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RESUMEN

Actualmente se sabe que los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs
enddgenos no codificantes de aproximadamente 17-25 nt de longitud derivados
de transcritos precursores con forma de tallo-asa (Nelson et al., 2003; Bartel
2004).

Los miRNAs se encuentran conservados en varios grupos eucariontes incluyendo
los insectos, los nematodos, las plantas y los mamiferos y contribuye a la
regulacién de una amplia variedad de funciones celulares (Hannon, 2004). Para
llegar a un producto maduro de aproximadamente 22 nt a partir de un transcrito
primario que potencialmente es mayor a 1 kb es necesario que el RNA sufra una
serie de pasos de maduracion. Dichos pasos se realizan en compartimentos
celulares distintos. La maduracion requiere de un procesamiento nuclear inicial, y
un segundo procesamiento a nivel citoplasmico. Ambos pasos son catalizados

por enzimas que pertenecen a la familia de las RNasas tipo lll.

El procesamiento de los miRNAs invita a plantear preguntas interesantes, entre
las cuales esta la de ¢cdmo puede la maquinaria celular distinguir las moléculas

gue generaran un miRNA para iniciar su procesamiento?

Los miRNAs primarios descritos hasta la fecha, no poseen secuencias comunes
gue le permitan a la maquinaria de procesamiento distinguirlos de otros
transcritos. Ademas, las secuencias de los miRNAs maduros asi como las de sus
precursores son muy diversas, en humanos hay miRNAs de 17 hasta 25 nt, y

cada uno tiene una secuencia y un tamafio Unico.

En este trabajo probamos que estructuras en forma de tallo y asa que se generan
por el plegamiento del transcrito primario que origina a let7c pueden ser
procesadas en el nacleo generando fragmentos de RNAs de tamafio similar al de
los precursores canonicos. Dichas estructuras no difieren significativamente en

sus caracteristicas intrinsecas comparados con precursores de miRNAs y difieren
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aun menos si son comparadas con el pre-let7c. Sin embargo la AG° de las
estructuras de tallo-asa estudiadas parece jugar un papel importante en el

procesamiento de las mismas.

Ademas las secuencias predichas para generar un producto maduro a partir de
las estructuras de tallo y asa estudiadas cumplen con los criterios establecidos
para la anotacion de un miRNA.

A pesar de que no pudimos demostrar que los fragmentos observados fueran
exportados al citoplasma para seguir la via de maduracién, tenemos evidencia
gue sugiere que se comportan como el precursor de let7c candnico, es decir, que
una vez procesadas en el nlcleo son reconocidas por la exportina 5 y por lo tanto
exportadas al citoplasma. Tampoco encontramos la presencia de los productos
maduros predichos a partir de nuestras secuencias lo cual puede deberse a la

falta de un RNAm blanco que los retenga en el ambiente celular.

En resumen, creemos que la maquinaria de procesamiento de miRNAs es capaz
de reconocer y procesar estructuras de tallo y asa no identificadas aun como
generadoras de miRNAs posiblemente por que no han podido ser detectadas
debido a la ausencia de un blanco celular.
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l. INTRODUCCION

La vida depende de la capacidad de las células para almacenar, recuperar y
traducir las instrucciones genéticas requeridas para hacer y mantener un
organismo. Esta informacion es transmitida de una célula a sus células hijas a
través de la division celular, y de una generacion de organismos a la siguiente a
través de sus células germinales (Alberts et al., 2002). La unidad de informacién
fundamental de los organismos vivos es el gen. Desde el punto de vista
bioquimico, un gen puede definirse como un segmento de DNA (0, en unos pocos
casos, de RNA) que contiene la informacion requerida para sintetizar un producto

bioldgico funcional, es decir, una proteina (Nelson y Cox, 2005).

El material genético de cualquier organismo (procarionte o0 eucarionte) esta
sometido a una serie de procesos ciclicos que aseguran la realizacion de sus dos
funciones esenciales: (1) la transmisién de la informacion genética con fidelidad
entre generaciones y (2) la expresion correcta en tiempo y espacio de dicha
informacion. Por consiguiente, el ciclo del material genético comprende tres
procesos: El primero es la replicacion, o copia del DNA parental para formar
moléculas de DNA hijas con idéntica secuencia de nucleotidos. El segundo es la
transcripcion, proceso mediante el cual parte del mensaje genético codificado por
el DNA es copiado de forma precisa en RNA. El tercero es la traduccion, en la
cual el mensaje genético codificado en el RNA mensajero es traducido en los
ribosomas para generar un polipéptido con una secuencia especifica de

aminoacidos (Alberts et al., 2005).

La transmision de la informacion genética entre generaciones y la traduccion en
forma de proteinas de dicha informacioén no son suficientes para permitir que el
desarrollo de un organismo se lleve a cabo correctamente. Es necesario, ademas,
asegurar que los genes que constituyen la informacién transmitida se expresen en

momentos adecuados ya sea desde el punto de vista cronolégico o espacial
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(procesos de desarrollo) o como respuesta a cambios en las condiciones
ambientales en las que se encuentra la célula o el individuo (Lewin, 2004).

De los 35,000 genes estimados en el genoma humano, solamente se expresa una
fraccion de ellos en una célula 'y en un momento dado. Algunos productos génicos
estdn presentes en grandes cantidades, como los factores de elongacion
requeridos para la sintesis de proteinas; otros en cambio se encuentran en
cantidades mucho menores como las enzimas que reparan lesiones poco
frecuentes del DNA (Nelson y Cox, 2005). Como resultado la regulacién de la
expresion génica es esencial para dirigir el funcionamiento adecuado de una

célula.

1.1 Mecanismos de requlacion de la expresion génica en organismos

Eucariontes.

La concentracion celular de una proteina esta determinada por un delicado
equilibrio entre al menos siete procesos, cada uno de los cuales tiene varios
puntos potenciales de regulacion: 1) Remodelaje de la cromatina 2) sintesis del
transcrito primario de RNA (transcripcion) 3) Modificacién post-transcripcional del
RNAm, 4) Localizacion subcelular y degradacion del RNAm, 5) Sintesis proteica
(traduccion), 6) Modificaciones post-traduccionales de las proteinas, 7) destino y
transporte de las proteinas y 8) degradacion de las proteinas (Nelson y Cox,

2005). Dichos procesos se resumen en la Figura 1.

1.1.1 Regulacién transcripcional

Como en todos los procesos bioquimicos, un lugar eficaz e imprescindible para la
regulacién es el inicio de la ruta. El control del inicio de la transcripcién permite la
regulacion sincronizada de mudltiples genes que codifican productos con
actividades interdependientes (Nelson y Cox, 2005). Por medio de esta
regulacion se puede elegir qué genes “encender” (activar) o “apagar” (silenciar) en
un momento determinado, asi como también regular la abundancia de RNAm
producido. Esto se logra a través distintos mecanismos, en el presente trabajo

solo mencionaremos dos de ellos. El primero implica mantener apagados ciertos
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genes: en determinados tipos celulares, hay regiones de DNA que estan siempre
apagadas y cuyos genes no se transcriben nunca (Brown, 1999). Este nivel
involucra la estructura de la cromatina, donde la regulacion de la expresion de un
gen no solo depende de la informacion codificada en la secuencia del ADN, sino
también de su organizacion en cromatina y la regulacién epigenética asociada a
ésta. Considerando a la regulacién epigenética como los patrones heredables de
la expresion de un gen, que no pueden ser explicados por cambios en la
secuencia del DNA (Felsenfeld y Groudine, 2003).

El segundo involucra el uso de regiones reguladoras en cis, localizadas en la
secuencia anterior al sitio de inicio de la transcripcion. Dichas regiones permiten la
unidn de factores de transcripcion que pueden facilitar o impedir la union de la
RNA polimerasa al promotor, regulando con ello la cantidad de mensajeros

producidos (Nelson y Cox, 2005).

Modulacion de la estructura
de la cromatina

Gen

DNA ——

Transcripcion r
Transcrito primario »  Nucledtidos
Procesamiento I
Post-transcripcional | Degradacion de RNAmM
RNAmM maduro >
Traduccién (\

Proteina Fi Aminoécidos
(inactiva) & ,

Procesamiento ~ *a%er ]
Post-traduccional Degradacion de proteinas
N
Proteina modificada @
(activa) o oS

¥
-

Transporte

Figura 1. Distintos niveles de regulacion de la expresion génica (Modificado de Nelson y Cox,
2005)
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1.1.2 Regulacioén post-transcripcional.

Una vez que las secuencias de DNA han sido transcritas es necesario otro nivel
de regulacion en el que se incluyen varios aspectos que se describen a

continuacion

&® Mecanismos de corte y empalme. Mediante el *“splicing”, los intrones
(secuencias no codificantes) son eliminados del pre-RNAm y los exones
(secuencias codificantes) son unidos generando un RNAmM maduro. En
algunos casos, pueden quedar algunos intrones entre las secuencias de
exones. En un proceso denominado “splicing” alternativo dichos intrones son
utilizados como molde en la traduccion para originar proteinas diferentes
(Lewin, 2004).

& Edicion del RNA. En algunos casos, la secuencia del RNAm es modificada
luego de ser transcrita. Los cambios incluyen de manera general la
modificacion de nucledtidos y en algunos casos muy particulares insercion de
nucleotidos en regiones especificas, o que motiva un corrimiento en el marco
de lectura y genera la expresion de proteinas distintas (Lewin, 2004).

&R Transporte y localizacion subcelular del RNAm. Para poder ser transportado al
citoplasma, el RNAm debe haber sido procesado correctamente; de lo
contrario es degradado en el nucleo (Lewin, 2004). La localizacion especifica
de los mensajeros también regula la traduccion de los mismos, dependiendo
de las condiciones celulares el RNAmM puede almacenarse en particulas
ribonucleoproteicas como cuerpos P, granulos de estrés, etc. en los cuales se
almacenara o degradara.

R Estabilidad del RNAm. La vida media de un RNAm esta determinada
principalmente por la longitud de la cola poliA. Una vez en el citoplasma, la
secuencia comienza a acortarse; cuando se hace demasiado corta el
mensajero es degradado (Lewin, 2004). El proceso inverso, es decir el
alargamiento de la cola poliA también puede ocurrir para influir la interacciéon
con proteinas (Lewin, 2004).

&R Iniciacion de la sintesis proteica. EI RNAm contiene en sus extremos

secuencias que no se traducen pero que sirven para regular la traduccion (5’
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UTR y 3’ UTR, del inglés untranslated regions). Por otro lado, las secuencias
gue enmarcan el codon inicial (AUG) son determinantes. Si el ribosoma se
“salta” el AUG inicial, comenzara la traduccion en el segundo codon
produciendo una proteina con menos aminoacidos y/o secuencia diferente
(Lewin, 2004).

&R Eliminacion de RNAm con errores. Los ribosomas —junto con otras proteinas-
son capaces de identificar codones de terminacion en lugares erroneos de la
secuencia del mensajero (generados por algun error previo en el “splicing” o
por mutaciones) (Lewin, 2004).

& RNAs pequefios. Los RNAs pequefios constituyen una familia de RNAs
regulatorios no codificantes de entre 17 y 25 nt de longitud, los cuales derivan
de RNA de doble hebra. Dichos RNAs pueden inducir el silenciamiento de
genes a traves del apareamiento de bases con mensajeros blanco. Existen
dos clases bien definidas de RNAs pequefios involucrados en la regulacién de
genes: los microRNAs (miRNAS) y los RNAs interferentes pequefios (SIRNAS)
(Bartel et al., 2004). Los miRNAs se describiran con detalle mas adelante por

ser el principal objeto de estudio de este trabajo.

1.1.3 Regulacion post-traduccional.

Una vez sintetizadas, las proteinas pueden ser modificadas mediante la union de
distintas moléculas (grupos fosfato, adenilatos, azlcares, etcétera). Estas
modificaciones permiten regular la accién proteica de manera rapida porque no
dependen del proceso de sintesis. Existen ademas ciertas proteinas que
contienen segmentos los cuales, bajo ciertas condiciones, se activan y se separan

de la molécula, cambiando su actividad (Alberts et al., 2002).

