10 s y descanso 30 s) en un sonicador ultrasoénico. El extracto se centrifugd 10
min a 17,460 x g en condiciones refrigeradas 4 °C y se colecto el sobrenadante. Por cada
1 mL de sobrenadante se afadieron 150 uL de perlas de glutation-agarosa (16101,
Thermo Scientific™) para posterior incubacion de 1.5 h en camara fria 4 °C y en agitacion
constante. Una vez terminado el tiempo de incubacién se centrifugdé 1 min a 17,460 x g,
se retird el sobrenadante y se agregé PBS 1X pH 7.3 (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
Na2HPO4 4.3 mM, KH2PO4 1.47 mM) filtrado para lavar las perlas. Se repitié este ultimo
paso 15 veces y se resuspendieron las perlas en 80 uL de PBS 1X filtrado. Se afadieron
5 U de trombina de plasma bovino (T7513, Merck & Co., Inc., Rahway NJ USA) y se
dejaron incubando 12 h a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugo 1 mina 17,460
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X g y se colecto el primer sobrenadante (SN1). Se afiadié nuevamente 80 yL de PBS 1X
y se repitio el paso anterior 2 veces mas para obtener el sobrenadante 2 (SN2) y 3 (SN3).
La proteina fue cuantificada utilizando el kit Pierce® BCA Protein Assay (23225, Thermo
Scientific™).

6.4.5 Electroforesis SDS-PAGE

Las muestras fueron tratadas con buffer Laemmli 2X (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, glicerol
25 %, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 2 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 % (p/v)) y se
llevaron a ebullicion durante 5 min. La electroforesis se llevd a cabo en geles de
acrilamida: bis-acrilamida (29:1) utilizando un gel concentrador al 4 % (Tris-HCI 0.5 M pH
6.8, SDS 0.1 % (p/v)) y un gel separador al 10 % (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.1 %
(p/v)) en buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS 0.1 % (p/v))
durante 20 min a 80 V y posterior aumento de voltaje a 125 V durante 2 h. Terminada la
corrida el gel se tifi6 con azul brillante de Coomassie® G 250 durante 1 h en agitacién
con posterior limpieza en solucién de destincion (Acido acético 10 %, metanol 50 % y
agua destilada 40 % (v/v)).

6.4.6 Inmunotransferencia (Western blof)
Posterior a la corrida de las muestras en SDS-PAGE descrita anteriormente el gel se

transfiri6 a una membrana de PVDF (IPVH00010 Millipore Corporation, Bedford MA) en
buffer de transferencia (Tris-base 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20 % (v/v))
utilizando un Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules CA
USA) bajo las condiciones de 7 min. Las membranas se bloquearon con leche
descremada al 5 % en PBS-Tween 0.01 % durante 1 h en agitacion a temperatura
ambiente. Se incubaron con el anticuerpo anti-LIN28B policlonal (sc-130802, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz CA USA) o anti-LIN28B monoclonal (EPR18717, Abcam
Ltd., Cambridge UK) 1:2000 en PBS-Tween 0.01 %, en agitacién suave a 4 °C durante
12 h. Se lavo la membrana tres veces con PBS-Tween 0.01 % y se incubo con el
anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357, Santa Cruz) 1:50000 en PBS-Tween 0.01 %
a temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente se realizaron los tres ultimos lavados
en PBS-Tween 0.1% y se anadio el reactivo Luminata Forte ELISA HRP (WBLUF0500,
Millipore) para incubacién 1 min. El revelado se realizé en un C-DiGit® Blot Scanner (LI-
COR Biosciences Inc., Lincoln NE USA) usando el protocolo estandar.
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6.5 Ensayos de retardamiento electroforético (EMSA)

50 nM de DNA o RNA etiquetados con fluoresceina fueron incubados con 300-1000 nM
de LIN28B purificada en una reaccion de 20 pl que contenia Tris-HCI 20 mM pH 8.6,
NaCl 150 mM, MgClz 5§ mM, glicerol 10 %, DTT 5§ mM y 40 U de Ribolock® (para sondas
de RNA). El tiempo de incubacion fue de 1 h a 25 °C. Las muestras se cargaron en un
gel nativo de acrilamida:bis-acrilamida (37.5:1) 8 % y se corrieron a 100 V en buffer TB
0.5X frio. Los geles se leyeron en un fotodocumentador de imagenes ChemiDoc XRS+
System (Bio-Rad) en la funcién Fluorescein (Filtro 1) para acidos nucleicos. Las
imagenes fueron visualizadas con el software Image Studio 6.0 y se determind el
porcentaje de union (Sonda unida * 100/ (sonda unida + sonda libre)). Los datos se
ajustaron a una funcidn de union especifica de un sitio con una pendiente de Hill,
considerando asi una posible unién cooperativa. Se utilizo la siguiente ecuacién de unién

del modelo de regresion no lineal de GraphPad Prism versién 8.0:

Binax * [P]h

B =
K4 + [P]"

donde B representa la cantidad de complejo en funcién de la concentracién de proteina
[P], Bmax es la fraccidbn maxima observada del complejo, h es el coeficiente de Hill y Kd

es la constante de disociacion.

6.6 Prediccion de la estructura secundaria de los precursores

Para obtener la estructura secundaria se realizé un analisis in silico en el servidor
RNAstructure del Mathews Lab (https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructure.html)
utilizando las secuencias de DNA y RNA de cada precursor, asi como la molécula de
estudio. Se modelé la estructura bajo los siguientes parametros Temperatura: 298 K,
Tamafio Maximo del Bucle: 30, Diferencia Maxima de Energia en % (MFE, MEA): 10,
Numero Maximo de Estructuras (MFE, MEA): 20, Tamafo de Ventana (MFE, MEA): 3,
Gamma (MEA): 1, Iteraciones (Prediccion de Pseudonudos): 1, Longitud Minima de
Hélice (Prediccion de Pseudonudos): 3.
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VIl. Resultados

7.1 Sintesis in vitro de las sondas de RNA

7.1.1 Generacion de los moldes de doble cadena
En nuestro laboratorio utilizamos la técnica de Transcripcion In Vitro (TIV) para generar

los transcritos de estudio. Para realizar la TIV se diseharon los moldes y cebadores de
las moléculas controles pre-miR-98 (control positivo) y pre-miR-18b (control negativo), y
la molécula de estudio preE-let-7 acoplados al promotor de la RNA polimerasa del fago
T7. Estos oligodeoxinucleotidos se sintetizan quimicamente por el método de las
fosforamiditas en fase solida. Como son moléculas de DNA de cadena simple (ssDNA)
se verifico su integridad en electroforesis desnaturalizante (Figura S1) y se purificaron
para la PCR.

