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No te rindas, aln estas a tiempo
De alcanzar y comenzar de nuevo,
Aceptar tus sombras,
Enterrar tus miedos,
Liberar el lastre,
Retomar el vuelo.
No te rindas que la vida es eso,
Continuar el viaje,
Perseguir tus suefios,
Destrabar el tiempo,
Correr los escombros,
Y destapar el cielo.
No te rindas, por favor no cedas,
Aunque el frio queme,
Aunque el miedo muerda,
Aunque el sol se esconda,
Y se calle el viento,
AUn hay fuego en tu alma
Aln hay vida en tus suefios.
Porque la vida es tuya y tuyo también
el deseo
Porque lo has querido y porque te
quiero. Porque cada dia es un comienzo
nuevo,
Porque esta es la hora 'y el mejor
momento.
Porque no estas solo, porque yo te
quiero.
Mario Benedetti

Como hacerte saber ..Que nadie establece
normas, salvo la vida.

Que la vida sin ciertas normas pierde la
forma.

Que la forma no se pierde con abrirnos.

Que abrirnos no es amar
indiscriminadamente.

Que no esta prohibido amar, que también se
puede odiar.

Que el odio y el amor son afectos.
Que la agresion porque si duele mucho.

Que las heridas se cierran, que las puertas
no deben cerrarse.

Que la mayor puerta es el afecto.
Que buscar un equilibrio no implica ser tibio.
Que encontrarse es muy hermoso.

Que el sexo forma parte de lo hermoso de la
vida,

Que la vida forma parte del sexo.
Que nunca esta de mas agradecer.

Que autodeterminacion, no es hacer las
cosas solo.

Que nadie quiere estar solo.
Que para no estar solo hay que dar,
Que para dar debemos recibir antes.

Que para que nos den también hay que
saber pedir

Que saber pedir no es regalarse.
Que regalarse en definitiva es no quererse.

Que para que nos quieran, debemos
demostrar qué somos.

Que para que alguien sea, hay que ayudarlo.
Que ayudar es poder alentar y apoyar.
Que adular no es apoyar,

Que adular es tan pernicioso como dar vuelta
la cara.

Que las cosas cara a cara son mas honestas,
Que nadie es mas honesto porque no roba.
Que quien roba, no es ladrén por placer.

Que cuando no hay placer en las cosas, no
se esté viviendo

Que para sentir la vida, no hay que olvidarse
que existe la muerte.

Que se puede estar muerto en vida.

Que se siente con el cuerpo y con la mente.
Que con los oidos se escucha,

Que cuesta ser sensibles, y no herirse

Que herirse no es desangrarse

Que para no ser heridos, levantamos muros
Que quien siembra muros, no cosecha nada
Que casi todos somos albafiiles de muros
Que seria mejor construir puentes

Que sobre ellos se va a la otra orilla, y que
también se vuelve.

Que volver, no implica retroceder.

Que al retroceder, también se puede
avanzar.

Que no por mucho avanzar, se amanece mas
cerca del sol

iCémo hacerte saber que nadie establece
normas, salvo la vida!

Mario Benedetti
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ABREVIATURAS

3’'UTR: Regidn 3" sin traducir de un gen, del inglés 3" untranslated region.
°C: Grados centigrados.

AKT: Proteina cinasa B o PKB.

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

AmpiR: Casete de resistencia a ampicilina.

AP1: Proteina activadora 1, del inglés activator protein 1.

ATP: Adenosin trifosfato.

BCL-2: Células B de linfoma 2, del inglés B-cell lymphoma 2.

BRCA: Proteina asociada a cancer de mama, del inglés breast cancer
susceptibility protein.

BrEt: Bromuro de etidio.

BSA: Seroalbumina bovina.

CCL-: Quimiocinas, del inglés chemokine C-C motif ligand.

CD: Con digestion.

CD-: Proteinas con dominio de diferenciacion, del inglés cluster of differentation.
CO2: Diéxido de carbono.

COOH: Grupo carboxilo.

CRL4: Ubiqutin ligasa E3 cullin-4-Ring.

DCAF1: Factor asociado a CRL4.

DICERL1: Endoribonucleasa especifica de RNA de doble cadena, del inglés double-
strand RNA-specific endoribonuclease.

DMEM: Medio para cultivo celular Dulbecco modificado de medio Eagle
DNA: Acido desoxirribonucleico.

E. coli: Bacterias Escherichia coli.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EGF: Factor de crecimiento epidermal, del inglés epidermal growth factor.
EGFR: Receptor del factor de crecimiento EGF.

ERK: Cinasas reguladas por sefiales extracelulares, del inglés extracelular signal
regulated kinases.

ETOH: Etanol

FAK: Cinasa de adhesion focal, del inglés focal adhesion kinase.

FERM: dominio globular N (amino)- terminal de proteinas que consta de la banda
4.1 (F), ezrin, radaxina, moesina.

Fig.: Figura

GTPasa: Guanosina trifosfatasa.

HDAC: Deacetilasas de histonas, del inglés histone deacetylase.
HEK-293: Células de rifion embrionario humano-293.

hLuc: Proteina luciferasa de luciérnaga.

hRLuc: Proteina luciferasa de Renilla sp.

HRS: Sustrato de tirosina cinasa regulado por el factor de crecimiento de
hepatocitos, del inglés hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrate.

HSV-TK: Promotor timidina cinasa del virus simple del herpes.

IL-: Interleucinas.

IRAK1: Cinasa 1 asociada al receptor de IL-1.
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JNK: Cinasas C-Jun-N-terminal, del inglés c-Jun N-terminal kinase.

Kb: Kilobases

KDa: Kilodaltones

KLF4: Proteina parecida a kruppel factor 4, del inglés kruppel-like factor 4.
LB: Medio de cultivo rico.

MDM2: Proteina doble minuta murina, del inglés murine doble minute 2.
Merlin: Del inglés moesin, exrin, radaxin, like protein.

MiRNAs: MicroRNAs.

mL: Mili litros.

mM: MiliMolar.

pL: Micro litros.

pg: Micro gramos.

UM: MicroMolar.

MMPs: Metaloproteinasas, del inglés matrix metalloproteinase.

MP: Marcador de peso molecular

MYPT-1-PPT18: Proteina fosfatasas subunidad 1 blanco de la miosin fosfatasa,
del inglés myosin phosphatase target subunit.

NaCl: Cloruro de sodio.

Nf2: Gen de la proteina Merlin.

NF2: Neurofibromatosis tipo 2 (enfermedad)

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, del inglés factor nuclear kappa-B.

ng: Nano gramos.

PAK: Protein-cinasa activada por p21, del inglés p21 activated kinase.

pb: Pares de bases.

PBS: Solucion buffer de fosfatos.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plagquetas, del inglés platelet-derived
growth factor.

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés
platelet-derived growth factor receptors.

pH: Potencial de hidrégeno.

PIP3: Fosfatidilinositol trifosfato, del inglés phosphatidylinositol triphosphate.
PKA: protein cinasa A dependiente de AMPc, del inglés protein kinase A.
Pmol: Picomolar

PTEN: Proteina homoéloga de fosfatasa y tensina, del inglés phosphatase and
tensin homolog.

Rb: Retinoblastoma.

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA, del inglés RNA-induced
silencing complex.

RNA: Acido ribonucleico.

MRNA: RNA mensajero.

R.p.m.: Revoluciones por minuto.

RTK: Receptores tirosin-cinasa, del inglés receptor tyrosine kinase.

SD: Sin digestion.

SDS: Dodecilsulfato sédico.

Ser: Serina.

SFB: Suero fetal bovino.
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SRC: Tirosin-cinasa derivada de sarcoma, del inglés sarcome tyrosine kinase.
STAT-: Proteinas transmisoras de sefiales y activadora de la transcripcion, del
inglés signal transducer and activator of transcription.

SV-40: Promotor simian virus-40.

TAZ: Coactivador transcripcional con motivo de unién PDZ, del inglés
transcriptional coactivator with PDZ-binding motif.

TBE: Buffer tris-borato-EDTA.

TBS-T: Tris-HCL, NaCl, Tween.

TE: Solucion con Tris-EDTA.

TEG: Solucién con glucosa,tris y EDTA.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta, del inglés transforming growth

factor beta.

Thr: Treonina.

TLR: Receptores tipo toll, del inglés Toll like receptors.