Otro mecanismo de regulacion es la degradacion de proteinas. La vida media de
la proteina puede ser un parametro a regular que también actlia de manera
rapida. El sistema ubiquitin-proteosoma lleva a cabo la degradacion (Alberts et al.,
2002).
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1.2 Micro RNAs (miRNAS)

En 1993 Victor Ambros y sus colaboradores, descubrieron que lin-4, un gen que
se sabia regula el desarrollo de la larva en C. elegans regulando a la baja la
concentracion de las proteinas LIN-14 y LIN-28, no codificaba para ninguna
proteina y en vez de eso producia un par de RNAs pequefios. Uno de
aproximadamente 22 nt y otro de 61 nt que se predijo formaba una estructura en
forma de tallo-asa y se propuso como el precursor del mas corto (Lee et al.,
1993). Estos RNAs generados por lin-4 tenian complementariedad con multiples
sitios en el 3'UTR del gen lin-14 (Lee et al., 1993; Witman et al., 1993). EIl RNA
mas corto producto de lin-4 es reconocido como el fundador de una clase
creciente de pequefios RNAs regulatorios llamados microRNAs o miRNAs (Lagos-
Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee y Ambros 2001).

Let-7 el segundo miRNA identificado fue descubierto también en el nematodo C.
elegans y posteriormente se identifico como el primer miRNA humano. Let-7 y los
miembros de su familia se encuentran altamente conservados en secuencia y
funcién en todas las especies de metazoarios. Su desregulacién genera estados
celulares indiferenciados y el progreso de enfermedades como el cancer (Roush 'y
Slack, 2008).

Actualmente se sabe que los miRNAs son pequefios RNAs enddgenos no
codificantes de aproximadamente 17-25 nt de longitud derivados de transcritos
precursores con forma de tallo-asa (Nelson et al., 2003; Bartel 2004). Con ayuda
de otros factores celulares, los miRNAs pueden regular la expresion de ciertos
genes blanco ya sea por degradacidon del RNA mensajero o por represion
traduccional (Nelson et al., 2003; Bartel 2004).

El sistema de los miRNAs se encuentra conservado en varios grupos eucariontes
incluyendo los insectos, los neméatodos, las plantas y los mamiferos y contribuye a
la regulacion de una amplia variedad de funciones celulares (Hannon, 2004).
Basados en la homologia de sus secuencias, los miRNAs pueden ser agrupados

en sub-familias, y muchos de ellos se encuentran evolutivamente conservados.
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Por ejemplo, aproximadamente un tercio de los miRNAs de C. elegans tienen
homologos en los vertebrados (Lim et al., 2003). Muchos miRNAs, como lin-4
tienen patrones de expresion tejido o etapa del desarrollo-especificos (Feinbaum
y Ambros, 1999; Reinhart et al., 2000; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al.,
2001; Lee y Ambros 2001).

La abundancia de un miRNA en particular puede variar dependiendo del tipo
celular. EI nimero de copias de un miRNA altamente expresado puede exceder
10* por célula, un nimero similar al que alcanzan muchos RNAs nucleares

pequefios y mucho mayor que el de un RNAm codificante (Lim et al., 2003).

Por la extension del tema de aqui en adelante solo haremos referencia a la
informacion que se tiene sobre miRNAs animales; sin embargo existe mucha
informacion acerca de miRNAs en plantas si se desea tener un panorama general
se sugieren algunas revisiones Axtell y Bowman, 2008; Mallory y Bouché, 2008;
Shukla et al., 2008.

1.2.1 Gendmica de los miRNAs

Gran parte de los genes para miRNAs estan localizados en orientacién antisentido
con respecto a genes conocidos como codificadores de proteinas (Lagos-
Quintana et al, 2001; Lau et al., 2001; Lee y Ambros, 2001; Mourelatos et al.,
2002), indicando con ello que forman sus propias unidades de transcripcién (Lee
et al., 2002).

Otros genes para miRNAs se han encontrado en regiones intronicas de pre-
RNAms. Ubicandose preferentemente en la misma orientacion que los RNAms
predichos, sugiriendo que la mayoria de estos miRNAS no son transcritos por sus
propios promotores sino mas bien son procesados de los intrones tal como
sucede con los snoRNAs (Aravin et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2003; Lai et
al., 2003).
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Figura 2. Transcripcién de los miRNAs. La transcripcion de los miRNAs por la RNA polimerasa |l
genera la produccién de precursores mono, di o policistrénicos, los cuales son conocidos como
transcritos primarios de miRNAs. Los Pri-miRNAs poseen un cap en el extemo 5 de 7-metil
guanosina y una cola de poliA en el extemo 3’ ( Modificado de Sarnow et al., 2006).

Algunos genes se encuentran agrupados en loci en el genoma cuyo arreglo y
patrén de expresion indica que pueden transcribirse como transcritos primarios
policistronicos (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001). Los miRNAs dentro
de un loci gendmico no siempre se encuentran relacionados y los miRNAs
relacionados no necesariamente se hallan formando loci (Lagos-Quintana et al.,
2001; Lau et al., 2001) (Figura 2).

Finalmente unos pocos genes de miRNAs humanos se encuentran en la region
3'UTR de RNAms codificantes; por ejemplo miR-198 ubicado en el 3'UTR del
RNAm de una proteina relacionada con la folistatina (Rodriguez et al., 2004).

1.2.2 Biogénesis de los miRNAs
1.2.2.1 Transcripcion de los miRNAs

La transcripcion es un punto de regulacion muy importante en la expresion de los
mMiRNAs. Los miRNAs son transcritos inicialmente como parte de un transcrito
primario largo (1-2 kb) (pri-miRNA) (Lee et al., 2002; Cullen, 2004; Kim 2005).
Algunos transcritos primarios han sido analizados en mamiferos, nematodos e
insectos (Tam, 2001; Bracht et al., 2004; Cai et al., 2004; Lee et al., 2004; Sokol y
Ambros 2005). La version completa de los transcritos primarios parece ser de
manera general mayor a 1kb y contiene un cap 5’7-metil guanosina y una cola de
poliA en el extremo 3'. Estas son caracteristicas de los transcritos procesados por
la Polimerasa Il como los RNAms; ademas existen algunos estudios que han
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caracterizado al menos parcialmente los promotores que dirigen la transcripcion
de los miRNAs encontrando que son transcritos por la Pol Il (Johnson et al., 2003;
Johnston y Hobert 2003; Cai et al., 2004, Lee et al., 2004; Fazi et al., 2005; Sokol
y Ambros, 2005; Zhao et al.,, 2005; Conaco et al., 2006). La informacion
disponible, indica que la mayoria de los genes de miRNAs son transcritos por la
Pol II, sin embargo la Polimerasa Ill también puede estar involucrada, por
ejemplo, en la transcripcion de varios miRNAs codificados por el
gammaherpesvirus murino 68 (Pfeffer et al., 2005) o por adenovirus (Anderson et
al., 2005) ademas de algunos miRNAs asociados a secuencias repetidas tipo Alu
(Borchert et al., 2006).

1.2.2.2 Maduracion de los miRNAs

Para llegar a un producto maduro de aproximadamente 22 nt a partir de un
transcrito primario que es potencialmente mayor a 1 kb es necesario que el RNA
sufra una serie de pasos de maduracion. Dichos pasos se realizan en
compartimentos celulares distintos. La maduracién requiere de un procesamiento
nuclear inicial, y un segundo procesamiento a nivel citoplasmico. Ambos pasos
son catalizados por enzimas que pertenecen a la familia de las RNasas tipo |l
(Figura 3).

Las RNasas tipo Il forman un conjunto de endoribonucleasas que cortan RNA de
doble hebra. Todos los miembros de la familia contienen un sitio caracteristico de
union al RNA, comunmente llamado “dominio de RNasa IlI” (RIIID). El corte por
una RNasa lll genera una estructura terminal caracteristica en el RNA de doble
hebra, dicha estructura consiste en un grupo fosfato en el extremo 5’ y un extremo

de dos bases de una sola hebra en el extremo 3’ (Robertson et al., 1968).

Las RNasas lll varian en su composiciéon de aminoacidos y dominios peptidicos.
Van desde 200 hasta 2000 aminoacidos, y se subdividen en tres clases de
acuerdo con los dominios que presentan (Blaszczyk et al., 2001; Lamontagne et
al., 2001; Wu et al., 2004; Zhang et al., 2004; Gan et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 3. Biogénesis de miRNAs y represion traduccional de mensajeros blanco. Una vez transcritos los pri-
miRNAs son procesados en el ndcleo por el microprocesador generando una estructura de tallo-asa de
aproximadamente 80 nt. denominado pre-miRNA. El corte caracteristico del microprocesador es reconocido
por la exportina 5 la cual exporta el pre-miRNA del nicleo al citoplasma. Una vez en el citoplasma el pre-
miRNA es reconocido y procesado por la enzima Dicer cuyo corte genera un duplex de RNAs de
aproximadamente 22 nt. Una de las hebras del duplex (la que daréa origen al miRNA maduro) es seleccionada
en el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y posteriormente lleva a cabo su funcién
inhibiendo la traduccion mediante el apareamiento imperfecto con el 3’'UTR de un RNAm blanco
(Modificado de Filipowicz et al., 2005).
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Figura 4. Dominios de la familia de las RNasas lll. Representacién esquematica de los dominios
presentes en las enzimas que componen la familia de las RNasas lll. La barra superior indica la
escala en unidades de residuos de aminoacidos (Modificado de Lamontagne et al., 2001).

Clase I. Es la clase mejor caracterizada y extensamente estudiada, e incluye a las
de menor nimero de amino&cidos y dominios peptidicos. Sus miembros han sido
encontrados en bacterias, bacteridfagos y algunos hongos (Westphal y Crouch
1975; Apirion y Miczak, 1993). Estas enzimas contienen un dominio Unico de

ribonucleasa (RIIID) y un dominio de unién al RNA de doble hebra (dsRBD).

Clase Il. ElI miembro fundador de esta clase es la proteina denominada Drosha la
cual se encuentra conservada solo en mamiferos (Filippov et al., 2000; Wu et al.,
2000; Fortin et al., 2002). Drosha es una proteina nuclear de 130 a 160 kDa que
fue originalmente descrita como un gen localizado junto al gen de la RNasa H en
el genoma de Drosophila (Filippov et al., 2000). Esta enzima cataliza el primer
paso de maduracion de los miRNAs. En el nucleo Drosha genera un producto en
forma de tallo-asa de aproximadamente 70 nt a partir de un transcrito primario.
Actualmente no existe ninguna estructura publicada de esta enzima; sin embargo
evidencia bioquimica indica que Drosha funciona como un mondémero, con sus
dominios de ribonucleasa formando un dimero interno (Han et al., 2004). Drosha
esta formada por 1374 aa, contiene dos dominios de RNasa (RIlIDa y RIIIDb), un
dominio de unién a RNA de doble hebra y una region rica en prolina cuya funcién

aun no ha sido bien establecida (Filippov et al., 2000; Fortin et al., 2002).

Clase lll. Estas proteinas son las mas grandes de la familia y contienen dos
dominios de RNasa (a y b), un dominio de unién a RNA de doble hebra y un

-22 -



dominio N-terminal de helicasa, seguido por un pequefio dominio de funcidn
desconocida (DUF 283) y un dominio PAZ. Las proteinas de la clase Il también
son conocidas como la familia de Dicer (Bernstein et al., 2001). Dicer procesa
RNAs de doble hebra en pequefios fragmentos de RNA de aproximadamente 22

nt.

1.2.2.3 Procesamiento de los pri-miRNAs por el Microprocesador (Drosha-
DGCRS)

Los transcritos primarios contienen estructuras en forma de tallo-asa a partir de
las cuales se generaran los miRNAs. Estas estructuras son procesadas en el
nucleo por la enzima Drosha generando un producto de aproximadamente 70 nt,
denominado miRNA precursor (pre-miRNA). Mutaciones que alteran la estructura
del tallo de estos “hairpins” afectan la eficiencia del procesamiento (Lee et al.,
2003; Zeng y Cullen, 2003). Al parecer todos los elementos requeridos para el
procesamiento por Drosha se encuentran en las proximidades de la estructura de
tallo-asa, ya que la enzima es capaz de procesar eficientemente un pri-miRNA
minimo que solo contiene 20 nt a cada lado del sitio de corte (Han et al., 2004).
Sin embargo no esta claro como Drosha reconoce su blanco y realiza el corte en
un sitio especifico dado que no existe un elemento de secuencia comun en los pri-
mMiRNAs. Drosha y/o su cofactor (DGCR8 en mamiferos) tienen que reconocer
caracteristicas estructurales comunes entre los diversos pri-miRNAs. Tampoco
esta claro cual de los dominios de Drosha esta involucrado en el reconocimiento
del sustrato. Parte de la interaccion entre el sustrato y la enzima podria ocurrir
cerca de los sitios cataliticos. Dicha interaccién parece estar fortificada en el
dominio dsRBD ya que la eliminaciéon de este dominio inhibe la actividad

enzimatica (Han et al., 2004).