La T7 RNA polimerasa ademas de su promotor especifico necesita una doble cadena de
DNA (dsDNA) para poder asentarse. Con este fin se generé la doble cadena mediante
PCR de punto final como se muestra en la figura 7. Se establecié una temperatura de
fusion media de los cebadores para las tres moléculas lo que permitid realizar las

reacciones bajo el mismo ciclaje.
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Figura 7. PCR de los moldes para la generacion de la doble cadena: A la derecha se indican
las migraciones electroforéticas de los moldes dsDNA con sus tallas moleculares sin purificar y
purificados. NTC (Control sin molde no amplificado).

Los amplicones producidos migraron al peso molecular esperado para la doble cadena.
Se corrioé cada reaccion por duplicado, pero con el molde sin purificar y purificado. Para
moléculas de mayor talla molecular como pre-miR-98, su purificacion favorecié la
generacion del amplicon con menor cantidad de molde. Debido a su talla que se generan
mayor cantidad de productos truncados durante la sintesis quimica una purificacion
adecuada concentra el molde de talla esperado aumentando la eficiencia de la PCR.
Para el caso de moldes de menor talla como pre-miR-18b y preE-let-7 no se observaron
diferencias en cuanto a la purificaciéon de los moldes y la generacion de amplicones.
7.1.2 Generacion de los transcritos fluorescentes

Se realizd primeramente la TIV con ribonucledtidos no marcados o “frios” (Figura S2)
para verificar la eficiencia de la transcripcion. Posteriormente se llevd a cabo la reaccion
con el nucledtido fluorescente en dos modalidades: UTP/12-UTP-Fluoresceina y 12-

UTP-Fluoresceina (sin UTP). Los resultados se muestran en la figura 8.
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RNA pre-miR-98 RNA pre-miR-18b  RNA preE-let-7

12-UTP-Fluoresceina - + + - + - + +

12-UTP-Fluoresceina

B RNA pre-miR-98 RNA pre-miR-18b ~ RNA preE-let-7
uvre 1+ o+ 0 1T 1
12-UTP-Fluoresceina = +* + 2 + s = 4 +

Figura 8: Transcripcion in vitro. (A) Revelado con el filtro Fluorescein. (B) Revelado con el

filtro Ethidium bromide
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Los amplicones incubados con el reactivo 12-UTP-Fluoresceina incorporaron el
nucleotido fluorescente al RNA como puede observar bajo el filtro Fluorescein del
Chemidoc. Sin embargo, tanto la concentracion del reactivo como la longitud del

amplicdn impactaron sobre la eficiencia de la transcripcién.

Primeramente, cuando se incubd la reaccion con los ribonucleétidos sin UTP y 12-UTP-
Fluoresceina no se obtuvieron transcritos marcados. Debido a esto se observan bandas
bien definidas correspondientes a 12-UTP-Fluoresceina en el final del gel (Figura 8A).
La sintesis enzimatica se restablecié cuando se incubd la reaccion con ribonucleétidos y
la mezcla UTP /12-UTP-Fluoresceina como se observa para los RNA pre-miR-98 y pre-
miR-18b. Esto es indicio de que la T7 RNA polimerasa no puede incorporar
ribonucledtidos puros acoplados a fluoréforos ya que segun su tamafio no deben
acoplarse adecuadamente en el bolsillo de la enzima y por tanto se cae la transcripcion.
Se necesitan los 4 ribonucledtidos frios mas el marcado para que la reaccion se lleve a
cabo. Como consecuencia el marcaje de las uridinas en el RNA no es total, sino parcial

donde a lo largo de la molécula va a haber uridinas marcadas y no marcadas.

A pesar de haber determinado la relacién idénea de UTP /12-UTP-Fluoresceina para la
TIV aun asi no fue posible sintetizar el RNA preE-let-7 marcado lo que conllevé a la
hipétesis del efecto de la longitud del amplicon sobre la eficiencia de la transcripcion.
Conforme disminuye la longitud del amplicon se sintetizan menos transcritos (RNA pre-
miR-98 > RNA pre-miR-18b > RNA preE-let-7). Como no hay estudios publicados al
respecto se infiere que la T7 RNA polimerasa no puede asentarse adecuadamente en
moldes pequefios (<70 pb) y ademas como la secuencia a transcribir es muy corta
disminuye su procesividad y se cae generando mas transcritos truncados e iniciando mas

ciclos de transcripcion.

Por ultimo, el gel se impregné con bromuro de etidio para ver la migracion de los RNA
frios contra los marcados (Figura 8B). Para el caso de los RNA pre-miR-98 y pre-miR-
18b las sondas marcadas presentaron una menor movilidad electroforética comparada
con los RNA frios. Esto se debe al tamano molecular de la fluoresceina, con un tamano

similar a un nucleétido, promueve el retratamiento.
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7.2 Sintesis in vitro de las sondas de DNA
Las sondas de ssDNA marcadas en 5’-FAM e al igual que los moldes y cebadores para
la TIV se generaron por sintesis quimica por lo que se procedio a su verificacion (Figura

9) y posterior purificacion (Figura S3).
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Figura 9. Analisis de las sondas de ssDNA marcadas en 5’-FAM en gel desnaturalizante: (A)
Revelado con el filtro Fluorescein. (B) Revelado con el filtro Ethidium_bromide. Se emplearon
como marcadores de talla molecular los RNA frios purificados.

Por este método clasico de sintesis quimica de fosforamiditas se logré producir los
ssDNA 5’-FAM pre-miR-18b y preE-let-7. Los DNA fluoresceinados presentaron una
movilidad electroforética ligeramente mayor que los RNAs fluoresceinados debido al
numero de fluoresceinas acopladas. En cuanto a ssDNA 5’-FAM pre-miR-98 la sintesis
no fue especifica por lo que no se observa una banda definida en el gel de purificacion.
Se infiere que sea por la adicién del 5-FAM ya que el molde para la TIV si pudo

sintetizarse. Por tanto, se disefié una nueva alternativa para su generacion.
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7.3 Sintesis enzimatica de la sonda 5’-FAM pre-miR-98

Para sintetizar de forma enzimatica un DNA de simple cadena primero es necesario
generar la doble cadena. Para ello se disefiaron cebadores modificados en el extremo
5’: forward (5’-FAM) y reverse (5'-Fosfato). Se realizé una PCR utilizando el mismo molde
para la TIV de pre-miR-98. El cebador forward (5’-FAM) generd la cadena de interés

marcada y el cebador reverse (5’-Fosfato) su complementaria (Figura 10 A/B).
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Figura 10. Sintesis enzimatica del ssDNA 5’-FAM pre-miR-98: (A y B) PCR para generar el
dsDNA revelado con el filtro Fluorescein y Ethidium _bromide respectivamente. (C y D) Digestion
de la PCR con exonucleasa lambda revelado con el filtro Fluorescein y Ethidium_bromide
respectivamente.