TNF-a: Factor necr6tico tumoral alfa, del inglés tumor necrosis factor alpha.
TRBP: Proteina de unién a RNA es respuesta a la trans-activacion, del inglés
Trans-activation response RNA-binding protein.

Tregs: Células T reguladoras.

U: Unidades.

UV: Luz ultravioleta.

V.V: Vector vacio.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular, del inglés vascular endotelial
growth factor.

YAP: Proteina asociada a Yes, del inglés Yes-associated protein.

Web- Indica que la referencia fue obtenida de una pagina web.
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RESUMEN

El cancer es una enfermedad en la cual las células normales adquieren la capacidad de
proliferar descontroladamente y formar tumores a través de un mecanismo llamado
transformacién, dado por mutaciones o alteraciones en la expresion de genes y proteinas
reguladoras de la proliferacion, el crecimiento y la muerte celular, clasificados en proto-
oncogenes y genes supresores de tumores. También, se ha reportado que los microRNAs
(miRNASs) juegan un papel central en el desarrollo del cancer, estos son RNAs pequefios
de 19 a 24 nucledtidos, capaces de inhibir la traduccion o inducir la degradacion del RNA
mensajero (MRNA) de genes relacionados con el cancer, mediante su unién a sitios
complementarios ubicados principalmente en la regién sin traducir 3" (3’'UTR) de estos
MRNA. Dentro de los genes supresores de tumores, el gen de la neurofibromatosis tipo 2
(Nf2), cuya proteina es Merlin (por sus siglas en inglés moesin, ezrin, radixin, like protein),
es de gran interés, ya que regula procesos como la inhibicion de la proliferacién por
contacto célula-célula, control del ciclo celular y sobrevivencia, inhibicion de la respuesta
inflamatoria, control de la movilidad y morfologia celular. Ademas, la inactivaciéon de
Merlin, dada ya sea por mutaciones, por fosforilacion o por degradacion, se ha asociado
al desarrollo de diferentes tipos tumorales dentro del sistema nervioso central, asi como

de mama, higado, pulmén, tiroides, colén, préstata y fibrosarcomas.

Sin embargo, a pesar de su importante papel como supresor de tumores, hasta el
momento no existen reportes sobre la regulacién de Merlin por miRNAs. Mediante un
analisis bioinformatico, aqui se identificaron doce miRNAs con la capacidad de formar
duplex termodindmicamente estables con la region 3"UTRde Merlin. De acuerdo con esto,
se monstr6 que cuando la region 3 UTR de Merlin se clona rio abajo del DNA
complementario (cDNA) del gen de luciferasa, tanto el miR-7 como el miR-146a regulan la
expresion de luciferasa. De igual modo, la expresion de miR7 o de miR-146a en células
HEK-293 promueve la disminucion en los niveles proteicos de Merlin. En conjunto,
nuestros resultados muestran que ademas de los mecanismos hasta ahora descritos para
inactivar las funciones anti-tumorales de Merlin, éste también puede ser regulado
negativamente por miRNAs, y sugieren que las funciones oncogénicas de los miRNAs 7 y
146a involucran la inactivacion de Merlin y que estos miRNAs pueden contribuir a la

generacion de tumores en diferentes 6rganos del cuerpo.



1) INTRODUCCION

1.1) Céncer

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, los indices de mortandad
generados por esta enfermedad aumentaran un 45%, entre el 2007 y el 2030, pasando de
7.9 millones de defunciones a 11.5 millones anuales (Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 2008-1"**; Revisado por Visvader, 2011). En México, en 2007 el cancer fue la tercera
causa de muerte en las mujeres y la cuarta causa en hombres (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), 2007-2"®"). En tanto que en 2008, 71,074 de las defunciones

registradas tuvieron como causa principal algn tipo de cancer (INEGI, 2010-3"%").

El cancer se presenta cuando las células “normales” adquieren la capacidad de proliferar
descontroladamente (neoplasia), convirtiéndose en células tumorales o cancerigenas a
través de un proceso conocido como transformacion. Las neoplasias producen grandes
masas de células, llamadas tumores, formados por subpoblaciones de células normales y

tumorales (revisado por: Ruddon, 2007; Pardee y Stein, 2009; Sun y Yang, 2010; Visvader, 2011).

El proceso de transformacion es causado por multiples factores de riesgo ya sean fisicos,
quimicos y/o bioldgicos, asi como por las interacciones genes—ambiente, dando como
resultado mutaciones o multiples cambios en la expresion génica, que llevan a la pérdida
del balance entre la proliferacion y la muerte celular. Tal desbalance favorece ya sea la
formacion de tumores primarios o benignos, es decir, el crecimiento poblacional de células
tumorales dentro de los mismos lugares en donde se genero6 la transformacion; o bien la
adquisicion de un mayor numero de mutaciones que favorecen la capacidad de generar
vasos sanguineos, proceso conocido como angiogénesis, que ayuda al desarrollo de un
ambiente estromal oxigenado y a la disponibilidad de nutrientes favorables para la
progresion de las células tumorales, las cuales en ocasiones llegan a adquirir la
capacidad de romper la matriz extracelular que las contiene e invadir 6rganos distantes de
donde se inicio la transformacion, proceso conocido como metéstasis, promoviendo el
desarrollo de tumores malignos o secundarios, los cuales son dificiles de erradicar y por
ello considerados mortales (revisado por: Ruddon, 2007; Pardee y Stein, 2009; Sun y Yang,
2010).
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1.1.1) Causas del cancer: carcin6genos

Los carcindégenos son aquellas sustancias o materias que pueden proveer un factor de

Web

riesgo para desarrollar el cancer (American Cancer Society (ACS)-4" ). De manera general

los carcinégenos se dividen en dos grandes grupos:

e Los ambientales: Incluyen a los fisicos (radiaciones ionizantes y radiaciones

ultravioleta), los biolodgicos (como los mediados por virus y bacterias) y los
guimicos (solventes, gases de combustidn, pesticidas, herbicidas, asbestos,
metales pesados). Dentro de los factores ambientales también se incluyen los
relacionados con el estilo de vida, como fumar o una dieta desbalanceada, los que
no son controlados por el hombre, como los niveles de radiacién solar y ciertas
infecciones, y finalmente los que vienen de procesos naturales inevitables, como la
generacion de radicales libres, hormonas endbégenas y rayos cOsmicos (revisado

por: Pelengaris y Khan, 2006)

e Los genéticos: Incluyen a las mutaciones a nivel germinal, o heredadas de los
padres y generalmente monogénicas. y las mutaciones a nivel soméatico, que van
desde alteraciones a nivel puntual hasta cromosomal, provocados por inestabilidad
génica, afectando mudltiples genes relacionados con la proliferaciéon celular vy

apoptosis (revisado por: Pelengaris y Khan, 2006).

Un individuo con un fondo génico especifico puede ser particularmente vulnerable a
determinado cancer y por tanto mas susceptible a determinadas influencias ambientales

(revisado por: Pelengaris y Khan, 2006).

Actualmente se toma en cuenta como tercer grupo de carcinégenos a aquellos que no
producen modificaciones directas en el DNA, sino mas bien generan que las células
puedan dividirse mas rapido, incrementando la tasa de error en la replicacion de DNA, y
los inductores del proceso epigenético, es decir las modificaciones en la metilacion del
DNA y/o en las histonas relacionadas con la compactacion del DNA, inducido por factores
ambientales (revisado por: Pelengaris y Khan, 2006; Sharma et al., 2009; Carlo y Croce, 2011,
ACS-4"%%),
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1.1.2) Carcinogénesis

Todo el proceso que involucra el desarrollo del cancer es conocido como carcinogénesis y
se divide en tres principales estados: iniciacién, promocion y progresion (revisado por: Pitot,
1993; Hanahan y Weinberg, 2000; Martinez et al., 2003; Pardee y Stein, 2009).

e Iniciacién: Resulta de mutaciones, alteraciones genéticas o epigenéticas irreversibles
en genes especificos, que confieren ventajas en el crecimiento celular, siendo
susceptibles a la promocién del desarrollo neoplasico indefinido, lo cual les permite
desarrollar y/o crecer mas rapido, sin pasar por los puntos de control celular que

normalmente las mantienen en homeostasis (revisado por Martinez et al., 2003).

e Promocién: Las mutaciones provocador por el agente iniciador no resultan en
formacion tumoral pero son esenciales para un mayor desarrollo neoplasico el cual se
dard en respuesta a aplicaciones repetidas de un agente promotor, induciendo la
seleccion clonal de células transformadas que superan en nimero a las normales

(revisado por Martinez et al., 2003).

e Progresion: Es el proceso donde la acumulacién de mutaciones adicionales hace que
las células tumorales adquieran un fenotipo maligno por su capacidad metastasica,
invadiendo sitios distantes de donde ocurrid la iniciacion (revisado por Martinez et al.,
2003).