Como mencionamos anteriormente, Drosha contiene sélo un dominio dsRBD el
cual podria no ser suficiente para generar una interaccion fuerte con su sustrato,
por lo que un modulo adicional de union al RNA de doble hebra puede requerirse.
DGCRS8 una proteina de 120 kDa que posee dos dominios de union a RNA de

doble hebra en su extremo C-terminal y un sitio de union a grupo hemo en su
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region central provee dicho modulo adicional y junto a Drosha forma un complejo
capaz de procesar eficientemente los pri-miRNAs, que se ha denominado

“microprocesador” (Gregory et al., 2004; Denli et al., 2004).

El modelo para el corte de los pri-miRNAs por el microprocesador consiste en que
los dos dominios de RNasa de Drosha forman un dimero intramolecular
generando un centro de procesamiento que contiene dos sitios cataliticos. Debido
a la estructura helicoidal del RNA de doble hebra, el dominio RNasa llla hace un
corte en la hebra 3’, mientras el RNasa lllIb lo hace en la hebra 5’, resultando en el
corte caracteristico de las RNasas Ill. EI dominio dsRBD sostiene el tallo y la
region media de Drosha interactia con DGCR8. Los dominios RNasa llla y b
podrian contribuir también a la uniéon de DGCR8. DGCRS8 puede interactuar con el

tallo estabilizando la union al sustrato (Han et al., 2004; Han et al., 2006).

El grupo de Han en el 2006 reportd algunas caracteristicas estructurales
presentes en el pri-miRNA que incrementan la posibilidad de que el complejo
enzimatico Drosha-DGCR8 libere la secuencia precursora correcta
posicionandose de manera adecuada sobre el transcrito primario. EI modelo

generado de dicho trabajo se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Procesamiento de un pri-miRNA por Drosha y DGCR8 los componentes del
microprocesador. DGCRS8 se une de manera mas favorable a la unién entre el tallo de doble hebra
y los segmentos 3’ y 5’ de hebra sencilla del pri-miRNA que al extremo donde se ubica el asa del
precursor. El posicionamiento correcto de DGCR8 permite generar un producto que corresponda
al pre-miRNA completo reduciendo el nimero de cortes abortivos (modificado de Zamore y Zeitz,
Cell 2007).

Existe evidencia que sugiere que Drosha y DGCR8 son los componentes
esenciales del microprocesador. Sin embargo el complejo activo es de 650 kDa
dentro del cual podrian estar presentes diferentes subunidades como es el caso
de las helicasas DEAD box p68 y p72 cuya participacion en el procesamiento de
los miRNAs no ha quedado bien establecida (Fukuda et al., 2007). Otra
posibilidad es que multiples copias de Drosha y DGCR8 puedan estar incluidas en
el microprocesador. El complejo podria estar compuesto de dos moléculas de
Drosha (160 kDa) y dos o mas copias de DGCR8 (120 kDa) (Han et al., 2004).

Recientemente los grupos de Bartel y Lai encontraron que pequefos intrones en
forma de tallo-asa en Drosophila y C.elegans pueden ser fuentes alternativas de
miRNAs (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Debido a sus caracteristicas
compartidas con intrones y miRNAs estas estructuras se han denominado

“mirtrons”.
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Ambos grupos demostraron que los “mirtrons” son procesados inicialmente por la
maquinaria de “splicing”, es decir, entran a la via de maduracién de los miRNAs
sin ser procesados por el microprocesador y generan pequeiios RNAs
reguladores (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007).

Aunque inicialmente se predijo que los “mirtrons” debian ser mas comunes en las
especies que poseen una proporcién alta de intrones pequefios (insectos y
nematodos) actualmente se han identificado también en mamiferos (Beresikov et
al., 2007).

1.2.2.4 Transporte de los pre-miRNAs al citoplasma

Una vez que los pre-miRNAs han sido generados, son exportados del nucleo al
citoplasma por la Exportina 5 (Exp5) y su cofactor Ran-GTP. (Yi et al., 2003;
Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004)

La Exp5 es un miembro de la familia de las carioporinas las cuales regulan el
trafico macromolecular del ndcleo al citoplasma. La Exp5 esta especializada en
unir RNAs con un “overhang” en el extremo 3’ (Gwizdek et al., 2003) como los
tRNAs y los pre-miRNAs. El complejo Exp5/Ran-GTP tiene una gran afinidad por
los pre-miRNAs, tal como lo muestra la interaccion proteina-RNA que puede ser
demostrada in vitro (Bonhsack et al., 2004; Lund et al.,, 2004). Ademés del
transporte se cree que el complejo tiene la funcién de proteger a los pre-miRNAs
desde el momento en que son generados hasta que se encuentran listos para el
siguiente paso de corte en el citoplasma. Una vez ahi, el GTP es hidrolizado a
GDP, y el complejo formado Exp5/Ran-GDP libera al precursor (Yi et al., 2003;
Lund et al., 2004).

1.2.2.5 Procesamiento de los pre-miRNAs por Dicer

Dicer es otra enzima de la familia de las RNasas Ill que procesa a los pre-miRNAs
una vez que estos han llegado al citoplasma (Billy et al.,, 2001; Grishok et al.,
2001; Zhang et al., 2002). Dicer posee un dominio PAZ de aproximadamente 130
aa el cual se une preferentemente a los extremos 3’ no apareados de un RNA de
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doble hebra (Lingel et. al., 2003; Song et al., 2003; Yan et al., 2003). Debido a que
los pre-miRNAs generados por Drosha contienen un extremo 3’ no apareado,
Dicer los reconoce y corta una region de doble hebra de aproximadamente 22 nt,
mediante un centro catalitico formado intramolecularmente por sus dominios RIIID
(Zhang et al., 2004).

Tal como sucede en el caso de Drosha, Dicer también tiene un cofactor que
incrementa su actividad. En el caso de humanos esta proteina es denominada
TRBP y parece actuar incrementando la afinidad de Dicer por sus sustratos
(Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006).

Recientemente, se ha identificado un paso adicional en el procesamiento de los
pre-miRNAs dependiente de una enzima que forma parte del complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC) cuyo nombre es Ago2. La estructura
generada por el “slicer” del RISC se denomind precursor de miRNA cortado por
Ago2 o ac-pre-miRNA. Este intermediario de la ruta endégena de procesamiento
es generado por el corte del pre-miRNA a 12 nt de su extremo 3'. La marca que
genera el corte de Ago2 podria tener dos funciones: primero el corte en el
extremo 3’ puede contribuir a la seleccion de las hebras del duplex que se carga
en RISC ya que solo el brazo 5 del ac-pre-miRNA puede generar un miRNA
maduro. Segundo, el corte en el brazo 3’ puede facilitar la remocién de la hebra

pasajera del duplex (Diederichs y Haber, 2007).
1.2.2.6 Funcion de los miRNAs maduros

El producto generado por Dicer es un duplex de miRNA intermediario ya que
usualmente solo una de las dos hebras contiene al miRNA maduro que es
funcional. Se sugiere que la complementariedad menos estable en su extremo 5’
es la seleccionada para dar lugar al miRNA maduro mientras que su hebra

complementaria se degrada (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

El miRNA maduro ejerce su efecto a través de su asociacion con un complejo

formado por varias proteinas denominado complejo de silenciamiento inducido por

RNA (RISC). Cuando un miRNA se asocia a RISC se aparea con un RNAmM
-27 -



blanco inhibiendo su traduccion (Hammond et al., 2000; Hammond et al., 2001).
El componente principal de cada RISC es un miembro de la familia de proteinas
Argonautas el cual mediante estudios estructurales y bioquimicos se ha
demostrado que actia como la endonucleasa del RISC (Liu et al., 2004; Rand et
al., 2004; Qi et al., 2005). Existen otras proteinas asociadas a RISC entre las que
se encuentran varias helicasas putativas; sin embargo la funcion molecular de
estas proteinas en el silenciamiento no se conoce (Caudy et al., 2002; Mourelatos
et al., 2002; Caudy et al., 2003).

En los miRNAs animales la complementariedad con sus blancos esta usualmente
restringida a la regién 5’ (nucleétidos 2-8) del miRNA y la region 3’ del blanco
(Lewis et al., 2003; Lai, 2004; Brennecke et al., 2005). La region 5’ del miRNA ha
sido denominada “regién semilla” para describir su relevante contribucion para la
unién. Debido a que la region semilla es muy corta los miRNAs pueden regular un
namero considerable de transcritos (Lewis et al., 2003; Lai, 2004; Brennecke et
al., 2005). En ausencia de complementariedad perfecta entre el miRNA y su
blanco, la asociacion en RISC bloquea la traduccion del RNAmM en vez de

promover su corte (Lewis et al., 2003; Lai, 2004).

En la actualidad el mecanismo por el cual los blancos imperfectamente apareados
son reprimidos por mMiRNAs sigue siendo controversial. Existe evidencia
experimental que apoya distintos modelos publicados. Estos incluyen el secuestro
de ribosomas (por relocalizacion en cuerpos de procesamiento), bloqueo del inicio
de la traduccion, represion traduccional después del inicio de la misma,
degradacion cotraduccional y deadenilacion del blanco acoplado a degradacion
del transcrito (Liu J, 2008).

Evidencias cada vez mayores indican la participacion de los miRNAs en diversas
funciones celulares como el control del desarrollo, la diferenciaciéon y la
proliferacion celular, la apoptosis, la organogénesis, el desarrollo de tumores, el

progreso de enfermedades como el cancer, etc. Tabla 1 (Bartel, 2004).
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MicroRNA Funcién Genes Especie Referencias
blanco
lin-4 Desarrollo lin-14 C. elegans Lee R. et. al., Cell
1993
lin-41 Reinhart B., et. al/.,
let-7 Desarrollo C. elegans Nature, 2000
Apoptosis y . Brennecke J., et. al.,
bantam proliferacion celular hid b. melanogaster Cell, 2003
HoxBS8,
mir-196 ¢Desarrollo? HoxC8, M. musculus Yekfta S.et. al.,
Science, 2004
HoxD8
. Diferenciacién de . Esau C. et. al., J.
- ;9 '
mir-143 adipocitos o H. sapiens Biol. Chem., 2004

Tabla 1. Funcion y genes blanco de algunos miRNAs caracterizados en diferentes especies.

1.2.2.7 ;:Como se identifica un miRNA?

Se han utilizado dos formas para identificar genes de miRNAs a gran escala: la
clonacion biogquimica y las predicciones computacionales. Un problema del primer
acercamiento es que al tratar de clonar a los miRNAs muchos fragmentos de
otros RNAs no codificantes (como rRNAs, tRNAs y snRNAs) también son
clonados de las muestras de RNA del tamafio seleccionado (22 nt). En el
segundo caso se han disefiado una serie de algoritmos en base a los cuales se
predicen posibles miRNAs, sin embargo la mayoria de estos no se han
corroborado experimentalmente. Para tratar de unificar criterios se han
determinado dos tipos de parametros para identificar a un miRNA y diferenciarlo
de otros RNAs pequefios no codificantes (Ambros et al., 2003). Estos parametros
incluyen: 1) Criterios de expresion donde se toma en cuenta la identificacion de un
transcrito de RNA de aproximadamente 22 nt en la fraccion de RNAs pequefios
(generalmente por Northern Blot) y 2) Criterios que hacen referencia a la
biogénesis de estos transcritos pequefios de RNA, entre ellos se encuentra la

conservacion evolutiva, le existencia de un precursor en forma de tallo-asa y la
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acumulacion de este precursor en organismos que tienen reducida la actividad de

Dicer.

A pesar de que existen algunos trabajos (Zhang et al., 2004; Bonnet et al., 2004)
cuyo objetivo ha sido diferenciar a los miRNAs de otros RNAs, no aportan
informacion suficiente para descartar que otros RNAs puedan ser procesados por

la maquinaria de maduracion de los miRNAs.