El préximo paso fue generar el ssDNA, para ello se realizé una reaccion de digestion la
exonucleasa lambda (Figura 10 C/D). Esta exonucleasa tiene la peculiaridad de catalizar
la eliminacion de nucledtidos del DNA bicatenario lineal o mellado en la direccion de 5' a
3'. Sin embargo, lo que la hace altamente especifica es que su sustrato preferido es el
DNA bicatenario 5' fosforilado, aunque los sustratos no fosforilados se degradan a una

velocidad muy reducida. Una vez que se realiza la reaccion se observan dos bandas en
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la electroforesis, la de menor intensidad que menos migra correspondiente a dsDNA no

digerido y una banda mayoritaria de mayor migracién correspondiente al ssDNA.

Segun especificaciones del fabricante la digestion con exonucleasa lambda se considera
una reaccion incompleta ya que mayores tiempos de incubacion y concentracion de
enzimas puede degradar el ssDNA. Incluso marcar el extremo 5' con una molécula de
FAM no es motivo de bloqueo de su actividad, aunque lo hace con mucho menor radio

gue con un extremo 5' fosforilado.

El rendimiento de la reaccion para las condiciones experimentales empleadas no fue
optimo (Figura S4) por lo que su purificacion de la sonda fue poco eficiente. Esto conllevé

a que no pudieran realizarse su ensayo de interaccion con LIN28B.

7.4 Produccion de la proteina recombinante LIN28B

7.4.1 Ensayo de restriccion del plasmido pGST-LIN28B
El plasmido pGST-LIN28B se empled para obtener la proteina LIN28B. Se verifico

primeramente su integridad para determinar si era 6ptimo para la transformacion
bacteriana (Figura 11). El plasmido sin digerir muestra una sola banda correspondiente
a un conférmero resultado de una eficaz purificacion. Cuando se digiri6 con una sola
enzima de restriccion BamHI o Sall se produjo el plasmido lineal con una talla de 5712
bp. Finalmente, cuando se realiz6 la doble digestion el fragmento clonado de 759 bp fue

liberado.
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Figura 11. Ensayo de restriccion del plasmido pGST-LIN28B. Se muestra el marcador de talla
molecular en el primer carril

7.4.2 Generacion de las colonias transformadas
Una vez verificado la integridad del vector de expresion se realizo la transformacion de

la cepa E. coli Rosetta (Figura 12). Se generaron un gran numero de colonias
transformantes probando que ni el plasmido ni la proteina eran téxicos para la cepa

Rosetta.
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Rosetta pGST-Lin28B Control sin plasmido

Figura 12. Transformacion de E. coli Rosetta con el plasmido pGST-LIN28B: (A) Colonias
transformadas. (B) Control negativo sin plasmido

7.4.3 Control de la purificacion de LIN28B
Se procedio a realizar el control de la purificacién de LIN28B (Figura 13). Primeramente,

se corrieron los lisados totales sometidos a diluciones 1:10 y 1:25. En los extractos
inducidos se aprecia una banda alrededor de los 55 kDa correspondiente a la proteina
de fusion que fue capturada con las perlas de glutation-agarosa, ya que a glutatién S-
transferasa (GST) tiene afinidad por el glutation reducido. Cuando se afiade trombina a
las perlas el tag de GST es liberado ya que se nota la presencia de una banda que migra
aproximadamente a 26 kDa (GST). Finalmente, en los sobrenadantes recuperados se
obtuvo la proteina purificada LIN28B con un peso molecular alrededor de los 35 kDa. No

se ha encontrado una explicacion sobre el por qué la LIN28B producida migra a 35 kDa
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y no alrededor de los 27 kD que es su peso esperado. Se infiere que sea por el sistema

de expresion acoplado a GST.

N el &@ m"b%
N oF P o
& & NS <
S 20 N A0 €] ()C.J
Q}"\ «0.\0 \\\O & O ‘\@% o é\ n 5
= WRE AN
70 kDa [ S —
55 kDa [ —
——— | —
40 kDa o B —
35 kDa —— LIN28B
25 kDa - - GST

GST-LIN28B

LIN28B

Trombina

@

Perla glutation-agarosa

Figura 13. SDS-PAGE I: Tincién con azul de Coomassie G 250 (izquierda). Ilustracion de la
proteina de fusion GST-LIN28B expresada unida a perla de glutation-agarosa (derecha)

Al emplear este sistema de expresion, es factible recuperar la proteina LIN28B en

cantidades de microgramos por extraccion. Después de establecer las condiciones para

la recuperacién de la proteina LIN28B, se verifico su especificidad a través de

electroinmunotransferencia (Figura 14).
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Figura 14. SDS-PAGE II. Inmunotrasnferencias contra LIN28B incubadas con diferentes
anticuerpos primarios: (A) Rabbit monoclonal Anti-LIN28B. (B) Rabbit policlonal Anti-LIN28B.
PM, marcador de peso molecular

Las inmunotrasnferencias revelaron la presencia de LIN28B tanto en su forma de fusién

como purificada. Cabe destacar que para estos ensayos en nuestro grupo de trabajo

siempre se empled el anticuerpo policlonal Anti-LIN28B (Figura 14A). Sin embargo,

cuando usamos un nuevo anticuerpo monoclonal Anti-LIN28B (Figura 14B) amento la

sensibilidad de la técnica pudiendo reconocerse hasta la expresion basal de la proteina

(no inducida). Otro aspecto importante fue la deteccion de proteinas truncas o
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incompletas en el final del gel cuya concentracion disminuye con la dilucién de los

sobrenadantes.

Para concluir, es importante sefalar que se realizaron varias extracciones de proteinas
a lo largo de este trabajo, ya que se observé que la proteina LIN28B perdia su capacidad
de unién con el tiempo (datos no mostrados). Se decidié utilizar un lote fresco de proteina
una vez que el lote anterior alcanzara una vida util de un mes y medio. De este lote se
trabajé con los sobrenadantes mas diluidos (SN2 y SN3) debido a la disminucién de la

cantidad de proteinas truncas.