1.1.3) Caracteristicas del cancer

A través de los afios, muchas investigaciones han establecido las siguientes
caracteristicas propias de cualquier cancer la inestabilidad gendémica y mutaciones, la
autosuficiencia en sefales de crecimiento, la insensibilidad a sefiales inhibidoras del
crecimiento, la evasion de la muerte celular programada o apoptosis, el ilimitado potencial
replicativo, la angiogénesis sostenida, la invasion de los tejidos o metéstasis, la
reprogramacion de la energia metabdlica y la destruccion de la defensa inmune (Fig.1).
Los diferentes tipos de cdncer pueden adquirir estas caracteristicas por igual, sin embargo
la manera para hacerlo varia significativamente, tanto mecanistica como

cronolégicamente (revisado por: Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011).
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Las caracteristicas del cancer se enlistan a continuacion:

Inestabilidad gendmica y mutaciones: En el cancer hay un incremento en la tasa

mutacional de genes que controlan la proliferacion celular o apoptosis. Tales
mutaciones se deben a la alteracion directa en el DNA, a los defectos en la maquinaria
encargada de detectar y reparar defectos en el DNA, a la alteracion en los sistemas de
vigilancia que normalmente cuidan la integridad genémica y a la incapacidad para
inactivar o interceptar moléculas mutagénicas antes de que provoquen dafio en el
DNA. Mientras que la inestabilidad gendmica, es decir amplificaciones y deleciones de
segmentos cromosomicos enteros, se ha relacionado con la pérdida de DNA
telomérico que genera una inestabilidad cariotipica ventajosa para la progresion
tumoral, contribuyendo al incremento de la tasa mutacional y a la acumulacion de
genotipos cancerosos favorables. De tal modo que aberraciones gendmicas
especificas y patrones genémicos se han asociado a determinados tipos de cancer
(revisado por Hanahan y Weinberg, 2011).

Autosuficiencia en sefales de crecimiento: Las células cancerigenas evitan las rutas

de control de la progresion, el crecimiento, nimero y tamafo celular, alterando las vias
de sefializacion que regulan estos procesos, ya sea porgue ellas mismas, o células
estromales adyacentes, sobre-expresan ligandos o factores de crecimiento inductores
de la progresidon, o porque inducen un aumento en el numero receptores
transmembranales que favorecen la progresion tumoral por una respuesta
pronunciada, o bien porque alteran la estructura de los receptores para facilitar una
activacion independiente de ligando, al igual que promueven la activacion constitutiva
de componentes de rutas de sefializacion rio abajo de estos receptores (revisado por
Hanahan y Weinberg, 2011).

Insensibilidad en sefiales de anti-crecimiento: Las células cancerigenas pueden evadir

las sefales anti-proliferativas presentes en tejidos normales, encargadas de mantener
la homeostasis de los mismos, ya sea por abolicion de la inhibicion por contacto
célula-célula, o por la resistencia a inhibidores de crecimiento tanto solubles, como
inmovilizados en la matriz extracelular, evitando asi la salida del ciclo proliferativo
activo y la entrada a un estado de quiescencia, librando su regreso al ciclo celular

(revisado por Hanahan y Weinberg, 2011)
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Evasion de la muerte celular programada o apoptosis: Para limitar la apoptosis, las

células cancerigenas alteran las vias relacionadas con la induccién de este proceso,
como la pérdida de funcion de proteinas sensoras del dafio al DNA, el incremento en
la expresion de reguladores anti-apoptéticos o sefales de sobrevivencia, las
desregulacion de factores pro-apoptéticos y la interrupcion de la ruta de muerte
extrinseca inducida por ligando (revisado por Hanahan y Weinberg, 2011).

Potencial replicativo ilimitado: A diferencia de las células normales, que presentan

primero senescencia, un estado no proliferativo pero viable, y finalmente a una fase de
crisis, donde las células senescentes mueren, las células cancerigenas proliferan por
evasion de las fases de senescencia y crisis, adquiriendo un estado de
inmortalizacién, siendo capaces de mantener su DNA telomérico en longitudes
suficientes como para evitar que los extremos cromosomicos se acorten a un tamafio
critico que lleve a una pérdida de material genético vital, evitando asi la activacion de

rutas de muerte (revisado por Hanahan y Weinberg, 2011).

Capacidad angiogénica: Para que los tumores mantengan un crecimiento sostenido

requieren la adquisicion de una neovasculatura asociada a ellos, que les permita tener
oxigeno, nutrientes y desechar la basura metabdlica y el dioxido de carbono. La
formacion de esta nueva vasculatura ocurre a partir de la activacion de las vasculatura
existente, que normalmente es quiescente, lo cual se debe a que las células
cancerigenas producen factores angiogénicos, tales como ligandos de receptores de
células endoteliales vasculares, o sobre-expresan tales receptores (revisado por
Hanahan y Weinberg, 2011).

Capacidad metastasica: Los tumores son capaces de colonizar érganos distantes a su

origen por adquisiciéon de alteraciones en su forma, en el tipo de agregacion que
presentan con otras células y en las agregaciones con la matriz extracelular. Tales
alteraciones son inducidas ya sea por la desregulacion en la expresién de genes que
codifican para proteinas involucradas en la adhesion célula-célula o célula-matriz
extracelular, o por la sobre-expresién de moléculas promotoras de tales adhesiones,
como moléculas involucradas en procesos de migracion, embriogénesis e inflamacion

(revisado por Hanahan y Weinberg, 2011)
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Reprogramacion de la energia metabdlica: Las células cancerigenas son capaces de

mantener altas tasas de crecimiento y divisién, al ajustar su metabolismo,
reprogramando el procesamiento de glucosa. En presencia de oxigeno limitan la
formacion del piruvato y por tanto su entrada a la mitocondria, promoviendo solo la
glucalisis, contrario a lo que ocurre normalmente en condiciones aerdbicas, donde la
fosforilacion oxidativa dada en la mitocondria es la principal fuente de energia. La
glucolisis aerbbica presente en los tumores, en principio tiene una produccién de ATP
(adenosin tri fosfato) hasta 18 veces menor al de la mitocondria, para compensar esta
pérdida de energia, las células cancerigenas sobre-expresan los transportadores de
glucosa, ademas de modificar enzimas de la ruta glucolitica, generando un consumo

mas eficiente de la glucosa (revisado por Hanahan y Weinberg, 2011).

Evasion de la respuesta inmune: Durante la formacién tumoral el sistema inmune

resiste o erradica la progresién neoplasica, eliminando a las células cancerigenas
nacientes. Sin embargo, los tumores solidos se establecen gracias a su capacidad
para evadir o desarticular los componentes que participan en tal respuesta. Por
ejemplo, son capaces de inhibir la infiltracion de linfocitos citotoxicos y células NK
(natural Killer), por la produccion de factores inmunosupresivos, que incluyen a las
células T reguladoras (T Regs) y a las células supresoras derivadas de mieloides,
(myeloid-derived suppressor cells, MDSCs). Ademds, algunos carcinégenos
biol6gicos, como virus y bacterias, son resistentes a la deteccion y destruccion por
parte del sistema inmune, siendo capaces de inducir la iniciacion tumoral (revisado por
Hanahan y Weinberg, 2011).

llimitado Potencial
Replicativo

Figura 1. Caracteristicas comunes presentes en las células transformadas o
tumorigénicas en los diferentes tipos de cancer. Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011.
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1.1.4) Céncer e inflamacion

En las ultimas décadas, se han acumulado evidencias suficientes para afirmar que el
proceso inflamatorio es una caracteristica adicional determinante para favorecer la
progresion neoplasica. Existe una estrecha relacion entre las rutas moleculares de la
inflamacioén y el cancer. En el microambiente tumoral, la inflamacion latente contribuye a
la proliferacion y sobrevivencia de las células malignas, induce inestabilidad génica,
angiogénesis, metastasis, oposicion a la respuesta inmune adaptativa y reducida
respuesta a hormonas o agentes quimioterapéuticos (Fig.2) (revisado por: Colotta et al.,
2009; Hanahan y Weinberg, 2011).