El procesamiento de los miRNAS propone preguntas interesantes, entre las cuales
una de ellas es ¢como puede la maquinaria celular distinguir los transcritos que

generaran un miRNA para iniciar su procesamiento?

Los miRNAs primarios descritos hasta la fecha, no poseen secuencias comunes
gque le permitan a la maquinaria de procesamiento distinguirlos de otros
transcritos. Ademas, las secuencias de los miRNAs maduros asi como las de sus
precursores son muy diversas, en humanos hay miRNAs de 17 hasta 25 nt, y
cada microRNA tiene una secuencia y un tamafio Unico por lo que deben existir

otros determinantes que los distingan (Figura 6 y 7) (Lee et al., 2002).

let-7Tb

miR-143 let-Tc
WwT WT

Figura 6. Ejemplos pri-miRNAs predichos. La regiéon marcada en verde corresponde a la estructura de tallo-
asa conocida como pre-miRNA de la cual se originard el miRNA maduro. La estructura secundaria
corresponde a la mas estable predicha por el programa MFOLD (Zucker et al., 1999).
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miRNA Secuencias (5’ a 3')

let-Ta UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
let-Th UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
let-Tc UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
let-7d AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGU
let-7e UOAGSUAGCASCUUGUANASY
let-Tf UGAGGUAGUAGAUUGTAUAGUL
lat-Tg UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUA
let-Th UGAGGUAGUAGUGUGUACAGUU
lat-Ti UGAGGUAGUAGUUUGUGCU
mif-ib UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAA
miR-1c UGGAAUGUAAAGAAGTATGUAC
miR-1d UGCAAUCUAAAGAAGUATIGUALIU
miR-8 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
miR-15a UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
miR-16b UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
T A GOHGE AT AGTRC AGATT A

miR-18 DAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUA
miR-19b UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
miR-20 UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
miR-22 AAGCUGCCAGUUGAAGAACUCU
miR-23a AUCACAUUGCCAGGGAUUUCE
miR-23b AUCACAUUGCCAGGGAUUACCAC
mif-24 UGGCUCAGUICAGCAGGAACAG
miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
miR-26b UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGUU
miR-27a UUCACAGUGGCUAAGUUCCGCY

VUCACAGUGGCUAAGUUCUG
CUAGTACTAUCUCAAAUTGGUY
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
miR-29¢/ UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAGC
CUNUCAGUCGGAUGUUUGCAGT
UGUAAACAUCCUACACUCAGC
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
UGTAAACATCOCCCACTGGALG
ACCCGUAGAUCCGAUCUUGY
CACCCGUAGAACCGACCUUGEG
UACAGUACUGUGAUAACUGA
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGY

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUIUG

CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
miR-124a° UUAAGGCACGCGG - UGAAUGCCA
miR-124b UUAAGGCACGCGGGUGAAUGS

Figura 7. Ejemplos de miRNAs clonados en humano (Homo sapiens). Como se puede apreciar aun dentro de
la misma especie e inclusive dentro de una misma familia de miRNAs las secuencias de estos son distintas.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta la fecha la Unica caracteristica constante en todos los transcritos primarios
procesados para generar un pre-miRNA es la estructura en forma de tallo y asa.
Sin embargo gran parte del genoma de los vertebrados es transcrito a RNA
(Alberts et al., 2002) y las regiones transcritas contienen cientos de miles de
secuencias que potencialmente pueden formar estructuras de tallo-asa
ubicandose asi como un sustrato potencial para la enzima que participa en la
generacion de un pre-miRNA. Incluso dentro de algunos trascritos primarios que
generan miRNAs se forman otras estructuras de tallo y asa que en teoria pueden
ser procesadas tal es el caso de let-7c cuya estructura se muestra en la figura 8.
Dadas las caracteristicas de abundancia y expresion de este miRNA se utilizara
como modelo en este trabajo.

En nuestro laboratorio se analiza la posibilidad de que Dicer no recibe una sefal
especifica para procesar del mismo modo todos los pre-miRNAs (Flores-Jaso
datos sin publicar), ademas trabajos recientes proponen que la precision de los
extremos 5’ tanto del miRNA como del miRNA* incrementa cuando el microRNA
es cargado en el complejo de Argonauta (RISC) (Steitz et al.,, 2008) en este
trabajo se observé mediante pirosecuenciacién una gran cantidad de microRNAs
con extremos aberrantes que reflejaban la imprecisién en el corte de las enzimas
Drosha y Dicer (Steitz et al., 2008). Si esto es cierto la seleccion de lo que sera un
MiRNA podria estar rio abajo en la via de maduracién, por lo que el
procesamiento inicial puede no ser especifico para transcritos que generan un
miRNA funcional.

El paso inicial para la maduracion de los miRNAs es la generacion de un
precursor a partir de un transcrito primario mediada por el microprocesador. El
reconocimiento de dicho transcrito es crucial para la especificidad del
procesamiento por lo que hemos centrado la atencion de este trabajo en ese

punto.
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Figura 8. Estructura secundaria predicha para el transcrito primario que da origen a let-7¢
La estructura corresponde a la mas estable predicha por el programa MFOLD (Zucker et al.,
1999). La longitud del transcrito primario es arbitraria se tomaron 198 y 207 nt a cada lado

del producto maduro.
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lll. HIPOTESIS

Estructuras de tallo-asa diferentes a las conocidas como generadoras de miRNAs
pueden ser reconocidas por el microprocesador y generar un “pre-miRNA”.

V. OBJETIVOS

R Determinar si los diferentes brazos del pri-Let7c pueden generar

estructuras similares a pre-miRNAs en el nucleo celular.

R Buscar los posibles brazos de tallo y asa (tipo pre-miRNAs) en RNA

citoplasmico.

&R Buscar los productos finales del procesamiento de los brazos de tallo y asa
(tipo pre-miRNAS) en RNA total.

® Analizar las caracteristicas propias de cada uno de los brazos
comparandolos con el precursor de let7c canonico. Incluyendo en dicho
analisis su secuencia determinando con ello la region que podria generar

un MiRNA maduro.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Estructura del pri-miRNA de let-7c

Debido a que el transcrito primario que da origen al microRNA let-7c no esta
clonado se tomé un fragmento de 198 nt hacia el extremo 3’ y 207 nt hacia el
extremo 5" del miRNA maduro (longitud sugerida por Diederichs y Haber, 2006).
Esta secuencia se model6 en el programa MFOLD version 3.0 y se tom¢ la

estructura secundaria mas estable que predijo dicho programa (figura 8).

5.2 Cultivos celulares

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron dos lineas celulares
humanas: 1.- Células provenientes de cancer cervicouterino (HelLa) y 2.-Células
embrionarias de rifion (HEK 293ft). Las células se cultivaron en monocapa en
cajas de 100 mm de diametro con medio liquido DMEM (Invitrogen) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Invitrogen) y 1 mM de Piruvato de Sodio. Las
células se mantuvieron en una incubadora a 37°C, en una atmosfera con 5% de
CO:s.

5.3 Preparacién de extractos nucleares y citoplasmicos

Los extractos se prepararon a partir de 2 cajas de 100 mm con una confluencia
del 100% (aproximadamente 8.8 x 10° células por caja) de cada una de las lineas
celulares antes descritas. Las células se colectaron y fueron lavadas dos veces
con PBS frio y una vez con 20 ml de un buffer que contiene HEPES-KOH pH 7.9,
10 mM KCI, 1.5 mM MgCl, y 0.5 mM de DTT. Después del lavado las células se
incubaron con 10 ml del mismo buffer durante 10 min en hielo. Luego de la
incubacion fueron homogenizadas con ayuda de una varilla de plastico en hielo.
Los nucleos fueron colectados mediante centrifugacién por 15 min a 3300 g a 4°C.
El sobrenadante contenia la fraccion citoplasmica. Una vez fraccionadas las

células se realiz6 la extraccion de RNA por el método de Trizol (Invitrogen).
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5.4 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizd a partir de una caja de 100 mm de cada una de
las lineas celulares en el caso de extraccion de RNA total, y de dos cajas en el
caso de RNA proveniente de los extractos (nucleares y citoplasmicos). La
extraccion se realizd con el método de Trizol (Invitrogen) siguiendo el protocolo
sugerido por el proveedor. La cuantificacion se hizo mediante una dilucion 1:100

en un espectofotometro (GENEQUANT, Amersham Biosciences)
5.5 Extension de cebador

Los oligonucledtidos utilizados para los experimentos fueron los siguientes:
pre-let7c: 5’- cagttaactcccagggtgaactctaaacca- 3’

pre-let7c brazo 1: 5’- ataccttcttgcacacaaattggctcaatca- 3’

pre-let7c brazo 3: 5’- attttgacattgttcataagcagataca- 3’

pre-let7c brazo 4: 5’- acaaagagtatcctgattggatttgtgaac- 3’

pre-let7c brazo 5: 5’-agctcctccaaatatggcagccatacaccta- 3’

Las estructuras correspondientes a lo que se denomina brazo 1, 3, 4 y 5 se
encuentran marcadas en la figura 4. El experimento se realizé a partir de 1ug de
RNA total de HelLa, HEK y Sf9 (Spodopthera frugiperda) como control. Se agrego
1 ul de una dilucién 1:10 de oligonucledtido marcado con [y-P*?] ATP (Amersham
Biosciences; el marcaje se realiz6 de acuerdo con la hoja técnica de la enzima
Polinucledtido cinasa T4, T4-PNK), 1 yl de dNTPs 10 mM y DMSO a una
concentracion final de 3%, la reaccion se llevé a un volumen de 13 pl con agua
estéril. Se calenté a 95°C por cinco minutos y se dejé enfriar en hielo por un
minuto. Se centrifugaron los tubos y se agregé 4 ul de “Buffer First Strand 5X”
(Invitrogen), 1 pl de DTT 0.1 My 1 ul de la enzima SuperScript Il (Invitrogen). La
reaccion se incubo durante 60 min a 55°C, y luego 15 min a 72°C para inactivar la
enzima. Se cargo toda la reaccion en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al
15% y 8 M de urea, posteriormente se transfiri6 a una membrana de nylon

(Hybond N+, Amersham) 1 hr a 35 mA y se dej6 exponer en un cassette de
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exposicion (BIO-RAD) toda la noche. El resultado se visualizé en un “phophor
imagen” (Typhoon 8600, Molecular Dynamics).

NOTA. Se utilizaron dos tamafnos de gel dependiendo de la definicién deseada de
los productos obtenidos. Los tamafos utilizados fueron de 7.5 x 12.5 cm y de 20 x
20 cm.

5.6 Clonacién de fragmentos obtenidos en el ensayo de extension de

cebador

Oligonucledtidos adaptadores utilizados

Adaptador 1 (3°): 5"-acgtacgtacgaattcaatacgactcactata-3°

Adaptador 2 (57): 5"-agctagctagctagctgaattc-3°

Se realiz6 una reaccion de extension de cebador para cada uno de los brazos del
prilet7c incluyendo el pre-let7c canodnico. Al término de la misma se incubd
durante 1 hora con 2 pl de RNasa A (Qiagen) asegurando con ello que el producto
fuera solo cDNA. Se realizé una electroforesis a partir de toda la reaccion en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15% y 8 M de Urea, con la finalidad de
separar el exceso de oligonucledtido presente en la reaccion. Se corté el
fragmento de gel que contenia las moléculas de mas de 30 nt (longitud del
oligonucledtido). Se eluyd la banda toda la noche en 300 pl de buffer de elucién
(SDS 1 %, Acetato de Sodio 0.3 My EDTA pH 8.1 mM) y se extrajo el DNA por el
método de fenol/cloroformo, se precipitd con etanol al 100% y se resuspendié en
10 yl de agua estéril. El producto resuspendido se defosforilé6 durante 30 minutos
a 50°C con 3 pul de fosfatasa alcalina (Roche) luego de lo cual se extrajo el DNA
por fenol/cloroformo y se resuspendid en 10 pl. Se le ligé un adaptador en el
extremo 3’ mediante la T4-RNA ligasa en una reaccion que incluia 10 pyl de DNA,
10 ul de oligonucledétido adaptador (100 mM), 2 ul de buffer y 1 uyl de T4-RNA
ligasa (NEB). El adaptador 1 fue preparado a partir de un oligonucleétido
antisentido a la secuencia del promotor de T7 mas el sitio de restriccion EcoR1 el
cual se le agregd ATP en el extremo &’ ( este procedimiento se realizé de acuerdo
con la hoja técnica de la enzima T4-PNK). Para purificar el producto de la ligacién

se corrio un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15% y 8M de urea. Con base
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en el gel y con ayuda de un marcador de peso molecular se cortoé la banda que
contenia el producto de la ligacion. Se eluy6 la banda toda la noche y se extrajo el
DNA mediante el método de fenol/cloroformo, se precipité con etanol al 100% vy el
producto se resuspendid en 10 pl. Se repitié el procedimiento de ligaciéon y
purificacion ahora de un oligonucleétido adaptador en el extremo 5 el cual
contenia el sitio de corte para EcoR1 (adaptador 2). Se realiz6é un primer PCR a
partir de 5 ul del producto purificado. La reaccion se incubo durante 20 ciclos a las
siguientes temperaturas 1minuto 94°C, 1 minuto 50°C, 1 minuto a 72°C. A partir
de 1 pl del primer PCR se realizé un segundo PCR de 12 ciclos a las mismas
temperaturas. El producto se corrid en un gel de agarosa al 2%. Se purifico y se
digiri6 con la enzima EcoR1, luego se incubd toda la noche con T4-DNA ligasa
para la concatenaciéon de fragmentos*. Después de una purificacion el producto
de la ligacién se subcloné en el plasmido pDRIVE. Se transform6 en la cepa
TOP10 de E. coli, se purifico el plasmido en las colonias positivas y se analiz su
inserto por restriccion con BamH1 y Xba1. Posteriormente se enviaron las
muestras para su secuenciacion a la Unidad de Secuenciacion del IBT, UNAM.