7.5 Ensayos de interaccion de las sondas con LIN28B

7.5.1 Optimizacion de la concentracion de sondas y rango de LIN28B
Para realizar los ensayos de interaccion, se tuvo que determinar la cantidad de sonda

necesaria que pudiera ser Vvisualizada correctamente en el sistema de
fotodocumentacion ChemiDoc XRS+ (Figura 15 A). Se observa que a medida que
aumenta la concentracion del precursor también lo hace la intensidad de la sefial. Se
concluyo que la concentracion 6ptima para ejecutar los estudios de interaccion es de 50

nM, ya que a esta concentracion se obtiene una sefial visible.

Una vez determinada la concentracion optima las sondas se corrieron en un gel
desnaturalizante para verificar la calidad de su fluorescencia (Figura 15B). Tanto las
sondas de DNA como RNA presentaron lectura bajo el filtro Fluorescein del

fotodocumentador a la concentracion de trabajo.
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Figura 15. Verificaciéon de la fluorescencia de las sondas: (A) Curva de sensibilidad de ssDNA
5’-FAM-preE en funcion de la concentracion. (B) Gel fluorescente desnaturalizante de las sondas.

Una vez determinada la concentracion 6ptima de sonda a emplea en los EMSA se
procedid a calibrar las distintas concentraciones de la proteina LIN28B (datos no
mostrados). Se escogidé el rango 300 -1100 nM para realizar las interacciones. Cabe
destacar que se observo la formacidn de mas de un complejo para cada precursor a
partir de una cierta concentracion de LIN28B. Sin embargo, se determiné la constante de
disociacion (Kd) global para cada precursor, ya que el calculo implica la cantidad de sonda
libre 0 sonda unida, lo que hace imposible determinar las demas constantes de
disociacion.

7.5.2 Ensayos de retardamiento electroforético (EMSA)

A continuacion, se muestran los estudios de interaccion para cada precursor con LIN28B,

asi como sus constantes de disociacion.
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En la figura 16 se muestra el ensayo de interaccién del RNA pre-miR-98 con LIN28B que
constituye nuestro control positivo de unién. Como era de esperar, la sonda se unié con

alta afinidad siguiendo una curva sigmoide que se corresponde con una cinética de unién

cooperativa.
[LIN28B] nM
A 0 300 400 500 600 700 800 900 1000 B
RNA pre-miR-98
Complejo 3 150+
Complejo 2
c
Complejo 1 % 100+
2
o
°
2 50+
Sonda libre
0
0 500 1000 1500
[LIN28B] nM

Figura 16. Ensayo de interaccion de la sonda RNA pre-miR-98 con LIN28B: (A) EMSA entre
RNA pre-miR-98 y LIN28B empleando 50 nM de sonda marcada con 12-UTP-Fluoresceina y
concentraciones crecientes de LIN28B. (B) Porcentaje de unién de RNA pre-miR-98 en funcion
de la concentracion de proteina (Kq = 382.9 nM, h=3.87, R = 0.95 y n=3).

En las figuras 18 se muestran los ensayos de interaccion para los analogos de DNA 'y
RNA de pre-miR-18b propuestos como control negativo de union. Sorprendentemente
para las condiciones experimentales empleadas si hubo interaccion de ambas sondas
con LIN28B. Los resultados de su cinética muestran una curva sigmoide poco definida
cercana a la linealidad. Incluso para el DNA se obtuvo un R? por debajo de 0.9, por lo

que la determinacion de su Kd no fue precisa. Estos resultados pudieran indicar

interacciones no especificas con LIN28B.

38



A [LIN28B] nM B
0 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 .
DNA pre-miR-18b

150
Complejo 3

Complejo 2

-

o

=]
1

Complejo 1

% de Unioén

v
o
L

0 500 1000 1500

Sonda libre [LIN28B] nM

Figura 17. Ensayo de interaccion de la sonda DNA pre-miR-18b con LIN28B: (A) EMSA entre
DNA pre-miR-18b y LIN28B empleando 50 nM de sonda marcada en 5°’-FAM y concentraciones
crecientes de LIN28B. (B) Porcentaje de union de DNA pre-miR-18b en funcion de la
concentracion de proteina (Ka = 798.5 nM, h = 3.85, R? = 0.84 y n=3).
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Figura 18. Ensayo de interaccion de la sonda RNA pre-miR-18b con LIN28B: (A) EMSA entre
RNA pre-miR-18b y LIN28B empleando 50 nM de sonda marcada con 12-UTP-Fluoresceina y
concentraciones crecientes de LIN28B. (B) Porcentaje de union de RNA pre-miR-18b en funcion
de la concentracion de proteina (Kq =497.1 nM, h=2.58, R>=0.94 y n=3).
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Finalmente, en la figura 19 se muestra el ensayo para nuestro DNA preE-let-7 disefiado.
Presentd una Kd en el orden de los nanomolar con un R? favorable. En términos de
afinidad por LIN28B bajo el método de deteccion utilizado nuestra molécula queda en el
siguiente orden: RNA pre-miR-98 > RNA pre-mi-18b > DNA pre-let-7 > DNA-pre-miR-18b.
Cabe destacar que independientemente de su secuencia las sondas de RNA presentaron
mayor afinidad por LIN28B que las de DNA, evidenciandose la naturaleza de LIN28B de

ser una proteina de union a RNA.
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Figura 19. Ensayo de interaccion de la sonda DNA pre-E-let-7 con LIN28B: (A) EMSA entre
DNA pre-E-let-7 y LIN28B empleando 50 nM de sonda marcada en 5’-FAM y concentraciones
crecientes de LIN28B. (B) Porcentaje de uniéon de RNA pre-miR-18b en funcién de la
concentracion de proteina (Ka = 618.1 nM, h=4.12, R = 0.96 y n=3).