Los orquestadores clave en el proceso de inflamacidn-cancer incluyen leucocitos
infiltrados, macréfagos asociados a tumor (MAT), neutrdéfilos, los linfocitos B y T que
junto con las células cancerigenas proveen, al medio tumoral, moléculas favorecedoras
de la progresién tumoral, como algunos anticuerpos efectores, factores de crecimiento
sefalizadores de la proliferaciébn sostenida, como el factor de crecimiento epidermal
(epidermal growth factor, EGF) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (vascular
endothelial growth factor, VEGF), factores de sobrevivencia limitadores la muerte celular,
citocinas pro-inflamatorias, como interleucinas (IL-), IL-1B, IL-6 y el factor necrético
tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha, TNF-a), quimiocinas 2 y 8 (chemokine (C-C
motif) ligand 2 y 8,CCL2 y CCLS8), factores pro-angiogénicos, como el factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (fribroblast growth factor 2, FGF2) y enzimas pro-invasivas
degradadoras de la matriz, como metaloproteinasa 9 (matrix metalloproteinase 9, MMP9)
y heparenasa. Ademas, las células inflamatorias liberan especies reactivas de oxigeno
(ROS) y quimiocinas, que por si mismas son mutagénicas o reprimen directa o
indirectamente las rutas de reparacion del DNA y los puntos de control del ciclo celular,
contribuyendo a la acumulacion de alteraciones genéticas aleatorias y acelerando su
evoluciébn a estados malignos mayores (Fig.2) (revisado por: Colotta F. et al, 20009;
Grivemikov et al., 2010; Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 2. Relacién entre cancer e inflamacién. A) La inflamacion produce citocinas y
ROS e intermediarios de nitrdgeno (RNI), inductores de mutaciones o cambios
epigenéticos que promueven la iniciacion tumoral. El tumor a la vez promueve la
inflamacién, sobre-estimulando su propio crecimiento. B) Las diferentes células del
sistema inmune, como macréfagos, células T y dendriticas, producen citocinas
activadoras de factores de transcripcion en las células pre-malignas que inducen
procesos favorecedores de la tumorigénesis, como proliferacion, sobrevivencia,
angiogénesis, crecimiento e invasion. Simultdneamente, las células cancerigenas
producen quimiocinas que atraen a las células inmunolégicas a la zona del desarrollo
tumoral, exacerbando la respuesta inflamatoria y la carcinogénesis. Modificado de
Grivemikov et al., 2010.
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1.1.5) Genes responsables del cancer

Las alteraciones en el DNA o mutaciones responsables de favorecer la transformacion
celular, se dividen en dos principales grupos de genes: los proto-oncogenes y los genes
supresores de tumores. En las Ultimas décadas se han reconocido cientos de oncogenes
potenciales y genes supresores de tumores, los cuales tienen en comun el participar en
las rutas de sefializacion que controlan la proliferacién, diferenciacion, migracién y ciclo
celular, apoptosis, integridad genémica y morfogénesis (revisado por: Hanahan y Weinberg,
2000; Kopnin, 2000; Vogelstein y Kinzler, 2004; Carlo y Croce, 2011).

1.1.5.a) Proto-oncogenes

Los proto-oncogenes, son genes normales cuya conversidbn a oncogenes ocurre por
mutaciones o alteraciones epigenéticas, que hacen que el gen esté constitutivamente
activo, o activo bajo condiciones en las que el gen silvestre no lo es, obteniendo una
ganancia de funcién que favorece la proliferacion celular reduciendo la sensibilidad a la

muerte celular programada, todo lo cual ayuda al proceso de transformacion celular
(revisado por: Kopnin, 2000; Martinez et al., 2003; Vogelstein y Kinzler, 2004; Carlo y Croce, 2011).

Las proteinas oncogénicas se clasifican principalmente en:

e Factores de crecimiento: Su expresion constitutiva favorece el crecimiento celular

descontrolado. Algunos de ellos son el factor de crecimiento derivado de plaguetas
(platelet-derived growth factor, PDGF), inductor de la proliferacion celular y
estimulador de fibroblastos; la familia de factores de crecimiento wingless (WNT), los
cuales inhiben la fosforilacion de la B-catenina, lo que bloquea su degradacion
permitiéndole translocarse al nicleo y activar la proliferaciéon e invasion (revisado por
Carlo y Croce, 2011); el factor EGF que promueve la division celular; y el factor VEGF,

estimulador de la angiogénesis (revisado por Carlo y Croce, 2011).

e Receptores de factores de crecimiento: Son los miembros de la familia de

receptores tirosina-cinasa, por ejemplo, los receptores del factor de crecimiento
EGF (EGFR), y que en muchos tumores presentan activacion constitutiva en

ausencia de la unioén del ligando, por modificacion del dominio de unién al ligando; o
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el receptor de VEGF (VEGFR) que estimula la angiogénesis (revisado por Carlo y
Croce, 2011).

Transductores de sefales: Son las proteinas citoplasmaticas efectoras y reguladoras

de la sefializacion intracelular, ubicadas rio abajo de los receptores de factores de
crecimiento. Entre éstas se encuentran las protein-cinasas no receptoras y las
proteinas de unién a guanosin trifosfato, como son las G pequefas de la familia de
Ras. Las proteinas no receptoras son de dos tipos: las tirosina-cinasas, como la
tirosina cinasa de leucemia murina Abelson (Abelson murine leukemia protein
tyrosine kinase, Abl), tirosina cinasa especifica de linfocitos (lymphocyte-specific
protein tyrosine kinase, LCK) vy la tirosina cinasa derivada de sarcoma (sarcome
tyrosine kinase, SRC); vy las serina-treonina cinasas como la AKT o proteina cinasa
B (PKB), el oncogén homdlogo de la leucemia viral bovina (RAF1), el oncogen
homologo del sarcoma viral murino moloney (MOS) y el oncogen relacionado con el
sitio de integracion proviral 1 (proviral integration site 1loncogene, PIM1) (revisado por
Carlo M. y Croce M.D., 2011).

Requladores de la apoptosis: Como la familia de proteinas llamadas células B de

linfoma 2 (B-Cell lymphoma 2, BCL-2) y extra larga (B-cell lymphoma extra large,
BCLXL) que inhiben la apoptosis, cuya sobre regulacion favorece la sobrevivencia

celular (revisado por Carlo y Croce, 2011).

Factores de transcripcion: Son proteinas cuya ganancia de funcion favorece la

expresion, estabilidad proteica y sobrevivencia celular de genes promotores de la
transformacion. Entre estos se encuentran el factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (factor nuclear kappa-B, NF-kB) que
controla genes relacionados con la inflamacion, proteinas de adhesion celular,
regulacion del ciclo celular y genes anti-apoptéticos; también esta la proteina
activadora 1 (activator protein 1, AP1) compuesta de varios miembros, como Jun y
Fos (participantes en diferenciacion, proliferacion y apoptosis) y la familia de
oncogenes de eritoblastosis viral (ETS), como la escualeno epoxidasa 1 (ERG1) o la
proteina relacionada con ETS 1 (ets variant, ETV1), las cuales controlan la
hematopoyesis, angiogénesis, organogénesis, desarrollo de tejidos, diferenciacion, y

proliferacion celular) (revisado por Carlo y Croce, 2011).
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e Modeladores de la cromatina: Son los encargados de controlar el grado de

compactacion y de la remodelacion de la cromatina. Como ejemplo de lo anterior son
aquellos que silencian genes supresores de tumores por la uniébn de complejos
represores transcripcionales a sus promotores hipermetilados, tales como las DNA
metiltransferasas (DNMT), las proteinas de unibn a DNA metilado (methyl-CpG-
binding domain proteins, MBD), las metil transferasas de histonas y las desacetilasas
de histonas (histone deacetylase, HDAC). También, de las proteinas coactivadoras de
la transcripcion de oncogenes como son las histona acetil transferasas (HAT), las
metil-transferasas y complejos remodeladores de la cromatina, como el complejo
remodelador del nucleosoma de levaduras (Switch/Sucrose Non Fermentable,
SWI/SNF) (revisado por Delgado, 2008).