* La concatenacion no se logré por lo que solo se pudo secuenciar plasmidos con

un solo fragmento.

5.7 Northern Blot

% Para detectar productos generados por el procesamiento de los brazos del
pri-let7c.

Soluciones utilizadas

Solucién Denhardts 50X

Ficoll 400 1049
Albumina bovina 10 g
Polivinilpirrolidona 10 g
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(DEPC 0.1%)

Agua libre de nucleasas

Ajustara 1|

Solucién SSC 20X

Concentracion
final
NaCl 175.3 g 3M
Citrato de Sodio 88.2¢g 0.3 M
Agua libre de nucleasas 800 mi
(DEPC 0.1%)
Ajustar el pH a 7 con HCI
Agua libre de nucleasas Ajustara 1 |
(DEPC 0.1%)
TBE 10X 1L
Concentracion
final
Tris Base 109 g 0.9M
Acido Bdrico 559 0.9M
0.5M EDTA 40 ml 20 mM

Sondas utilizadas y marcaje en el extremo 5’.

Deteccion de prilet7c brazo 1 5’ (obtenido de la clonacién de fragmentos)

5’-aggaattcttcatcactttaacctgattgagccaatttgtgtgcaagaaggtaat- 3’

Deteccion de prilet7c brazo 1 3’ (oligonucledtido disenado y sintetizado)

5’ —atgatccaagatactcatgacac- 3’

Deteccion de prilet7c brazo 3 5’ (obtenido de la clonacién de fragmentos)

5’ —ccctattagattattccatttgtatctgcttatgaacaatgtcaaaat- 3’

Deteccion de prilet7c brazo 3 3’ (oligonucledtido disenado y sintetizado)

5’ —gacaacccattagaaatacc- 3’

Deteccion de prilet7c brazo 5 5’ (obtenido de la clonacion de fragmentos)
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5’ —atctatatccttgccaagcccttaggtgtatggctgccatatttggaggagct- 3’

Deteccion de prilet7c brazo 5 3’ (oligonucledtido disefiado y sintetizado)
5’ —actccttatcatatcttcagtc- 3’

Deteccion de let7c

5’ —aaccatacaacctactacctca- 3’

Las sondas fueron marcadas en el extremo &’ utilizando Polinucleétido cinasa T4
(PNK T4, Invitrogen). Se marcaron 5 pmol de cada una de las sondas con 2 ul de
[y-P*] ATP 10 mCi/ml (AMERSHAM). Las cuentas por milldn (cpm) fueron

determinadas con un contador de centelleo en una dilucion 1:1000.

Protocolo Northern Blot

30 ug de RNA total de las lineas celulares utilizadas (HeLa y HEK) se cargaron en
un gel de poliacrilamida al 15% y 8 M de urea. Previa desnaturalizacion a 95 °C
por 5 minutos, el RNA fue cargado en proporcion 1:1 con buffer de carga para
RNA, ademas se cargo también 5 pyl de marcador de peso molecular DECADE
(Ambion). La electroforesis del gel duré aproximadamente 1 hr a 100 V en buffer
TBE 1X ( 90 mM Tris Base, 90 mM acido borico y 2 mM EDTA). Posteriormente
se transfirio a una membrana de nylon (Hybond N+, Amersham) mediante
electrotransferencia en camara seca durante 30 min a 0.35 Amp. Una vez
transferidas las muestras a la membrana estd se sometié durante 60 s a luz
ultravioleta (120 mJ) en un entrecruzador comercial, con la finalidad de fijar los
acidos nucleicos (RNA) a la membrana. Una vez fijada la membrana se
prehibridiz6 en 10 ml de solucion de prehibridacion (6X SSC, 10X solucion
Denhardt’s, 0.2 % SDS) a 65°C durante 1 hr en botellas medianas (NALGENE).
Se retird la solucidon de prehibridacion y se sustituyé por 10 ml de solucién de
hibridacion (6X SSC, 5X solucion Denhardt’s, 0.2% SDS, sonda antisentido
marcada en el extremo 5’ 5x10° cpm, se utilizo igual cantidad de sonda especifica
y de sonda contra U6 como control de degradacion). Con esta solucion se incubd
la membrana toda la noche a 37°C. Al término de la hibridacion se retir6 la
solucion y la membrana fue sometida a tres lavados de 5 minutos cada uno,
utilizando para ello 10 ml de solucién de lavado (6X SSC, 0.2% SDS). La
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membrana fue envuelta en plastico transparente y colocada en una pantalla para
phosphorimager durante 4 hrs. Finalmente el resultado se analizé en un

“‘phosphor imagen” (Typhoon 8600, Molecular Dynamics).

++» Para detectar el pre-let7c canonico
Sondas utilizadas
Pre let7c 5’ —cagttaactcccagggtgaactctaaacca- 3’
El marcaje y el protocolo de Northern Blot fueron los mismos que en el apartado

anterior.

% Para validar fraccionamiento nuclear y citoplasmico
El marcaje y el protocolo de Northern Blot fueron los mismos que en el apartado
anterior, la unica diferencia radica en la cantidad de RNA utilizado. Se utilizaron 2

y 5 ug de RNA nuclear y citoplasmico
5.8 Integridad de las muestras de RNA
Para verificar la integridad del RNA utilizado en los ensayos de Northern Blott, se

cargo 1 ug de RNA en un gel de agarosa al 1% preparado con TAE 1X disuelto en
agua libre de nucleasas (DEPC 0.1%).
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VI. RESULTADOS

6.1 Presencia e identificaciéon de estructuras de tallo-asa del pri-let7c en
RNA total de células HeLa y HEK.

Para identificar los brazos del transcrito primario que origina a let7c se utilizé un
ensayo de Northern Blot en extractos nucleares de células HeLa y HEK. En un
primer experimento se tratd de identificar el pre-let7c candnico para poder asi
validar el método de deteccion. Se utiliz6 como sonda el oligonucledtido descrito
en Materiales y Métodos como pre-let7c (Figura 9A); sin embargo mediante este
método no se pudo identificar el pre-let7c canonico aun cuando se cargaron
grandes cantidades de RNA. Cuando se utiliz6 una sonda en contra del miRNA
maduro se pudo observar un producto de 22 nt de longitud en los carriles donde
se cargd RNA total, en aquellos cargados con RNA nuclear no se detecté nada
esto debido a que para generar el producto final de la via de biogénesis son
necesarias etapas de maduracion que se llevan a cabo en el citoplasma. El hecho
de poder encontrar solo el producto maduro sugiere que el precursor se esta

procesando de manera muy eficiente (Figura 9B).
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Figura 9. Northern blot para detectar el precursor de let-7c. A) Se utiliz6 una sonda en contra de la region
del asa. Como control de cargado se utilizé una sonda en contra de U6. B) Se utiliz6 una sonda en contra de
let 7¢ maduro. Como control de cargado se utilizo una sonda en contra de U6.
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Debido a que el Northern Blot resulté una técnica inadecuada para la deteccion
del pre-let7c canonico se penso en utilizar un método mas sensible. La técnica de
extensién de cebador utilizando los oligonucledtidos especificos en contra de la
region del asa de cada brazo nos permitié visualizar la presencia del precursor de
let-7c, ademas de abrirnos la posibilidad de caracterizar las otras estructuras de
tallo-asa del transcrito primario. Los resultados del primer experimento de este
tipo se muestran en la figura 10.
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miR-17 Pre-let7c Brazo 1 Brazo 5

Figura 10. Extension de cebador para detectar el precursor de let-7¢, asi como los brazos 1 y 5 del transcrito
primario (electroforesis en gel de 7.5 x 12.5 cm). Los oligonucledtidos utilizados para la reaccion son
complementarios a la region del asa y la bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir del
oligonucleotido en direccion 5°. Se utilizé como control el precursor de miR-17. Se muestra la zona donde se
detectaron productos de amplificacion entre 50 y 70 nt para los brazos probados. En el caso de miR-17 se
detecta un producto de amplificacion de aproximadamente 30 nt.

De acuerdo con lo observado en la Figura 10 ambos brazos probados (1 y 5)
generan productos de un tamafo similar al del precursor candnico; sin embargo
no se puede determinar con exactitud el tamano de las bandas por lo que se
decidi6 repetir la reaccion en una electroforesis utilizando un gel de 20 x 20 cm.
Las dimensiones de este gel permiten una mayor migracién y por lo tanto una

mejor definicion del peso de las bandas (Figura 11).
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Figura 11. Extension de cebador para detectar el precursor de let-7c, asi como los brazos 1 y 5 del transcrito
primario (electroforesis en gel de 20 x 20cm). Los oligonucleoétidos utilizados para la reacciéon son en contra
de la region del asa y la bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir del oligonucleétido
en direccion 5°. Se utilizé como control RNA de Sf9. Las flechas indican los tamafios de las bandas obtenidas

para cada uno de los casos.

En la Figura 11 el numero de bandas aumentoé posiblemente porque el tamafio del
gel permitid una mejor separacion de las mismas, el tamafo del producto mayor
generado con los oligonucledtidos para el pre-let7c y el brazo 1 permanecié
constante, sin embargo en el caso del brazo 5 se observé una banda de mayor

tamano (100 nt) a las detectadas anteriormente, 72 nt como maximo (Figura 10).

Brazo 5

El mapeo de todas las bandas obtenidas se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Representacion esquematica del tamafio de los fragmentos obtenidos por extension de cebador.
Las flechas curvas indican la region contra la cual esta disefiado el oligonucledtido. Las flechas con doble
punta indican la longitud de los fragmentos clonados y secuenciados. A dicha longitud hay que agregarle los
nucleétidos del oligonucleotido utilizado para la prueba. La longitud total del fragmento (nt) se indica a la
derecha. Rojo Brazo 1, Verde pre-let7c canoénico, Negro Brazo 5, Azul Brazo 3.Se indican los tamafios de
todas los productos obtenidos en la figura 11.

Para descartar la posibilidad de que los productos observados no correspondieran
al procesamiento del pri-let7c sino mas bien fueran algun tipo de procesamiento
inespecifico, se clond individualmente cada una de las bandas generadas.

De la clonacion de fragmentos se obtuvieron las siguientes secuencias:

Extensién de Cebador con los oligonucleétidos complementarios a la region del
asa del precursor canonico de let7c.
5'CGGGTTGAGGTAGTAGGTTGTATGGTTTAGAGTTACACCCTGGGAGTTAACTG3’
Extension de cebador con los oligonucle6tidos complementarios a la region del
asa del brazo 1 del pri-let7c.

5 -CGTCGAGGAATTCTTCATCACTTTAACCTGATTGAGCCAATTTGTGTGCAAGA- 3’
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Extensién de Cebador con los oligonucleétidos complementarios a la region del
asa del brazo 5 del pri-let7c.