Como Uultima observacién general de estos ensayos se aprecia inestabilidad en la
fluorescencia de la fluoresceina evidenciandose en muchos puntos su apagamiento
principalmente en las sondas de DNA respecto a las RNA, ya que la cantidad sonda libre
total no coincide con la cantidad de sonda unida total. Esto sera motivo de discusion en

el proximo capitulo.
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7.5.3 Control de especificidad
Para determinar si la interaccién de la sonda de DNA pre-E-let-7 es especifica por LIN28B

se realizé un ensayo de especificidad con la proteina estandar albumina de suero bovino
(BSA). Se incubaron concentraciones saturantes de BSA o LIN28B o ambas con el preE.
No se observé formacion de complejos del preE con BSA a diferencia con LIN28B. Por
tanto, la sonda sintética de estudio es especifica por LIN28B.

ssDNA 5-FAM-preE + + + +
LIN28B - + - +
BSA - - + +

Sonda unida

Sonda libre

Figura 20. Ensayo de especificidad de ssDNA 5’-FAM-preE: Para el ensayo se emplearon 50
nM de sonda ssDNA 5’-FAM-preE con 900 nM de LIN28B o BSA o ambas proteinas
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7.5.4 Ensayos de competicion de los precursores con el DNA preE-let-7
Debido a que se demostro interaccion de los analogos de pre-miR-18b con LIN28B

(Figuras 17 y 18) se realizaron ensayos de competencia con DNA y RNA competidores

frios para verificar estos resultados inesperados.

Primeramente, se evaluaron los competidores DNA y RNA de pre-miR-98, ya que
constituyen el control positivo de uniéon a LIN28B (Figura 21). EI RNA pre-miR-98
competidor desplaza con mas facilidad a la sonda preE que el DNA competidor. Esto se
debe a que el pre-miR-98 es un blanco natural de LIN28B por tanto presenta mayor
afinidad de unién. Incluso cuando se afade la misma concentracion de sonda preE vy el
competidor de RNA practicamente se une a toda la proteina disponible desplazando a la
sonda. En cambio, se necesitan 4 veces mas DNA competidor para desplazar la sonda
totalmente. La sonda preE comparte los mismos motivos de union a LIN28B que el DNA

competidor, solo se diferencian en su talla molecular

ssDNA 5-FAM-preE + + + + + + ssDNA 5-FAM-preE + + + + + +
LIN28B - + + + + + LIN28B - + + + + +
DNA competidor (nM) - 0 50 100 200 300 RNA competidor (nM) - 0 50 100 200 300

Sonda unida Sonda unida

Sonda libre Sonda libre

Figura 21. Ensayos de competencia I con pre-miR-98: La competencia se realizd con 50 nM de
sonda ssDNA 5’-FAM-preE, 600 nM de LIN28B y concentraciones crecientes de DNA competidor
(Molde pre-miR-98, a la izquierda) o RNA competidor (pre-miR-98 no marcado, a la derecha).
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En la segunda parte de este experimento se evaluaron los competidores DNA y RNA de
pre-miR-18b (Figura 22). Se enfatizé en este resultado debido a pre-miR-18b constituye
el control negativo de unién a LIN28B; sin embargo, se demostré que ambos analogos
mostraron interaccién. Se obtuvo un resultado similar al ensayo anterior en cuanto a que
LIN28B tiene mas afinidad por el RNA que por el DNA competidor. EI RNA competidor
desplaz6 toda la sonda a la concentracion maxima de este ensayo. En cambio, el
competidor de DNA no logré desplazarla totalmente, pero el resultado nos infiere que si

seguimos aumentando la concentracion de competidor finalmente lo hara.

ssDNA 5’-FAM-preE + + + + + + ssDNA 5’-FAM-preE + + + + + +
LIN28B - + + + + + LIN28B - + + + + +
DNA competidor (nM) - 0 50 100 200 300 RNA competidor (nM) - 0 50 100 200 300

Sonda unida Sonda unida

Sonda libre Sonda libre

Figura 22. Ensayos de competencia II con pre-miR-18b: La competencia se realiz6 con 50 nM
de sonda ssDNA 5’-FAM-preE, 600 nM de LIN28B y concentraciones crecientes de DNA
competidor (Molde pre-miR-18b, a la izquierda) o RNA competidor (pre-miR-18b no marcado, a
la derecha).
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Para validar lo observado en las figuras 21 y 23 se realizé una cuantificacion de los
ensayos de interaccion (Figura 24). Los RNA competidores mostraron una caida abrupta
de la curva cuando se afiadieron a competir en concentraciones iguales a la de la sonda
evidenciandose mayor afinidad de LIN28B por el RNA. Para el caso de los DNA, el pre-
miR-98 desplazé el 50 % de la sonda en concentraciones equimolares mientras que el
pre-miR-18b desplazé el 35 %. Tanto el RNA pre-miR-98, RNA pre-miR-18b y el DNA
pre-miR-98 lograron desplazar la mayor parte la sonda al duplicar su cantidad, a

diferencia del DNA pre-miR-18b que a concentraciones saturantes no alcanzo la inflexién

del resto.
100
-~ RNA pre-miR-18b
RNA pre-miR-98
S & DNA pre-miR-18b
é 50 ¥ DNA pre-miR-98
=]
B‘E.

0 100 200 300
[Competidor] nM

Figura 23. Ensayos de competencia III: Cuantificacion del porcentaje de union de la sonda
ssDNA preE con LIN28B contra la concentracion del competidor

A modo de conclusiéon queda demostrado que para la cantidad de sonda de estudio y
proteina, los analogos de pre-miR-18b presentan interaccion con LIN28B, por lo que no

pudo emplearse como un control negativo de union a LIN28B.
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7.6 Prediccion estructural secundaria de los precursores

Para obtener mas informacion de la interaccién de los precursores con LIN28B se realizé
un analisis in silico predictivo de la estructura secundaria.

El analisis de los analogos de pre-miR-98 mostrd la formacién de stem-loop con los
motivos expuestos de unidén a LIN28B (Figura 24). Segun los resultados predictivos el
DNA presenta un loop mas accesible a LIN28B que el RNA. Sin embargo, la estructura
del RNA obtenida de manera experimental por SHAPE evidencia la formacion abierta del

loop igual que en el RNA. De ahi que estos modelos propuestos aporten una
aproximacion a la estructura real.
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Figura 24. Prediccion de la estructura secundaria de los analogos de pre-miR-98: Energias
libres tedricas y los motivos de unién a LIN28B (bases ampliadas). En el extremo derecho se
muestra la estructura secundaria real del RNA pre-miR-98 resuelta por SHAPE. Tomado de
Rangel-Guerrero et al., 2020.
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En el caso de los analogos de pre-miR-18b no existe la estructura de stem-loop por lo
que se infiri6 que LIN28B no reconoce esta molécula (Figura 25). Sin embargo, las
evidencias experimentales sugieren lo contrario lo que constituye motivo de analisis. A
simple observacion de los modelos destacan la formacion de loop, regiones en forma de
burbujas que podrian constituir blancos de reconocimiento para LIN28B

independientemente de la secuencia de bases en estos sitios.