1.1.5.b) Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores, o0 anti-oncogenes, son genes cuya inactivacion
incrementa la probabilidad de formacién de tumores, mientras que su activacién inhibe el
crecimiento celular y promueve la muerte celular. Algunos supresores de tumores son
conocidos como guardianes del genoma, regulando los procesos involucrados en la
reparacion del DNA, limitando la proliferacion celular de manera indirecta, al promover la
estabilidad génica. Su eliminacion resulta en un incremento en la tasa de mutacion,
acelerando la progresion tumoral (Martinez J.D. et al., 2003). La inactivacién o pérdida de
funcion de los productos de los genes supresores de tumores puede deberse a
mutaciones sin sentido en residuos esenciales para su actividad, produciendo proteinas
truncas, o deleciones o inserciones de varios tamafios, y/o al silenciamiento epigenético.
Se requieren en general mutaciones en ambas copias del gen son generalmente
requeridas para favorecer el desarrollo tumoral (revisado por Vogelstein y Kinzler, 2004; Sun y
Yang, 2010).

Los productos proteicos de los genes supresores de tumores se clasifican de acuerdo a la

actividad que cumplen de manera normal, los cuales principalmente son:
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Supresores de la division celular: Su alteracién promueve la proliferacion, por su

incapacidad de suprimir la division celular, dentro de este grupo se encuentran la
proteinas de retinoblastoma (Rb), p53, poliposis coli adenomatosa (adenomatosus
polyposis coli, APC), p15, pl16, p18, p19, p21, p27 y Nf2. Rb inhibe la transcripcién de
genes especificos requeridos para la mitosis a través de la union de factores de
transcripcion tales como E2Fs, los cuales son un tipo de regulador de la proliferacion
celular; p53, induce el arresto del ciclo celular en las fases G1/S y G2/M en respuesta
al dafio generado al DNA por agentes como la radiacién ultravioleta (UV). APC
degrada a B-catenina, evitando que entre al nicleo y estimule la proliferacion celular.
pl5, pl6, pl8, p21 y p27 inhiben las cinasas dependientes de ciclina (cyclin-
dependent kinase, CDKSs), activando con ello a Rb, siendo éste capaz de suprimir la
division celular; Nf2, bloquea la proliferacion y la transformacién inducida por
oncogenes como factores de crecimiento, al inducir la inhibicidon por contacto célula-
célula; ademas, Nf2 regula negativamente los niveles de ciclina D1, arrestando el ciclo

celular (revisado por: McClatchey y Giovanni, 2005; Sun y Yang, 2010).

Inductores de la apoptosis: Ejemplos de este grupo son p53, el receptor del factor de

necrosis tumoral miembro 6 (Fas), la proteina puente integradora 1 (bridging integrator
1, Binl) y la proteina fosfatasa y homéloga de la tensina (phosphatase and tensin
homolog, PTEN). P53 media la apoptosis a través de dos principales rutas, la ruta
extrinseca, activando la cascada de caspasas, y por la ruta intrinseca promoviendo la
formacion de apoptosomas, via la familia de BCL-2. Fas actua como receptor de
ligandos que inducen la apoptosis. Binl media la apoptosis por c-Myc. La fosfatasa de
lipidos PTEN inactiva al fosfatidilinositol trifosfato (phosphatidylinositol triphosphate,
PIP3) e indirectamente previene la activacion de AKT que promueve sobrevivencia y

proliferaciéon celular (revisado por Sun y Yang, 2010)

Reparadores del dafio dal DNA: Ejemplo de estos son p53, la proteina homdloga de
muts 2 (mutS homolog 2, MSH2), la homologa de mutL (Mutl homolog 1, MLH1), la

proteina mutada de ataxia telagiectasia (ataxia telangiectasia mutated, ATM) y la
proteina asociada a cancer de mama (breast cancer susceptibility protein, BRCA).
p53, MSH2 y MLH1 pueden inducir la reparacion por escision de nucleétidos, remover
el dafio y mediar la sintesis desde la otra cadena. ATM es un sensor general del dafio

y fosforila a p53 y BRCA, para activar el proceso de reparacion. BRCA y p53 trabajan
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juntos en la reparacién por escisién de nucleétidos por aductos formados en el DNA

(revisado por Sun y Yang, 2010).

¢ Inhibidores de la metastasis: Su mutacién permite a las células migrar e invadir sitios

distantes. Aqui se encuentran la metastina, el supresor de la metéstasis de cancer de
mama (breast cancer metastasis suppressor, BRMS1), los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMPS), el cofactor requerido
para la activacién de SP1 (cofactor required for SP1, CRSP) y la proteina con grupo
de diferenciacion-82 (Cluster of differentation, CD82). La union de la metastina al
receptor acoplado a proteina G parecida a galanina (Galanin like G protein coupled
receptor, GPR54) incrementa la expresion y actividad de la cinasa de adhesién focal
(Focal adhesion kinase, FAK) e inhibe la metastasis de células cancerigenas. BRMS1
regula la transcripcién de genes a través de su interaccion con la desacetilasa de
histonas HDAC. TIMPs, inhibe MMPs, o enzimas degradadoras de la matriz
extracelular. CRSP sobre regulr la expresion de metastina. CD82 es una glicoproteina
de superficie celular activada por p53 que inhibe la migracién celular (revisado por Sun
y Yang, 2010).

1.2) NF2 o Merlin: gen supresor de tumores

El gen Nf2, identificado por primera vez en 1993, codifica para una proteina conocida
como Merlin o Schwannomina. El gen que codifica para Nf2 esta localizado en el
cromosoma humano 22912 y su secuencia génica se extiende 100 Kb, puede presentar
splicing alternativo formando diferentes isoformas, siendo las mas comunes las isoformas
1y 2. Sélo la isoforma 1 es capaz de someterse al plegamiento protéico necesario para
contar con la actividad supresora de tumores y es codificada por los exones del 1-15 y el
17, formando una proteina de 595 residuos aminoacidos, mientras que la isoforma 2 es
codificada por los exones 1-15 y 16, dando una proteina con 590 residuos. Ambas
isoformas dan productos con un peso molecular estimado de 65 KDa (Fig.3-A) (revisado
por: McClatchey y Giovannini, 2005; Scoles, 2007; Asthagiri et al., 2009).

Merlin pertenece a la superfamilia de proteinas ERM, que incluye a la exrina, radaxina, y
moesina, de alli su nombre. Esta familia de proteinas esta involucrada en la interaccién de

proteinas de membrana con el citoesqueleto. Merlin esta compuesto de un dominio N-
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terminal tri-lobulado donde esta el dominio FERM, seguido por una larga estructura a-
hélice, y un dominio carboxilo terminal cargado (Fig.3-B) (revisado por: McClatchey y
Giovannini, 2005; Scoles, 2007).

La activacion canoénica de Merlin ocurre por desfosforilacion, la cual es mediada por las
proteinas fosfatasas subunidad 1 blanco de la miosin fosfatasa (myosin phosphatase
target subunit 1, MYPT-1-PPT18), ésta desfosforila la serina-518 ubicada en el tallo C-
terminal, permitiendo al dominio FERM unirse con el extremo C-terminal; tal interaccion
intramolecular permite que Merlin adopte una conformacién cerrada o activa. Por su parte
la fosforilacion en el residuo de la Ser-518, por la protein cinasa activada por p21 (p21
activated kinase, PAK) y por la protein cinasa A dependiente de adenosin monofosfato
ciclico (cCAMP) (protein kinase A, dependiente de AMP ciclico, PKA), evita el plegamiento
intramolecular entre el dominio FERM vy el tallo C-terminal, manteniendo a la proteina en
una conformacion abierta y por lo tanto inactiva. La regulacion rio arriba de las actividades
de las proteinas cinasas, PAK y PKA, y de la MYPT-1-PPT1® determina el estado de
fosforilacion de Merlin (Fig.3-B) (revisado por: Scoles, 2007; Asthagiri et al., 2009; Stamenkovic
y Yu, 2010).

Por otro lado, Merlin puede ser inactivada de manera alterna por la proteina cinasa AKT,
gue se une directamente a Merlin y la fosforila en la treonina 230 (Thr-230) y en la serina
318 (Ser-318), lo cual evita la interaccion de su extremo amino con el carboxilo y por
consiguiente que adopte una conformacién cerrada, afectando la asociacion de Merlin con
otras proteinas incluyendo ERM, CD44 y la proteina doble minuta murina (murine doble
minute 2, MDM2). Ademas, AKT promueve la degradacion de Merlin al inducir su

ubiquitinacion y degradacién por el proteosoma (Tang et al., 2007).