5 -AGAATATTATATCTATATCCTTGCCAAGCCCTTAGGTGTATGGCTGCCATATT- 37
Los resultados de la secuenciacion muestran que los productos generados
corresponden a parte de los brazos del pri-miRNA que da origen a let7c como se
muestra en la figura 12. Cabe mencionar que a pesar de los esfuerzos por clonar
todas las bandas obtenidas mediante concatenacion, sélo se pudo identificar el
producto de amplificacibn mas abundante en todos los casos.

Una vez corroborada la identidad de los fragmentos de DNA generados en el
ensayo de extension de cebador decidimos probar los brazos restantes del
transcrito primario. El brazo 3 y el 4 indicados en la figura 8 fueron probados en
RNA total utilizando los oligonucleétidos especificos descritos en la metodologia
como pre-let7c brazo 3 y pre-let7c brazo 4. Los resultados mostrados en la Fig. 13
indican productos de extensidén en el caso del pre-let7c candnico utilizado como
control y en el del carril correspondiente al brazo 3, no asi en el caso del brazo 4
con cuyo oligonucledtido no se detectd ningun producto de amplificacion. La sefial
obtenida en el caso del brazo tres parece ser mas intensa inclusive que la
generada por el pre-let7c candnico por lo que el experimento fue confirmado en
dos ocasiones. El hecho de que el brazo 4 no pudo ser amplificado también fue

confirmado en dos experimentos mas.
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Figura 13. Extension de cebador para detectar el precursor de let7c, asi como los brazos 3 y 4 del transcrito
primario (electroforesis en gel de 7.5 x 12.5 cm). Los oligonucledtidos utilizados para la reaccion son en
contra de la region del asa y la bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir del
oligonucleodtido en direccion 5°. La flecha indica el unico producto de amplificacion detectada con el
oligonucledtido complementario a la region del asa del brazo 3. Las bandas que aparecen en los carriles 2 y 3
corresponden a las ya detectadas en la figura 10 con el oligonucledtido complementario con la region del asa
del pre-let7c canonico. Los carriles 6 y 7 correspondientes al brazo 4 no muestran ningin producto de
amplificacion.

Debido a que las dimensiones del gel de la figura 13 no permitian dilucidar de
manera correcta el tamano del producto amplificado en el caso del brazo tres, se
realizoé una electroforesis en un gel de mayores dimensiones (20 x 20 cm) (figura
14) en el cual se pudo apreciar con claridad que el producto amplificado tenia una
longitud de 48 bases, ademas de ser un producto unico. Se confirmé una vez mas
ausencia de amplificacion para el caso del brazo cuatro. También se utilizaron
RNAs de Rattus novergicus y Spodhoptera frugiperda como control de
especificidad del oligonucleétido utilizado. Cabe mencionar que aunque Rattus
novergicus comparte la presencia del miRNA let-7c con humano, las secuencias

de sus precursores son distintas.
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Figura 14. Extension de cebador para detectar el precursor de Let7c, asi como los brazos 3 y 4 del transcrito
primario (electroforesis en gel de 20 x 20 cm). Los oligonucle6tidos utilizados para la reaccion son en contra
de la region del asa y las bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir del
oligonucleodtido en direccion 5°. Se utilizo como control RNA de Rattus novergicus y Spodhoptera
frugiperda. Se indica el tamafo del producto amplificado en los carriles 2 y 3 con el oligonucledtido
complementario a la region del asa del brazo 3 (48 nt). Las otras bandas en el gel corresponden a la longitud
del oligonucleotido utilizado para el ensayo.

Una vez confirmada la generacion de un producto de extensién para el brazo 3 se
inicid la clonacién del mismo siguiendo el protocolo utilizado para los otros brazos,
con la diferencia de que en este caso no se intentd la concatenacion de
fragmentos ya que como quedo6 demostrado en la figura 14 se genera un producto
unico. El producto obtenido de la clonacion de todos los brazos probados se
muestra de manera esquematica en la figura 15. La secuencia clonada del brazo
3 corresponde a la siguiente:

5- CCCTATTAGATTATTCCATTTGTATCTGCTTATGAACAATGTCAAAAT- 3’
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Figura 15. Representacion esquematica de las secuencias clonadas. Las flechas indican el inicio y el término
de los fragmentos clonados y secuenciados. Rojo Brazo 1, Verde pre-let7c candnico, Negro Brazo 5, Azul
Brazo 3.Se indica también los extremos 3’ y 5’ del transcrito utilizando el programa MFOLD 3.0.

En las figuras 16 y 17 se muestra el ensayo de extension de cebador para todos
los brazos que componen al pri-let7c incluyendo al pre-let7c candénico en las dos

lineas celulares utilizadas en este trabajo.
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Figura 16. Extension de cebador para detectar el precursor de let-7¢, asi como los brazos 1, 3, 4 y 5 del
transcrito primario en RNA total de células HeLa. Los oligonucleodtidos utilizados para la reaccion son
complementarios a la region del asa y las bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir
del oligonucledtido en direccion 5°.
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Figura 17. Extension de cebador para detectar el precursor de let-7¢, asi como los brazos 1, 3, 4 y 5 del
transcrito primario en RNA total de células HEK. Los oligonucledtidos utilizados para la reaccion son
complementarios a la region del asa y las bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir
del oligonucledtido en direccion 5°

6.2 Busqueda de estructuras de tallo-asa del pri-let7c en fracciones
celulares (extractos nuclear y citoplasmatico).

Hasta el momento hemos visto que estructuras de tallo-asa diferentes a las
conocidas como generadoras de miRNAs (brazos 1,3 y 5 del pri-let7c) pueden ser
procesadas en el nucleo generando estructuras de un tamafo similar al del
precursor canonico de let-7c.

Debido a que la maduracion de los miRNAs se lleva a cabo en diferentes
compartimientos celulares, se realizé el fraccionamiento celular en nucleo y
citoplasma con la finalidad de realizar experimentos de extension de cebador a
partir de RNA de cada uno de dichos compartimentos determinando con ello si las
estructuras de tallo-asa probadas (brazos del pri-let7c) salian del nucleo. Dada la
importancia de trabajar con fracciones puras se realizd un ensayo de Northern
Blot para validar el correcto fraccionamiento asi como una prueba de integridad
de la muestra de RNA (Figura 18 y 19). La sonda utilizada en el ensayo fue U6
cuya sefal sélo puede detectarse en fracciones nucleares o con contaminacion de

nucleos.
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Figura 18. Northern Blot para validar el correcto fraccionamiento de niicleo y citoplasma, se utilizo a U6
como sonda (Gnicamente presente en nucleos). En el panel superior se muestra la prueba con RNA de Hela,
de derecha a izquierda con 2 y 5 pg de RNA respectivamente. En el panel inferior se muestra la prueba con
RNA de HEK, de derecha a izquierda con 2 y 5 pg de RNA, respectivamente.
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Figura 19. Integridad del RNA utilizado. Prueba de integridad del 1 pg de RNA total, nuclear y

citoplasmico de HeLa y HEK en un gel de agarosa al 1%.

Una vez corroborada la pureza e integridad de las muestras de RNA se realiz6 el
ensayo de extension de cebador a partir de RNA nuclear y citoplasmico de las
células HeLa y HEK los resultados se muestran en la figura 20 en el caso de los

brazos 1y 5, y en la figura 21 para el caso del brazo 3.
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Figura 20. Extension de cebador para detectar el pre-let7c y los brazos 1 y 5 en RNA total asi como en
extractos nucleares y citoplasmaticos de células HeLa y HEK. A) Extension de cebador para detectar el
precursor de let-7c y los brazos 1 y 5 del transcrito primario en RNA total de células HeLa asi como en
extractos nucleares y citoplasmaticos. Los oligonucleotidos utilizados para la reaccion son complementarios
a la region del asa y la bandas observadas corresponden al producto amplificado a partir del oligonucledtido
en direccion 5°. B) Extension de cebador para detectar el precursor de let-7c y los brazos 1 y 5 del transcrito
primario en RNA total de células HEK asi como en extractos nucleares y citoplasmaticos. Los
oligonucleotidos utilizados para la reaccion son complementarios a la region del asa y la bandas observadas
corresponden al producto amplificado a partir del oligonucledtido en direccion 5°.

Como se muestra en las figuras 20 y 21 no se detectaron productos de
amplificacion en la fraccidn citoplasmatica de ninguna de las lineas celulares.
Tampoco fue posible obtener productos de amplificacion con el pre-let7c candnico
el cual debe estar siendo procesado a nivel citoplasmico dada la presencia de su
producto maduro (Figura 9B y 23B). Ya que el método de deteccion esta basado
en la complementariedad del oligonucleétido con la regién del asa y en el
segundo paso de la via de biogénesis dicha region es removida, es posible que
los fragmentos si estén siendo exportados del nucleo pero Dicer, la RNAsa que
corta los precursores en el citoplasma los procesa muy rapidamente como para

detectarlos.
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Figura 21. Extension de cebador para detectar el brazo 3 del transcrito primario en RNA total, extractos
nucleares y citoplasmaticos de células HeLLa y HEK. A) Extension de cebador para detectar el brazo 3 del
transcrito primario en RNA total, extractos nucleares y citoplasmaticos de células HelLa. Los
oligonucleotidos utilizados para la reaccion son complementarias a la region del asa y la bandas observadas
corresponden al producto amplificado a partir del oligonucle6tido en direccion 5°. B) Extension de cebador
para detectar el brazo 3 del transcrito primario en RNA total, extractos nucleares y citoplasmaticos de células
HEK. Los oligonucle6tidos utilizados para la reaccion son en contra de la region del asa y la bandas
observadas corresponden al producto amplificado a partir del oligonucleétido en direccion 5°.

6.3 Busqueda de secuencias maduras (22 nt) generadas a partir de las
estructuras de tallo-asa del pri-let7c.

El hecho de no poder detectar productos de amplificacién en el citoplasma aun en
el caso del precursor candénico nos llevé a pensar que el procesamiento de los
brazos del pri-let7c puede no estar restringido al nucleo. Si los brazos del pri-let7c
se exportaran al citoplasma siguiendo la via de maduraciéon de los miRNAs serian
procesados por Dicer generando un duplex de RNA del cual a su vez se generaria
un producto maduro (miRNA 22 nt. aproximadamente). Para dilucidar esto
buscamos por Northern blot productos maduros de 22 nt. Como desconociamos
de que lado del tallo (3’0 57) podria generarse un producto maduro decidimos
utilizar sondas que se complementaran con cada una de las diferentes regiones.
Para detectar productos originados del lado 5° utilizamos las regiones clonadas
como producto del ensayo de extension de cebador. En el caso de productos
generados del lado 3" se disefiaron oligonuclet6tidos complementarios especificos

para utilizarlos como sonda (Figura 22).
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Figura 22. A) Northern Blot para detectar productos de 22
nt en 20 pg de RNA total de HeLa y HEK. El brazo probado

asi como el lado del tallo contra el cual se disefié la sonda

Brazo 3 (Sonda 5’)

se indican debajo de cada recuadro.

B) Northern Blot para detectar a let7c en 20 ug RNA total
de HeLa y HEK. En ambos casos (A y B) se utilizo la

sonda contra U6 como control de degradacion y cargado.
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Como se observa en la figura 22 A no fue posible observar ningun producto de
alrededor de 22 nt el cual nos indicaria un producto final de procesamiento. El

let7c candnico fue detectado con claridad como se muestra en la figura 22 B.

6.4 Comparacion de las caracteristicas intrinsecas de cada una de las
estructuras de tallo-asa del pri-let7c.

De acuerdo con la figura 13 no fue posible detectar uno de los brazos estudiados
(brazo 4), debido a ello se realizé un analisis comparativo de las caracteristicas de
los brazos incluyendo al precursor canonico, con la finalidad de establecer
posibles diferencias entre los brazos que pudieran llevar a su procesamiento. En
dicho analisis, resumido en la tabla 2, las diferencias mas notorias entre los
brazos detectados y el no detectado estan en la energia libre, el nUmero maximo
de desapareamientos por “loop” y la distancia del ultimo desapareamiento al final
del precursor.