@r {0)
G 9 U) 40
> 00 A Ag G
‘ & A% A
30 D 7 o ‘ A
Q Yo—o¥
% 30 é_u
( \\,‘
Gr &) ~—A) < A )
® & RN D—
c e —C
s —0
CO—G 50
") 66—,
20 (1) ©
20 6—C
¢ é_‘g‘
A~ ‘1' @0 Yol E &
’\T ‘ L L \ (‘: )=
OO DU~ 4
4 A 2 O—6
; ) Probability >= 99% o—C, 60
1 0 R ¢
_ ; do——
T ® 90% > Probability >= 86% o—¢
Par B 70% > Probability >= 60% %
ey e 60% > Probability >= 50% b
5 @ /C‘- y D )
e C
70 X (
\&T_‘ —_—
5 5, g —{ 70
» 3
ENERGY = -12.2 DNA pre-miR-18b ENERGY = -25.5 RNA pre-miR-18b

Figura 25. Prediccion de la estructura secundaria de los analogos de pre-miR-18b: Energias
libres tedricas y los motivos de unién a LIN28B (bases ampliadas).
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Por ultimo, se model¢ la estructura de los analogos del preE ideal propuesto por Rangel-
Guerrero et al., 2020Rangel-Guerrero et al., 2020Rangel-Guerrero et al., 2020Rangel-
Guerrero et al., 2020 (Figura 26). Tanto el DNA como el RNA mostraron la formacion del
stem-loop y muestran una analogia muy similar al modelo propuesto incluso con las
regiones de doble cadena que le confieren estabilidad a la estructura. Como mismo se
observé en el pre-miR-98 el loop de DNA es mucho mas accesible en tamano que el del
RNA. Sin embargo, ya queddé comprobado que solo con la estructura real obtenida por

SHAPE se puede llegar a una conclusién mas acertada.
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Figura 26. Prediccion de la estructura secundaria de los analogos de preE-let-7: Energias
libres teoricas y los motivos de unién a LIN28B (bases ampliadas). En la parte superior se muestra
el preE ideal de union a LIN28B propuesto por Rangel-Guerrero et al., 2020.

Una ultima observacion de estos resultados evidencia que las estructuras de RNA de
todas las moléculas analizadas presentaron mayor energia libre que las de DNA. Esto le
confiere mayor estabilidad al momento de forma y mantener la estructura en el tiempo.
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VIIl. DISCUSION

A pesar de la extensa investigacion sobre la interaccién entre LIN28 y la familia let-7,
varios aspectos clave de su regulacion aun no estan completamente comprendidos.
Primero, los mecanismos exactos a través de los cuales LIN28 inhibe la maduracion de
let-7 y cdmo esta interaccidon es modulada por diferentes factores celulares o de
sefalizacion permanecen en gran parte indeterminados. Este desconocimiento se
dificulta al asumir que no existen diferencias funcionales significativas entre LIN28A y
LIN28B en su interaccién con let-7, cuando en realidad podrian existir divergencias en

sus modos de accion o regulacion que no se han esclarecido.

Es particularmente intrigante que existan dos proteinas paralogas, LIN28A y LIN28B,
ambas implicadas en la regulacion de la familia de let-7. La presencia de estas dos
formas podria sugerir una especializacion funcional o una regulacion redundante pero
diferencialmente modulada en contextos especificos. Por ejemplo, aunque ambas
proteinas puedan compartir la capacidad de inhibir la maduracién de let-7, es posible que
su expresion y funcion varien dependiendo del tipo de tejido o del estado patoldgico, lo
que podria llevar a diferencias en la regulacion de let-7 que aun no han sido
caracterizadas. Ademas, la variabilidad en la expresion entre la familia let-7, que
comparten una regién semilla comun crucial para su funcion, en diferentes tejidos o
condiciones patolédgicas, plantea preguntas sobre los mecanismos especificos que
subyacen a esta regulacion diferencial. Es plausible que LIN28A y LIN28B tengan
afinidades distintas por diferentes miembros de la familia let-7 o que interactuen con otros

factores reguladores en un contexto especifico de tejido o enfermedad.

8.1 El DNA preE-let-7 interactia con LIN28B a través de la formacion de complejos
En nuestro laboratorio se investiga el desarrollo de tecnologias basadas en acidos
nucleicos con multiples aplicaciones. Evaluamos el disefio de una molécula sintética
analoga a la regién preE de los let-7 que es considerada un preE ideal de unidén a LIN28.
Los ensayos de retardamiento electroforético revelaron que nuestro DNA preE interactua
con LIN28B con una constante de disociacion en el orden de los nanomolar. El revelado
de este resultado mostré la formacion de hasta tres complejos DNA-proteinas que se

favorecen con el incremento de la concentracion de LIN28B.
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Esto se corresponde con los resultados obtenidos por Mayr et al., 2012 donde caracterizo
los dominios CSD y ZKD por separado para analizar su contribucién a la interaccién con
LIN28A. En presencia de LIN28, el CSD se une primero a los motivos que contienen
pirimidinas en el lazo terminal del preE. En una reaccién rapida, el CSD remodela la
region preE y distorsiona conformacionalmente una parte de la region del tallo superior,
incluido el sitio de corte de Dicer. Como la unién de LIN28 a pre-let-7 es altamente
cooperativa, la remodelacion de pre-let-7 puede ser facilitada en trans por otra molécula
de LIN28. Una vez que el motivo GGAG conservado es accesible, el ZKD de LIN28 media
una unién especifica a este motivo y la ancla a esta posicidon. Esta segunda reaccién es
bastante lenta, ya que tanto el ZKD como el conector basico flexible entre los dominios
deben realizar cambios conformacionales mayores. Como consecuencia, el sitio de corte
de Dicer permanece constantemente abierto e inhibe el corte. La interaccion especifica
de secuencia a través del ZKD asegura asi una posicion direccional de LIN28 en pre-let-
7, lo que puede promover la uridilacion terminal de pre-let-7 para su degradacion. Quizas
el aporte mas importante de este modelo fue que la interaccion entre el pre-let-7 y LIN28
se establece de forma cooperativa lo que explica la formacion de los multicomplejos (1:1,
1:2y1:3).