Merlin participa en varias rutas responsables del control de la proliferacion celular, por lo
cual su alteracion o pérdida de funcién contribuye a la iniciacion y progresiéon de distintos
tipos de tumores, indicando que Merlin tiene una amplia funciébn como gen supresor de
tumores (revisado por Okada et al., 2007). Las mutaciones en Merlin se han asociado
principalmente a un fenotipo canceroso, llamado neurofibromatosis tipo 2, el cual se
caracteriza por el desarrollo de tumores en el sistema nervioso central (revisado por
Asthagiri et al., 2009).
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Figura 3. Proteina Merlin, caracteristicas e isoformas. A) En los humanos, Merlin
presenta la isoforma 1, constituida por los exones 1-15 y 17, y la isoforma 2,
constituida por los exonesl1-16. B) La isoforma 1 de Merlin, que es la mas frecuente,
consta de 3 dominios: un dominio FERM, una a-hélice y un carboxilo (COOH).
Merlin es activada cuando es desfosforilada por MYPT-1 o -18, lo que permite que
interactien el dominio FERM con el COOH, adquiriendo una conformacién cerrada,
mientras que cuando es fosforilada en la Ser-518, por PKA y PAK, se impide la
interaccion entre sus dominios, permaneciendo abierta o inactiva. Modificado de
Scoles D.R, 2007 y Asthagiri R. et al., 2009.

1.2.1) Neurofibromatosis tipo 2

La neurofibromatosis tipo 2, también conocida como neurofibromatosis central o
neurofibromatosis acustica bilateral, es una enfermedad dominante autosémica provacada
por la inactivacion o pérdida de funcion de Merlin. La neurofibromatosis tipo 2 predispone
a los individuos al desarrollo de multiples tumores en el sistema nervioso central y
periférico, principalmente en células de Schwann, meningeales, ependimales vy

aracnoidales (revisado por: Scoles, 2007; Asthagiri et al., 2009).
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Los sintomas presentes, ademas de los tumores, son pérdida de la audicion por el
schwannoma vestibular, tinitus, mareos, desequilibrio, anormalidades visuales como
cataratas, hamartomas y opacidad del cristalino, tumores y manchas en la piel,
mononeuropatias como pardlisis facial o caida del pie (revisado por Asthagiri et al., 2009). La
malignidad de la neurofibromatosis tipo 2 depende del desarrollo multi-tumoral,
generalmente se presenta con tumores de crecimiento lento que no responden bien a la
quimioterapia y tienen que ser extirpados por cirugia y radiacion (revisado por McClatchey y
Giovannini, 2005).

La neurofibromatosis tipo 2 se ha asociado principalmente a mutaciones de Merlin que
llevan a la substitucién de aminoacidos en el dominio FERM y en el tallo C-terminal de
Merlin, evitando que estos dominios interactien y por tanto la molécula no adquiera la
conformacion activa. Sin embargo, no todas las mutaciones del dominio FERM
interrumpen tal interaccion, sino que evitan la unién de Merlin con otras proteinas de
superficie celular o con efectores blanco, alterando su funcién (revisado por: Scoles, 2007;
Asthagiri et al., 2009; Jacoby et al., 1996).

Las mutaciones que alteran a Merlin pueden ser tanto heredadas germinalmente por los
padres como esporadicas 0 somaticas, por exposicibn a ciertos carcin6genos,
desarrollando la neurofibromatosis tipo 2 o tumores en pacientes que no tienen una

historia familiar clinica previa (revisado por: McClatchey y Giovannini, 2005).

1.2.2) Papel supresor de tumores de Merlin

e Inhibidor de la proliferacion celular por contacto célula-célula

Merlin, al estar presente en los sitios ricos en actina y las uniones adherentes célula-
célula, sirve como un conector entre la matriz extracelular-membrana plasmatica-
citoesqueleto-citoplasma, por lo que su participacion es importante para regular la

proliferacion celular en respuesta a sefiales extracelulares (revisado por Okada et al., 2007).

La forma desfosforilada o activa de Merlin, es la encargada de inhibir el crecimiento
celular por contacto célula-célula en ausencia de factores de crecimiento o por exposicion

a acido hialurénico. Merlin, al estar localizada justo debajo de la membrana plasmatica, en
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las uniones célula-célula y en sitios ricos en actina, sirve para que las sefales
extracelulares, que indican el paro de la proliferacion celular, lleguen de manera directa e
induzcan su activacion. La inhibicidbn por contacto célula-célula es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis tisular, su pérdida es una caracteristica tipica de la
transformacién celular y conduce al incremento de células tumorales, proliferacion,

movilidad e invasion (revisado por: Okada et al., 2007; Stamenkovic y Yu, 2010).

Para inhibir el crecimiento celular, Merlin es activada por varios mecanismos, uno de ellos
se inicia cuando en respuesta al contacto célula-célula se forma el complejo E-caderina-p-
catenina, el cual evita que se active la proteina Rac que a su vez activa rutas relacionadas
con la progresion celular. Al no estar presente Rac no puede reclutar cinasas, como PKA,
gue inactivan a Merlin. Otros mecanismos ocurren cuando debido a la alta confluencia
celular hay interaccion entre caderinas, lo que induce el reclutamiento de la fosfatasa
MYPTL1, que activa a Merlin y el arresto de crecimiento. Otro mecanismo mas, es inducido
por el acido hialurénico, componente de la matriz extracelular, el cual interactda con el
receptor CD44, que a la vez recluta a MYPTL1 e induce la activacion de Merlin. De manera
contraria, cuando las células necesitan aumentar su ndmero, secretan factores de
crecimiento 0 agentes mitogénicos, que sefializan por integrinas y receptores tirosina-
cinasa (receptor tyrosine kinase, RTKs), los cuales activan diferentes cinasas como PAK o
PKA, gque inactivan a Merlin, haciéndolo incapaz de inhibir el progreso del ciclo celular
(Fig. 4) (revisado por: Okada et al., 2007; Stamenkovic y Yu, 2010).
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Figura 4. Inhibicion de la proliferacién celular por contacto célula-célula, mediada
por Merlin. Existen diversos mecanismos por los cuales Merlin es activada para
impedir el crecimiento y proliferaciéon. Uno de ellos es cuando el 4cido hialurénico activa
a su receptor CD44, el cual induce que la fosfatasa MYPTL1 desfosforile a Merlin
permitiendo que ésta se cierre, se active y pueda bloquear el arresto del crecimiento.
Otra manera ocurre cuando en confluencia celular el contacto célula-célula promueve la
interaccion entre caderinas, lo cual activa a MYPT1 y esta a la vez defosforila y activa a
Merlin, ademés de impedir que sea inactivada por PAK. Cuando se pierde la
confluencia celular y por lo tanto hay pérdida de contacto con la matriz extracelular, las
integrinas activan a receptores tirosin-cinasa o RTKSs, los cuales activan a Rac y éste a
la vez activa a la cinasa PAK, la cual fosforila a Merlin impidiendo que se cierre

guedando inactiva, favoreciendo la proliferacién celular. Modificado de Okada et al., 2007.

También se ha reportado que Merlin puede inhibir el crecimiento al bloquear el EGFR, el
cual, como ya se menciond, al ser un receptor del factor de crecimiento epidermal induce
la proliferacion celular. En ausencia de Merlin las células confluentes son incapaces de
silenciar la sefializacion mitogénica dada por EGFR, provocando que haya proliferacion
desmedida. Cuando hay contacto célula-célula, Merlin se asocia con EGFR via el cofactor
regulador de intercambio de Na+/H+ (Na+/H+ exchange regulatory cofactor, NHE-RF),
proteina que forma complejos macromoleculares involucrados en el trafico y regulacién

transmembranal de receptores, ademas de asociarse a moléculas involucradas con el
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crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas (Platelet-
derived growth factor receptors, PDGFR) y PTEN, previendo la internalizacion de EGFR
inducida por ligando, asi como la asociacibn de EGFR con efectores canonicos,
inhibiendo la sefializacién rio abajo, y evitando que pueda promover el crecimiento

descontrolado (Curto et al., 2007).