Otra posibilidad por la cual no es posible detectar el brazo 4, es que la longitud
real del pri-miRNA de let7c sea menor a la que se considerd para este trabajo. De
acuerdo con el esquema de la figura 15 la estructura del brazo 4 se forma cerca
del extremo 5’ del pri-let7c (longitud considerada en este trabajo), si la longitud del
pri-let7c real es menor dicho brazo no estaria formandose y por lo tanto seria
imposible detectarlo. Para esclarecer este punto se intenté la clonacion del pri-
let7c completo en varias ocasiones mediante una modificacion a la técnica 3’ y 5’
RACE (para mapear extremos 3’ y 5’ de transcritos) sin embargo dichos intentos

no fueron exitosos.
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Caracteristica pre-let7c pre-let7c pre-let7c pre-let7c  pre-let7c

brazo 1 brazo 3 brazo 4 brazo 5
Longitud del precursor (nt) 84 76 68 68 80
Tamario del “loop” apical (nt) 7 7 9 7 6
Distancia del primer desapareamiento del 0 0 0 3 4
“loop” apical (nt)
AG° Kcal -26.40 -17.50 -17.30 -14.20 -21.70
Tamafio de los desapareamientos (nt) 15 1.8 3.6 3 2.2
promedio
No. maximo de bps consecutivos en el tallo 14 9 11 12 11
No. de “loops” internos 5 5 2 4 3
No. maximo de desapareamientos por “loop” 3 4 4 9 6
(nt)
Talla de los “loops” internos (nt) promedio 6.8 7 10 10 6.6
No. De desapareamientos 9 12 12 15 8
% de aparicién de nt 20.23 26.3 27.94 30.8 30
A%
C% 19.04 17.10 14.70 17.64 16.25
G% 28.5 22.36 17.64 23.52 225
U% 23.8 34.21 39.70 27.94 31.25
Distancia del sitio de procesamiento 5 al 34 31 29 36
“loop” inicial
Distancia del ultimo desapareamiento del 4 2 9 14 7
final (nt)

Tabla 2. Caracteristicas del precursor de let7c y de los distintos brazos que forman el transcrito primario. El
calculo de la energia libre se realizé con el el programa MFOLD (tomado de Zucker et al., 1999). Se resaltan
las caracteristicas que difieren mas entre las estructuras analizadas.

6.5 Prediccién de secuencias maduras (22 nt) generadas a partir de las
estructuras de tallo-asa del pri-let7c y busqueda de mensajeros blanco para
los mismos.

La ultima parte de esta tesis consiste en una serie de analisis in silico dentro de
los cuales se incluye la prediccion del inicio y término de la secuencia de los
posibles productos finales de maduracién, asi como una busqueda de blancos
para los mismos.

En la figura 23 panel C se muestran las secuencias de 22 nt mas probables
generadas de cada uno de los brazos para llegar a ellas fue necesario hacer un
cuidadoso analisis que incluye: Longitud promedio de miRNAs, sitio de corte para

la enzima Dicer a partir del sitio de corte putativo encontrado para la enzima
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Drosha (Lee et al., 2002; Kim et al., 2005b), AG de ambos lados del brazo para
encontrar aquel que fuera mas facil de separar tomando en cuenta la “regla del
vecino mas cercano” (Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003), porcentaje de
As y Us (Saetrom et al.,, 2006, Ritchie et al., 2007), y conservacion evolutiva

(Ambros et al., 2003). Figura 23 paneles Ay B.
A)

Brazo 1
Extremo dejado por el
corte de Drosha (clonado) 22 nt Extremo dejado por el corte de
Dicer (predicho)

> TExtremo dejado por el corte de
3 Extremo dejado por el 22 nt Dicer (predicho)

corte de Drosha
3’overhang (predicho)

Secuencia derivada del 5°
/ %A, U 66.67
AG 5 -5.34 kcal/mol
5
gaggaauucuucaucacuuuaa
3'uacuagguucuaugaguacaca 5
Secuencia derivada del 3°
%A, U 617
AG 5" -4.16 kcal/mol

3
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Brazo 3
Extremo dejado por el

corte de Drosha (clonado) 22 nt Extremo dejado por el corte de
I Dicer (predicho)

"Ext dejad |
3 cc))(rtr: me :éa ° pgrmShe; 22 nt E?(tremo dgjado por el corte de
3’overhang (predicho) Dicer (predicho)

Secuencia derivada del 5°

% A, U = 66.67
AG 5 -5.26 kcal/mol

5 3’
cccuauuattccauuuguaucu

3ruuggguaaucuuuaugguaaa

5
Secuencia derivada del 3’

%A, U= 7142
AG 5" -1.33 kcal/mol

Brazo 5
Extremo generado por el
corte de Drosha (clonado) 22 nt

? Extremo generado por el corte

] 1 lde Dicer (predicho)

3 0\

i - > Extremo generado por el corte
de Dicer (predicho)

. Extremo generado por el 22 nt
3 corte de Drosha
3’overhang (predicho)
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Secuencia derivada del 5°

% A, U= 57.11.
AG 5 -4.91 kcal/mol
5 .
U&UCU&U&UCCUUQCC&&QCCC 3

3-jaauaguauagaagucagucga 5"

Secuencia derivada del 3°

% A, U= 6170
B) AG 5 -2.24 kcal/mol

Brazo 1 Brazo3 | Brazo 5 | pre-let/c
Especie | Stenci Socuenin | Seowneis | Secuenea Secuenee
del 3 del 3’ del 5 del 3’ del 3’

M. mulata X X X X

P. troglodytes 80% 80% 90% X

P. Paniscus 80% 80% X X

L. Lagotica 80% 80% X X

S. Labiatus 80% X X X

G. Gorilla 80% X X

M. Musculus X 90 % X 90% 80%

R. Novergicus X 80 % X X X

C. Familiaris X X X X X

D. rerio X 85% X 90% 85%

Brazo 1: 5’-gaggaauucuucaucacuuuaa-3’

Brazo 3: 5’-cccuauuattccauuuguaucu-3’
5’-uuggguaaucuuuaugguaaa-3’

Brazo 5: 5’-gaauaguauagaagucagucga-3’

Figura 23. Representacion esquematica de los parametros utilizados para predecir la secuencia de productos
maduros generados a partir de cada uno de los brazos. A) En cada estructura se indica los sitios de corte
predichos para Drosha y Dicer asi como el contenido de Adeninas y Uracilos y el A°G de los extremos 5°. La
secuencia subrayada corresponde a aquella con la cual se quedaria el RISC. B) Cuadro comparativo de la
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conservacion evolutiva de las secuencias predichas. Se indica con una X aquellas secuencias no conservadas
en las especies estudiadas, se indica también el porcentaje de las que se hallan medianamente conservadas y
se resalta en color aquellas que se encuentran conservadas en un 100%. Esta comparacion se hizo utilizando
el programa BLAST de NCBI con la opcién de modificacion para secuencias cortas. C) Secuencias de 22 nt
(maduras) predichas tomando en cuenta los criterios descritos en los paneles A y B.

La presencia de productos tan pequefios puede tener una duracién muy corta en
el ambiente celular esto debido a la presencia de enzimas de degradacién
(RNasas). En caso de que dichos productos se estuvieran generando a partir del
transcrito primario, la ausencia de proteccion (ausencia de blanco que los
mantuviera en la maquinaria del RISC o una falta de asociacion a dicho complejo)
o la degradacion especifica para los mismos impediria su permanencia y por lo
tanto su deteccion.

Una vez determinadas las secuencias de los posibles productos maduros
generados a partir de las estructuras de tallo-asa probadas, se realizd una
busqueda de blancos celulares para los mismos. Con la ayuda del programa
computacional mirTAR se determind6 el numero de mensajeros que
potencialmente pudieran aparearse con la regién semilla (nt 1 al 8) de nuestros
“‘miRNASs” predichos. En la figura 24 se muestran los resultados de esta busqueda
asi como la comparacién con miRNAs ya clonados y anotados en la base de
datos mIRBASE. Cabe mencionar la diferencia evidente entre el numero de
blancos que se predicen para miRNAs que se han clonado (> 900) y el numero
predicho para los nuestros (1).

Para los miRNAs ya clonados que se muestran en la figura 24 incluyendo a let-7c
se predice un gran numero de blancos, lo cual amplia la posibilidad de que mas
alla de la prediccion la regulacion de uno o mas de estos mensajeros sea real.
Debido al pequefio numero de nucledtidos que se toman en cuenta (region
semilla) para la prediccion de mensajeros blancos se esperaria que las
secuencias predichas en este trabajo (figura 23) generaran varios mensajeros
blanco; sin embargo solo se predice un mensajero al que podrian regular
sugiriendo con ello que probablemente el reconocimiento de lo que sera un
miRNA esta dado a nivel funcional, es decir, por el blanco celular que esté

regulando.
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Prediccion de blancos para distintos miRNAs

# de mensajeros blanco predichos
0 300 600 900 1200 1500

let7c
let7a
let7b
let7d
let7e
miR23
miR148b
miR376b
miR487b
miR519a
brazo1 &'
brazo3 &'
brazo3 3'

brazo5 3’

Figura 24. Representacion del nimero de mensajeros blanco predichos para distintos miRNAs de acuerdo
con el programa de prediccion mirTAR, se incluye también el numero de mensajeros blanco predichos para
las secuencias descritas en la figura 23 panel C.
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VIl. DISCUSION

El procesamiento de los transcritos primarios (pri-miRNAS) es un evento critico en
la biogénesis de los miRNAs. Dicho procesamiento inicial predetermina las
secuencia final del miRNA generando uno de los extremos de la forma madura
(Lee et al., 2003; Lund et al., 2004). El microprocesador (Drosha y DGCRS) facilita
la produccion de miRNAs generando extremos 3’ caracteristicos, los cuales son
reconocidos eficientemente por la Exp5 y Dicer (Basyuk et al., 2003; Lee et al.,
2003; Lund et al.,, 2004). Sin embargo, aun no estd claro como hace el
microprocesador para reconocer su blanco y hacer cortes especificos. Ya que no
existe un elemento de secuencia comun en los pri-miRNAs Drosha y su cofactor
deben estar reconociendo caracteristicas estructurales compartidas entre los
diferentes transcritos primarios (Han et al., 2006).

Debido a ello nosotros pensamos que estructuras de tallo-asa diferentes a las
conocidas como generadoras de mMIRNAs pueden ser reconocidas por el
microprocesador e iniciar su procesamiento.

En el presente trabajo; a través de experimentos de extension de cebador
demostramos que el procesamiento de un transcrito primario que origina un
MiRNA, no se restringe sélo a la regiéon de la cual surge el producto maduro
clonado (let7c) si no también se presenta en otras regiones del transcrito que
comparten la estructura de tallo-asa. Para todos los brazos probados los
productos detectados en mayor cantidad (Figura 10 y 13) corresponden en
longitud a los extremos de los brazos del pri-let7c como se indica en la Figura 12
por lo que su escicion del transcrito primario generaria RNAs en forma de tallo y
asa de entre 68 y 80 nt que corresponde al tamafio promedio de los precursores
de miRNAs (Bartel 2004).

Ademas de los productos antes mencionados, se detectaron otros productos
menos abundantes en el caso de los brazos 1y 5 (Figura 11) los cuales pueden
corresponder a subproductos del corte del microprocesador. Como se ha
mencionado no se sabe coOmo es que el microprocesador reconoce con precision
su sitio de corte por lo que no se descarta la posibilidad de que Drosha y su

cofactor puedan generar mas de un producto precursor. Esto explicaria al menos
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en parte la presencia de fragmentos de distintos tamafios como el de 55 nt el cual
tiene un patrén de expresion similar al de 53 nt (fragmento clonado). De manera
interesante, en las clonaciones masivas de miRNAs se han detectado productos
maduros con secuencias desfazadas por algunos nucleoétidos las cuales han sido
descartadas pensando que corresponden a productos que sufrieron algun tipo de
degradacion reportando asi como la secuencia madura aquella que corresponde a
la secuencia més larga. Sin embargo no existe evidencia que sugiera que las
otras secuencias detectadas no pudieran ser generadas por la via de biogénesis
(Lagos-Quintana et al.,, 2003; Landgraf et al., 2007). En el laboratorio se ha
estudiado el procesamiento de precursores por la RNasa Dicer, de estos
experimentos se ha concluido que esta enzima no tiene un sitio Unico de
procesamiento sino que puede cortar en diferentes nucleétidos a lo largo del
precursor (Flores-Jaso datos sin publicar).