Otro grupo que caracterizo la cinética multicomplejos fue el de Desjardins et al., 2014 de
sus estudios con pre-let-7g y LIN28A. También propusieron un modelo de ensamblaje
escalonado de LIN28A en el preE de pre-let-7g. Segun este modelo la primera molécula
de LIN28A inicia la formacién del complejo a través de interacciones entre su dominio
similar a NCp7 y el sitio conservado 5-GAGGG-3' en el 5'-bulge, y entre su CSD y el loop
cercano 5-AUGAUAC-3'. Estas interacciones en la cadena %' desestabilizan los
apareamientos Watson-Crick dentro del bucle terminal y exponen la cadena 3,
haciéndola disponible para la unién de una segunda molécula de LIN28, cuyo dominio
similar a NCp7 se dirige a la secuencia conservada 5-GGAG-3'y su CSD a una regién
5' adyacente. La union de la tercera molécula de LIN28 al sitio de alta afinidad 5'-
AUGAUAC-3' implica solo su CSD e implica reubicar el CSD de la primera molécula de
LIN28. El orden de ensamblaje propuesto para pre-let-7g puede diferir para precursores

de otros miembros de la familia let-7.
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En los analisis cinéticos de la interaccion de tanto el RNA pre-miR-98 y nuestra molécula
preE-let-7 se observo un efecto cooperativo. El resultado estadistico de la regresién no
lineal arroj6 un coeficiente de Hill superior a 1 lo que se corresponde con una
cooperatividad positiva igual que en los modelos de Desjardins y Mayr. Posteriormente
hubo otras investigaciones, descritas en los antecedentes, sobre la interaccion de let-7
con LIN28 como las de Triboulet et al., 2015 y Ustianenko et al., 2018. Ellos no
observaron la formaciéon de complejos en sus ensayos de interaccion debido a que solo
querian caracterizar la interaccion absoluta. Por ello emplearon geles de poliacrilamida:
bis-acrilamida menos resolutivos al 5 %. A diferencia de nuestros estudios de grupo como
los de Franco-Urquijo, 2018 y Rangel-Guerrero et al., 2020 que si observaron la
formacion de multicomplejos en sus ensayos de interaccion debido al empleo de geles

de poliacrilamida: bis-acrilamida mas resolutivos al 8 %.

Los resultados corroboraron que la formacion de complejos se favorece con el
incremento de proteinas. Mientras mas grande es el pre-let-7 como pre-miR-98 mayor
numero de complejos se forman con el incremento de la concentracion de proteina a tal
punto que en condiciones de extrema saturacién superan el tamafo de los poros del gel

(datos no mostrados).

8.2 Las sondas fluorescentes son susceptibles a apagamiento

Una consecuencia del efecto cooperativo de unidn podria darse por el método de
deteccion empleado. Hasta el momento los ensayos de interaccion realizados tanto por
los grupos internacionales como de nuestro laboratorio se realizaban con sondas
radiomarcadas. En el presente trabajo, realizamos la deteccion con sondas
fluoresceinadas. Esta técnica de marcaje ofrece algunas ventajas sobre la radioactividad
como es la seguridad en el trabajo y el costo de la misma. Sin embargo, el marcaje
radiactivo es mucho mas sensible. Para ofrecer una idea, cuando se emplean sondas
radiactivas su deteccion es en el orden de los picomolares a diferencia del marcaje
fluorescente que es detectable en el orden de los nanomolares. Se necesitd 100 veces
mas sonda fluorescente minima que radiactiva para realizar los ensayos. Esto trajo como
consecuencia el incremento en el rango de proteinas para alcanzar la saturacion y el

desplazamiento a mayores valores relativos de las constantes de disociacion.
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Otra desventaja de nuestra técnica fue la inestabilidad del fluoréforo. La fluoresceina es
una molécula muy sensible a la luz. Teniendo en cuenta que las moléculas sintetizadas
tuvieron que pasar varias etapas para realizar los ensayos de interaccion como su
purificacion, extraccion y lavados, es tiempo que se va apagando la sonda con el tiempo.
Este fendbmeno se observd con las sondas de DNA principalmente donde la cantidad
sonda libre total no se correspondi6 con la cantidad de sonda unidad total, obteniéndose
en porcentajes de union superior al 100 %. Quizas la explicacién mas razonable de que
se observdé menor intensidad de fluorescencia en las sondas de DNA fue debido al
numero de moléculas fluoresceinadas por molécula. Si bien en las sondas de DNA solo
habia una molécula de fluoresceina en el extremo 5 por sintesis, en las de RNA

encontramos varias fluoresceinas segun del numero de uracilos de la molécula.

También no puede descartarse que el apagamiento del fluoréforo en muchos casos pudo
darse por el entorno quimico de la mezcla de interacciéon donde algun componente pudo
actuar como quencher, inclusive la misma secuencia de la sonda. Esto se fundamenta
con una investigacion realizada por Lietard et al., 2022 sobre como la secuencia de DNA
afecta la intensidad de fluorescencia al preparar bibliotecas de cadena sencilla y doble
marcadas en los extremos 3' o 5' con fluoresceina (6-carboxifluoresceina, FAM).
Observaron el apagamiento significativo de la fluorescencia con la proximidad de
guanina, pero también encontraron cambios mas complejos en la intensidad de
fluorescencia dependiendo de los contextos de secuencia que implican proximidad a las
cuatro bases nucleotidicas. Incluso en ausencia de todas las guaninas, se retiene una
disminucién, pero aun asi una gran variaciéon en la fluorescencia de la fluoresceina
dependiente de la secuencia. El rango de intensidades mostré una disminucion del 30 %
para ssDNA marcado con FAM en el extremo 3' (en comparacion con un 50 % para esas
secuencias que incluyen G), y casi un 40 % para ssDNAy dsDNA marcados con FAM en
el extremo 5' (en comparacién con un 60 % y 50 %, respectivamente, para las secuencias
equivalentes que incluyen G). Hasta el momento no ha habido reportes del apagamiento
de la fluorescencia por interaccion con proteinas lo que no descarta su empleo como

método de deteccion en el caso que sea posible.
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8.3 Los analogos de pre-miR-18 interactuan con LIN28B

Sorprendentemente, el control negativo pre-miR-18b propuesto por Ustianenko et al.,
2018 presento interaccion con LIN28B tanto con el analogo de DNA como el de RNA.
Inclusive el RNA pre-miR-18b presentdé mas afinidad por LIN28B que el preE-let-7
sintético utilizado. Esto podria ser un claro ejemplo de que LIN28 tiene afinidad por
estructuras conservadas como plantearon Sharma & Mohanty, 2017 en un analisis de
dinamica molecular. Sus simulaciones sugieren que una caracteristica estructural
conservada de la region del preE-let-7 es mas importante para el reconocimiento por
LIN28 que la conservacion de la secuencia entre los miembros de la familia let-7 o la

presencia del motivo GGAG en la region 3.