Un estudio indica que la forma activa de Merlin esta localizada abundantemente en balsas
lipidicas junto con Rac. Cuando hay confluencia celular, al ocurrir la interaccion de la
matriz extracelular con las islas lipidicas, Merlin ayuda a la retencion de Rac dentro de la
caveola, impidiendo que active rutas de las proteina-cinasas activadas por mitégeno
(Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK), relacionadas con la proliferacion (revisado por
Okada et al., 2007).

e Inductor de la endocitosis de receptores inductores de la proliferacion celular

Estudios realizados en la mosca de la fruta y en células de mamifero, mostraron que
Merlin regula la distribucion, agregacién y disponibilidad de diferentes receptores de
superficie celular, al inducir su endocitosis por interaccién con proteinas que participan en
este proceso, como el sustrato de tirosina cinasa regulado por el factor de crecimiento de
hepatocitos (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate, Hrs). Entre los
receptores que son controlados estan Notch, Patched, Fat, E-caderina, EGFR, PDGFR y
otros RTKs, todos los cuales inducen el crecimiento y proliferacion. Con la reclusion de los
receptores en endosomas y lisosomas para su degradaciéon, Merlin contaria con otro
modo de actuar para restringir el crecimiento celular. La pérdida de Merlin inhibe el trafico
endocitico de tales receptores, llevando a la acumulaciéon de éstos en la superficie celular
y la correspondiente activacion rio abajo de vias como Ras-Cinasas reguladas por
sefales extracelulares (extracelular signal regulated kinases, ERK), de las cinasas C-Jun-
N-terminal (c-Jun N-terminal kinase, JNK), Rac, Pak y FAK, que promueven el incremento

de la proliferacion celular (revisado por: Okada et al., 2007; Stamenkovicy Yu, 2010).

e Controlador de la movilidad y morfologia celular

Merlin juega un papel esencial en la regulacién de movilidad y morfologia celular, puesto

que regula la organizacién del citoesqueleto y la adhesion celular al interactuar con las
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proteinas ERM, proteinas conformadoras y abundantes en aéreas dinamicas del
citoesqueleto, como son vellosidades y estructuras celulares cruciales para la movilidad
celular. Diferentes estudios han mostrado que la expresion de Merlin controla la adhesion
célula-célula y célula-matriz, la extension celular y movilidad. La pérdida de Merlin lleva a
adquirir cambios en la adhesién celular y organizacién del citoesqueleto de actina,
ademas desestabiliza las uniones célula-célula, llevando a una pérdida de inhibicion por
contacto y un incremento en la actividad de Rac, alteraciones de la membrana, formacion
de lamelopodios e incremento de la movilidad celular y tasas de migracion (revisado por
Okada et al., 2007; Stamenkovic y Yu, 2010).

e Lavia de Hippo-YAP: requladora de la proliferacion celular vy la sobrevivencia

Merlin se encuentra participando rio arriba de la via Hippo-YAP, la cual juega un papel
importante en el control del tamafio de los 6rganos y la tumorigénesis, pues regula la
proliferacién celular y la sobrevivencia. En general una alta confluencia celular inicia la
activacion en cascada de las cinasas de esta via, lo que finalmente lleva a la fosforilaciéon
e inactivaciéon del factor de transcripcibn compuesto por la proteina asociada a Yes (Yes-
associated protein, YAP) y el coactivador transcripcional con motivo de uniéon PDZ
(transcriptional coactivator with PDZ-binding motif, TAZ), provocando una baja en la
expresion de genes involucrados en la proliferacion celular. Cuando hay contacto célula-
célula se activa a Merlin que se une a FRDMG, y a la vez interactla con la cinasa MstYz e
induce que ésta fosforile a Lats %2, y a su molécula coactivadora Mob1l. Lats ¥ fosforila al
factor de transcripcion YAP e impide que pueda traslocarse al nlcleo, pues tales
fosforilaciones son reconocidas ya sea por el complejo proteico 14-3-3, que retiene a YAP
en el citoplasma, o por un complejo de ubiquitinacién, que la lleva a su degradacion.
Contrario a lo anterior, cuando se pierde el contacto célula-célula o cuando Merlin es
inactivada por otro tipo de mecanismo, no se induce la activacion de la cinasas rio debajo
de la ruta, YAP no se fosforila y se trasloca al nucleo, para unirse con TAZ y unirse al
potenciador transcripcional TEAD, promoviendo la transcripcion de genes de proteinas
como el factor de crecimiento transformante beta (Transforming growth factor beta, TGF-
B), proteina morfogenética 6sea (Bone morphogenetic protein, BMP), Gli2, el factor de
crecimiento de tejido conectivo (Connective tissue growth factor,CTGF), citocinas, como el
factor neurotropico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor,BDNF) y el

factor de crecimiento de fibroblastos o FGF, todas las cuales inducen la proliferacion y el
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crecimiento independiente de anclaje (Fig. 5) (revisado por Okada et al., 2007;Zhao et al.,

2011).
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Figura 5. Via Hippo/YAP. Merlin participa en la via Hippo/YAP. Al ser activado por el
contacto célula-célula, Merlin interactia con FRMD6, ambas proteinas activan a la
cinasa Mst'%, la cual fosforila otra cinasa la Lats Y2 y a su coactivador Mob1. Lats %2
multifosforila al factor de transcripcion YAP, promoviendo su retencién en el citoplasma
por 14-3-3, o promoviendo su degradacion por proteosoma. YAP al no poder traslocarse
al nucleo no interactia con TEAD y no puede inducir la transcripcion de genes que
promueven la proliferacion e inhiben la apoptosis. Es decir la activacion de la via de
Hippo por medio de Merlin ejerce una respuesta supresora de tumores. Por el contrario
cuando Merlin es inactivado, no ocurre la cascada de fosforilacion que bloquea a YAP,
pudiendo entrar al ntcleo y promover la proliferacion e inhibir la apoptosis, favoreciendo

la transformacion celular v la tumoriaénesis. Modificado de Zhao et al.. 2011.

e Inhibicién de componentes de la repuesta Inflamatoria

Como ya se mencion6 anteriormente, la activacién de Merlin inactiva a Rac y por ende a

todas las rutas de sefializacion inducidas por esta guanosina trifosfatasa (GTPasa), entre
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las que estan la activacion de JNK y AP1. AP1 es un factor que induce la transcripcién de
componentes de la respuesta inflamatoria, como citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-8, IL-
12 y TNF-a, ademas de controlar la proliferacion, movilidad y migracion celular (Shaw et
al., 2001), por lo que, Merlin al inactivar Rac y con ella a AP1 podria estar inactivando la

respuesta inflamatoria.

Por otro lado, Merlin inhibe la union de CD44 con el acido hialurénico, inhibiendo la accion
de CD44 e impidiendo que promueva rutas involucradas en la proliferacion, migracion y
produccién de citocinas pro-inflamatorias (Bai et al., 2007). También se ha visto que Merlin
inhibe la activacién de NF-kB, por medio de p65 (Rel A). En fibroblastos Merlin reprime la
actividad endégena de NF-kB, al impedir la degradacién de IkBa (un inhibidor de NF-kB)
inducida por TNF-a. Al inhibir a NF-kB, Merlin, también inhibe procesos como el
crecimiento celular, la transformacién mediada por Ha-ras, y la respuesta pro-inflamatoria,

incluyendo la produccién de citocinas pro-inflamatorias (Kim et al., 2002).