Algunos de los productos detectados pueden tener explicaciones particulares. En
el caso del brazo 1 (Figura 11) se aprecia un producto de amplificacion de 72 nt
que posiblemente corresponde a la amplificacion del transcrito que queda como
resultado del corte del pre-let7c candnico. Utilizando el oligonucleétido especifico
para el brazo 5 encontramos un producto de 100 nt el cual puede indicarnos el
extremo 5°del transcrito primario ya que dicho transcrito no ha sido clonado en su
totalidad, de ser asi el transcrito estaria terminando antes de poder formar el
brazo no. 4 el cual como se muestra en las figuras 13,14,16 y 17 no pudo ser
amplificado.

Dentro de los productos generados con el oligonucleétido especifico para el pre-
let7c canodnico detectamos un producto de 40 nt; este fragmento puede generarse
por el corte errobneo del microprocesador. De acuerdo con resultados obtenidos
por Han y colaboradores en el 2006 el microprocesador reconoce el lado de la
estructura de tallo-asa sobre la cual debe posicionarse en base a que el precursor
estd enmarcado por RNA de hebra sencilla, es decir por una secuencia no
apareada; sin embargo en el caso del transcrito primario de let-7c el precursor
generado a partir de él no se encuentra enmarcado por secuencias de este tipo
por lo cual es probable que el microprocesador se posicione de manera
estocéstica ya sea sobre el tallo del brazo generando el precursor correcto o bien
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sobre el asa que también corresponde a una region desapareada generando un
precursor erroneo. Con base en los resultados de este grupo podemos pensar en
una posible explicacion para la sefial obtenida para el brazo 3, la cual como se
muestra en las figuras 13,14,16 y 17 es muy fuerte, es decir a un exceso de
producto en comparacion con el generado para el caso de los otros brazos. El
brazo 3 se ubica al término de la secuencia utilizada como modelo para este
trabajo (extremo 3’). El transcrito primario completo muy posiblemente cuenta con
una longitud mayor ocasionando con ello que el brazo 3 esté enmarcado por una
region de RNA de hebra sencilla la cual de acuerdo a Han favoreceria su corte
por el microprocesador explicando su abundancia.

En las fracciones citoplasmaticas de ambas lineas celulares utilizadas no fue
posible la deteccién de productos de amplificacion en ningan caso, lo que nos
sugiere dos posibles escenarios el primero es que los productos detectados
inicialmente en RNA total estén restringidos al procesamiento nuclear; sin
embargo si el procesamiento de estos fragmentos esta dado por el
microprocesador los requerimientos para la exportacion de los mismos estarian
cubiertos (Bohnsack, 2004; Gwizdek, 2003), el segundo escenario nos sugiere
gue los fragmentos de amplificacion detectados si estan siendo exportados al
citoplasma pero que la RNasa Dicer remueve la regidén del asa tan rapidamente
gue es imposible detectar los fragmentos ya que el método de deteccidén se basa
en la complementariedad de un oligonucleoétido especifico con dicha region. Esta
propuesta es apoyada por el hecho que el pre-let7c canodnico el cual
forzosamente debe estar siendo exportado tampoco es detectado en la fraccién
citoplasmica abriendo con ello la posibilidad de que los otros brazos puedan
compartir la via de procesamiento; sin embargo nada nos hace descartar que
pudieran seguir una via distinta.

El andlisis de las caracteristicas propias de cada brazo nos permiti6 comparar
algunos de los pardmetros que han sido considerados como importantes para la
definicion de un pre-miRNA (Saetrom et al., 2006; Zhang et al., 2006; Bonnet et
al., 2004; Ritchie et al., 2007) Dentro de dichas caracteristicas encontramos que
todos los brazos cumplen con la longitud promedio de los precursores entre 60 y

80 nt, cuentan ademas con una formacioén significativa de puentes de hidrogeno
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es decir, la mayoria de sus nucleotidos se encuentran apareados ( > 60%), el
contenido de adeninas y uracilos es alto en comparacion con otros RNAs no
codificantes (Zhang et al., 2006), lo que facilitaria la separacién de la secuencia
madura del complejo miIRNA:miRNA* cuando éste duplex entra al complejo RISC.
Otras caracteristicas compartidas son el tamafio del asa apical, el namero
méaximo de apareamientos consecutivos en el tallo y la distancia del sitio de
procesamiento 5°al loop apical. Existen también caracteristicas que no se
comparten con los parametros predichos entre las que encontramos: el tamafio de
los desapareamientos, el numero de “loops” internos, el ndamero de
desapareamientos, la talla de los “loops” internos, la distancia del primer
desapareamiento del “loop” apical y la distancia del ultimo desapareamiento del
final del precursor.

Cabe mencionar que a pesar de que los brazos generados de nuestro transcrito
en estudio no comparten ciertas caracteristicas promedio con otros precursores Si
son muy parecidos al precursor canonico que se genera de este RNA ya que de
15 caracteristicas estudiadas comparten 12 (Tabla 2).

Una de las caracteristicas que mas llama la atencion en la Tabla 2 y que no ha
sido discutida hasta el momento es la energia libre que presenta la estructura de
cada uno de los brazos. En el caso de los pre-miRNAs los cuales no presentan
interacciones estrechas con proteinas antes de su procesamiento, presentan una
estructura secundaria estable necesaria para evitar su degradacion temprana.
Hay trabajos en donde por algoritmos y predicciones computacionales se sugiere
que el valor promedio de AG para un pre-miRNA esta alrededor de -33 kcal/mol;
sin embargo se han reportado valores de hasta -18 kcal/mol (miR 69) (Ritchie et
al., 2007). El caso del brazo 4 es particular ya que tiene un AG de -14.20 kcal/mol
razon por la cual podria no ser un buen candidato para su procesamiento.

Las limitaciones de la técnica utilizada para detectar los productos en la fraccion
citoplasmica nos llevé a tratar de aislar productos maduros generados a partir de
los brazos procesados en el nicleo, a pesar de no haber podido detectar ningun
producto de alrededor de 22 nt (miRNA maduro) en ninguno de los brazos
probados nosotros pensamos que no se puede descartar la posibilidad de que se
estén generando y no se mantengan debido a la ausencia de un blanco que los
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retenga en el RISC y los proteja de la degradacion. Con esto en mente la
continuacion de este trabajo incluira el disefio de MREs (Sitios de reconocimiento
para miRNAs) fusionados a un gen reportero que servirh como blanco artificial
para analizar su funcionalidad y rescatar estos posibles “miRNAsS” aun no
identificados. En esta tesis se hace un ultimo andlisis “in silico” para tratar de
definir las secuencias mas probables que tendrian los productos maduros. Las
secuencias anotadas en la figura 23 fueron escogidas con base en una serie de
criterios establecidos para la definicion de un miRNA. El brazo 1 y 5 muestran una
clara diferencia en el patron de conservacion evolutiva para las secuencias
generadas del lado 3" y 5" siendo este ultimo la regibn mas conservada en ambos
casos. El lado 5" del brazo 1 también cumple con el criterio de poseer un mayor
porcentaje de adeninas y uracilos en su secuencia, ademas sus valores de AG en
los extremos 5  de las dos secuencias son parecidos lo que nos indica que de
entrar al RISC tendrian posibilidades similares de ser seleccionados, por lo tanto
la secuencia elegida como posible secuencia madura para el brazo 1 es la
proveniente del lado 5 del tallo. El caso del brazo 5 resultd6 un poco mas
complicado ya que el célculo del AG sugeria que el producto generado del lado 3°
del tallo seria seleccionado con mayor eficiencia por el RISC asi mismo el
contenido de adeninas y uracilos; sin embargo el andlisis de conservacion
evolutiva sugeria lo contrario como la conservaciéon es uno de los criterios mas
aceptados en la definicion de un miRNA decidimos sugerir la prueba de ambas
secuencias para el disefio de los MREs. En el brazo 3 para el cual no se encontré
conservacion evolutiva significativa en ninguno de los casos (secuencia originada
del 3" y del 57) se tomaron en cuenta los otros dos criterios los cuales favorecian a
la secuencia generada a partir del lado 3" del tallo.

Una vez hecha la prediccién de las posibles secuencias maduras se utilizo el
programa miRTAR para la prediccion de posibles blancos para estas secuencias y
de manera curiosa ésta busqueda arrojé6 un solo blanco en el caso de las
secuencias predichas para los brazos 1, 3 y 5 mientras que el promedio de
blancos predichos para un miRNA promedio se encuentra alrededor de 1000
(Figura 24).

- 66 -



Nuestros resultados nos permiten proponer un modelo que se ilustra en la figura
25 de acuerdo con el cual el transcrito primario de let7c es procesado en el nicleo
por el microprocesador no solo a nivel del precursor de dicho miRNA sino también
en otros puntos de la secuencia (brazos 1, 3 y 5). Dichas estructuras se exportan
al citoplasma junto con el pre-let7c una vez ahi son procesadas por Dicer de
manera eficiente lo que genera que no las podamos detectar. Siguiendo la via de
maduracion de los miRNAs estas estructuras podrian estarse cargando en el
RISC sin embargo la ausencia de un mensajero blanco promueve su degradacion

evitando con ello su deteccion.

I
Pre-miRNA A ™ D
icroprocesador candnico ~t g F .
Procesamiento del __ DUPIeX Selecciéon de miRNA y
Plegamiento del precursor canénico MRNAMIRNA aPafea_"‘"efg;? con  su
transcrito primario Exportina 5 por Dicer mensajero blanco
Pool de mensajeros
(posibles blancos) R|SC
Procesamiento del
transcrito primario I 1
Nucleo % m
;
Procesamiento del Duplex
“precursor” por Dicer miRNA:miRNA* . A eann
Exportina 5
D No hay blanco ’)
H
D Degradacién

Citoplasma

Pool de mensajeros
(posibles blancos)

Figura 25. Representacion del modelo propuesto para el procesamiento del transcrito primario que origina a
let-7c. El transcrito primario de let-7c es procesado en el nicleo por el microprocesador no solo a nivel del
precursor canénico sino también en otros puntos de la secuencia (brazos 1, 3 y 5). Dichas estructuras se
exportan al citoplasma junto con el pre-let7c. Estas estructuras podrian cargarse en el RISC; sin embargo la
ausencia de un mensajero blanco promueve su degradacién.

La implicacién de que la seleccion de lo que serd un miRNA esté dada por la
presencia 0 no de un blanco es interesante ya que sugiere que evolutivamente
hablando el surgimiento de nuevos miRNAs va de la mano con una necesidad

constante de regulacion y que de requerirse un nuevo conjunto de moléculas
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reguladoras no seria necesario la modificacién de la maquinaria que las genera o

la aparicién de una nueva.
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VIIl. CONCLUSIONES

R Las estructuras de tallo y asa presentes en el transcrito primario de let7c,
diferentes al precursor son procesadas en el nucleo generando productos de

tamano similar al del precursor canonico.

R Las estructuras de tallo y asa no difieren significativamente en sus
caracteristicas intrinsecas comparados con precursores de miRNAs y difieren

aun menos si son comparadas con el pre-let7c.

R Las secuencias predichas para generar un producto maduro cumplen con los
criterios establecidos para la anotacion de un miRNA (conservacién evolutiva y
% de Adeninas y Uracilos, son generadas a partir de un precursor que forma

una estructura de tallo y asa).

R Los brazos que generan productos de amplificacion (1, 3 y 5) tienen un AG

mayor al del brazo que no pudo ser detectado (4).
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IX. PERSPECTIVAS
Con la finalidad de esclarecer si las estructuras de tallo-asa probadas en este
estudio en realidad siguen la via completa de maduracion de los miRNAs y si este

fendmeno no sélo se restringe al transcrito primario que da origen a let-7c

propongo las siguientes perspectivas:

& Demostrar si el microprocesador es el responsable de la biogénesis de las
estructuras detectadas (RNAi contra DROSHA y/o DGCRS).

&R Investigar si estas estructuras de tallo y asa (tipo pre-miRNAS) se procesan
por Dicer y posteriormente se asocian a RISC (RNAi contra Dicer y ensayos

de funcién con un gen reportero fusionado a MRES).

&R Clonar el transcrito primario de let7c completo.

R Explorar otros transcritos primarios que generen estructuras similares.
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