Recientemente Baek et al., 2024 emplearon la acilacion selectiva de 2’-hidroxilo
analizada mediante extensién de cebadores y perfilado mutacional (SHAPE-MaP), para
desentrafar las estructuras secundarias de pri-miARNs humanos de alta confianza. Su
estudio se basdé en que la maduraciéon del microRNA depende criticamente de las
caracteristicas estructurales de los transcritos primarios (pri-miRNA). Sus estructuras
basadas en SHAPE divergieron sustancialmente de las inferidas unicamente por
computacion, particularmente en el lazo apical y los segmentos basales, subrayando la

necesidad de datos experimentales en la prediccion de la estructura del RNA.

Lo mas interesante es que pre-miR-18b no presenta una region estructural calculada
similar al preE definida; sin embargo, segun los analisis predictivos de estructura
secundaria si cuenta con la formacioén burbujas y tallos que pudieran ser blancos para
LIN28B principalmente el RNA cuya estructura resultdé mucho mas estable. Esta
interaccidn a su vez se pudo haber favorecido por el incremento en la concentracion de
proteinas debido a la sensibilidad del método de deteccion empleado y a las condiciones
in vitro. En un ensayo de especificad realizado por Franco-Urquijo, 2018 incubd una
sonda RNA pre-le-7c radiactiva con LIN28B y tRNA no especifico 25 veces concentrado.
A pesar de no observar diferencias significativas con el complejo formado solamente con
la proteina, se observd desplazamiento de sonda unida a libre. El efecto de este ensayo

quizas pudo darse por la cantidad de sus componentes. No obstante, un incremento en
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la cantidad del tRNA pudiera desplazar toda la sonda a partir de interacciones no

especificas.

Por tanto, para realizar ensayos de interaccion con LIN28 in vitro se propone
primeramente utilizar métodos de deteccion mas sensibles para disminuir la cantidad de
sonda y proteina y asi evitar uniones inespecificas del sistema. Luego utilizar como
control negativo sondas con baja probabilidad de formar burbujas, podria emplearse RNA
(ej. poli(1:C)) o DNA de doble cadena.
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IX. CONCLUSIONES

1. Se logré sintetizar para los estudios de interaccion los 5’-FAM-ssDNAs y por TIV

los RNAs fluoresceinados (pre-miR-98 y pre-miR-18b).

2. La cepa E. coli Rosetta transformada generd proteinas truncas de LIN28B
detectables solo por Western Blot pero la dilucidon de los sobrenadantes disminuy6

la concentracién de estos subproductos.

3. El ssDNA preE-let-7 disefiado interactu6é con la proteina LIN28B con una
constante de disociacidn en el orden de los nanomolar, con una afinidad menor a
los RNA evaluados pero mayor que el DNA pre-miR-18b carente de los motivos

de union

4. La formacion de complejos pre-miRNA/LIN28 esta propiciada por el incremento
en la concentracion de proteinas siguiendo una cinética sigmoidal con

cooperatividad positiva.

5. Los analogos de DNA Y RNA de pre-miR-18b presentaron interaccion con LIN28B,
teniendo mayor afinidad por el RNA lo que demuestra el impacto de la estructura

por encima de la secuencia durante la interaccion.
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. PERSPECTIVAS

. Disefar un molde preE-let-7 de mayor talla para aumentar la eficiencia de la TIV para

transcritos pequenos.

. Optimizar las condiciones experimentales para incrementar el rendimiento de
purificacion de ssDNA 5’-FAM pre-miR-98.

. Realizar los ensayos de interaccion por un método mas sensible como electroforesis

capilar para disminuir el rango de concentraciones de proteina de LIN28B.

. Determinar la estructura secundaria experimental de los analogos de RNA y DNA

unidos a LIN28B mediante SHAPE y mapeo con nucleasas respectivamente.
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XIl. INFORMACION SUPLEMENTARIA

A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Secuencia Talla (b)
1. pre-miR-98 molde 141
2. pre-miR-98 cebador Fw 25 @ ]
3. pre-miR-98 cebador Rv 20 . (e ;
4. pre-miR-18b molde 93 .
5. pre-miR-18b cebador Fw 26
6. pre-miR-18b cebador Rv 19 —
7. preE molde 55 '
8. pre E cebador Fw 22 - ' - - ™ -
9. pre E cebador Rv 22

C

'\.' ‘3\'.:'\1 W\T‘:i:’;‘ — oﬂ):\ ’J\-
; 3 =)
| Columnas o e M

Activacién + '"{:z

Liberacién del
oligonucledtido

Eliminacién de o,
tedos los grupos 2

&
rotectores was P
p E3%

]

3.Bloqueo . ._,_J‘

Sintesis esen direccién3’'—5" J

Figura S1. Relacionada con la figura 7: (A) Moldes y cebadores con sus tallas moleculares. (B)
Analisis en gel desnaturalizante de la integridad de los moldes y cebadores para la PCR. Se muestra
en los circulos blancos la banda de interés a purificar (C) Ciclo de sintesis del método de las
fosforamiditas. El proceso se realiza en una fase solida. El ciclo del proceso tiene cuatro pasos:
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desproteccion, activacion/acoplamiento, bloqueo y oxidacion. Este ciclo se repite hasta que se
obtiene el oligonucleodtido completo, el cual es liberado del soporte y se eliminan todos los grupos
protectores.

Figura S2. Relacionada con la figura 8: Gel desnaturalizante mediano para la purificacion de la
TIV de los RNA frios (no marcados). Se muestra en blanco las bandas que fueron purificadas.
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Figura S3. Relacionada con la figura 9: Gel desnaturalizante mediano de purificacion de las
sondas de ssDNA marcadas en 5’-FAM. (A) Revelado con el filtro Fluorescein. (B) Revelado con
el filtro Ethidium_bromide. Se emplearon como marcadores de talla molecular los RNA frios. Se
muestra en blanco las bandas que fueron purificadas.
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Figura S4. Relacionada con la figura 10: Gel desnaturalizante mediano de purificacion de la
sonda 5’-FAM pre-miR-98 revelado con el filtro Fluorescein. Se empled como marcador de talla
el RNA pre-miR-98 fluoresceinado.
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