Un estudio mostré que Merlin al interactuar con HRS, bloquea la via activada por RTKs y
por la proteina adaptadora transductora de sefiales (signal-transducing adaptor molecule,
STAM), lo que inhibe a la proteina transmisora de sefalesy activadora de la
transcripcién-3 (signal transducer and activator of transcription-3, Stat-3) (Scoles et al.,
2002), de tal modo que Merlin podria estar evitando la transcripcién de genes de citocinas
inflamatorias, pues Stat-3 es un factor de transcripcion que se ha visto involucrado en el

proceso inflamatorio.

e Inhibicién de la degradacion por proteosoma

Cuando Merlin esta activa, bajo confluencia por contacto célula-célula, es capaz de
translocarse al nucleo, donde se une y suprime a la ubiquitin ligasa E3 CRL4 (cullin4A-
ring E3 ubiquitin ligase, CRL4) y a su factor asociado (DDB1- and CUL4-associated
factors, DCAF1), evitando que CRL4/DCAF1 mande a degradacién por proteosoma a
diferentes clases de genes involucrados en el control de la proliferacion celular, arresto
del crecimiento y supresion de la tumorigénesis. La deplecidn de esta ubiquitin-ligasa por
sobre-expresion de Merlin inhibe la proliferacion en las células de schwannoma y suprime

el potencial oncogénico de células deficientes de Merlin (Li et al., 2011).
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e Control del ciclo celular

Otro estudio mostré que Merlin incrementa la estabilidad de p53 al inhibir su degradacion
mediada por MDM2, lo cual acompafa el incremento de la actividad de transcripcion
dependiente de p53, es decir de genes que inducen apoptosis y arresto del ciclo celular
(Kim et al., 2004). Ademas, Merlin al inhibir a Stat-3, también inhibe la transcripcion de la
ciclina D1, lo cual arresta el ciclo celular (Scoles et al., 2002; Scoles, 2007). Merlin ejerce un
efecto antiproliferativo, al menos en parte, por represion de la via de expresion de ciclina
D1 inducida por PAK, ya que esta cinasa es blogqueada por Merlin, lo cual evita la entrada
a la fase S (Xiao G.H. et al., 2005).

e Otras proteinas con las que interactlia

Se han identificado una plétora de proteinas que interactian con Merlin, tanto
transmembranales como intracelulares, entre las que se encuentran la proteina
relacionada con el gen deletéreo del cancer colorectal (deleted in colorectal carcinoma,
DCC), CD43, FAT, NHE-RF, caspr/paranodina, paxilina, capaina, sintenina, a la isoforma
L de la proteina potenciadora de pip (phosphoinositide 3-kinase enhancer, PIKE-L), y la
proteina de union a RNA es respuesta a la trans-activacion (trans-activation response
RNA-binding protein, TRBP); estas proteinas unidas a Merlin parecen estar jugando un
papel importante en rutas de sefializacion mediadas por RTKs, moléculas de adhesion,
receptores de la matriz extracelular y pequefias GTPasas. Es posible que estas proteinas
no sean efectores blanco de Merlin, sino que su funcion sea reclutar a Merlin dentro de

varias localizaciones subcelulares (revisado por: Okada et al., 2007; Stamenkovic y Yu, 2010).

1.2.3) Lainactivacién de Merlin induce carcinogénesis

La inactivacion sostenida de Merlin, ocasionada ya sea por mutaciones somaticas o
germinales, por represion epigenética, por activacion constitutiva de cinasas PKA o PAK,
por induccion de su degradacién por proteosoma por AKT, o por alteraciones en cualquier
ruta de sefializacién encargada de su activacion o fosforilacion, conduce a la proliferacion
celular descontrolada, a la promocién de fenotipos tumorales y progresion del cancer,
puesto que se ve inhibida la actividad de Merlin dentro de los diferentes procesos en los

que participa como supresor de tumores. Como ya se menciond arriba la baja en la
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expresion del gen Nf2 o en la actividad de Merlin se ha asociado al desarrollo de
diferentes tipos de cancer entre los que se encuentra canceres del sistema nervioso
central como schwannomas, menigiomas, ependimomas, astrocitomas, osteosarcomas,
carcinomas en el sistema nervioso periférico, gliomas, fibrosarcomas, carcinomas
hepatocelulares, carcinomas de tiroides, de colon, de prostata, de mama, carcinomas
perineurales o pulmonares(revisado por: McClatchey y Giovannini, 2005; Scoles, 2007; Asthagir
et al, 2009; Stamenkovic y Yu, 2010).

Varios estudios han mostrado que ratones NF2+/- estan predispuestos al desarrollo de
una variedad de tipos de tumores, sugiriendo un amplio papel de la pérdida de Merlin en
la tumorigénesis. Notablemente la funcion de supresor de crecimiento de Merlin es
conservada en otras especies (revisado por Jacoby, et al., 1996). Ademas, la deficiencia de
Merlin coopera con la pérdida de p53 en inducir tumores en el sistema nervioso
periférico, y con la pérdida de pl16 para causar mesoteliomas en diferentes modelos de
ratones, indicando que la inactivacion de Merlin coopera con otras lesiones oncogénicas
para promover la tumorigénesis en un amplio rango de tejidos (revisado por Okada et al.,
2007).

1.3) miRNAs

Los microRNAs o0 miRNAs, son RNAs pequefios, monocatenarios, no codificantes, con un
tamafio aproximado entre 19 a 24 nucleétidos, cuya funcion es la regulacion de la
expresion génica de diferentes mRNA. Los miRNAs reprimen la expresion génica por
reconocimiento de los sitios blancos complementarios, localizados mayormente en la
region no traducida 3° UTR, de los mRNA. Sin embargo, algunos miRNAs animales
pueden tener como blanco la region 5° UTR y regiones codificantes de los mRNA. La
complementariedad induce la formacion de un duplex miRNA:mRNA, tal interaccién
impide la traduccion o promueve la degradacion de los mMRNA (revisado por: Carlo y Croce,
2011; Melo y Esteller, 2011).Debido a la capacidad de los miRNAs para regular de manera
especifica y fina la expresion génica, su papel es de gran importancia en diversos
procesos celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la respuesta al estrés, el
metabolismo, el cancer, la inflamacién y la muerte celular programada, entre otros(revisado
por Meza-Sosa et al., 2012).
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1.3.1) Biogénesis y maduracion de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs comienza cuando la RNA polimerasa dos (Pol-11) sintetiza
un transcrito grande conocido como mIiRNA primario (pri-miRNA), que forma una
estructura tallo-asa. El pri-miRNA es reconocido por un complejo proteico llamado
microprocesador, constituido por una RNAasa llamada Drosha y la proteina DGR8. DGR8
reconoce la estructura tipo asa, de aproximadamente 70 nucle6tidos, del pri-mRNA,
mientras que Drosha se une al RNA de doble cadena o estructura tipo tallo, donde corta
sélo algunas bases de los extremos del pri-miRNA. A esta nueva estructura se le conoce
como miRNA precursor (pre-miRNA), el cual es exportado del nucleo al citoplasma por la
Exportina 5, con ayuda de la GTPasa Ran. El pre-miRNA transportado al citoplasma es
subsecuentemente convertido a un miRNA maduro ddplex por otra enzima RNA I,
endoribonucleasa especifica de RNA de doble cadena (double-stranded RNA-specific
endoribonuclease, DICER1). El procesamiento del pre-miRNA por DICER1 genera un
duplex corto que contiene dos cadenas, un miRNA final o maduro y un miRNA estrella. En
células humanas, TRBP es una proteina que se asocia con DICERL1, siendo un sensor de
RNA de doble cadena, y permitiendo que éste se cargue dentro del complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex, RISC). Seguido al
procesamiento por DICER1/TRBP, resulta un duplex de 22 nucleétidos que es cargado
dentro de una proteina conocida como Argonauta (Ago), que también forma parte del
complejo efector conocido como RISC. La cadena del daplex que permanece dentro de
Argonauta es el miRNA maduro (cadena guia 0 miRNA) mientras que la cadena estrella
(cadena pasajera o miRNA*) es degradada en la mayoria de las ocasiones. Los
nucleotidos 2-8 de la secuencia del miRNA maduro forman la llamada regién semilla, que
es complementaria al sitio blanco del mMRNA blanco y por tanto confiere la especificidad
de la interaccién y del silenciamiento. Una vez unida el miRNA maduro al mRNA blanco
éste impide su traduccién o promueve su degradacion (Fig. 6) (revisado por Melo y Esteller,
2011).
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Figura 6. Biogénesis y maduracion de los miRNAs. Los genes de miRNAs son
generados como transcritos largos, denominados miRNAs primarios (pri-miRNAS) que
después son procesados para generar miRNAs precursores (pre-miRNAs). Los pre-
miRNAs son exportados desde el nucleo al citoplasma, donde son procesados para
generar un duplex que consiste del miRNA maduro y su cadena complementaria
llamada miRNA estrella (miRNA*). EI miRNA maduro es capaz de reclutar al complejo
RISC y este complejo guia el silenciamiento de sus mRNA blanco, ya sea por

degradacion o por inhibicidon traduccional. Modificado de Melo y Esteller, 2011.

1.3.2) miRNAs como reguladores del cancer

Recientemente, distintos estudios han reportado que la desregulacién de los miRNAs, ya
sea por mecanismos genéticos o epigenéticos, es clave para el desarrollo de varios tipos
de cancer, al estar involucrados en la regulaciéon traduccional de cientos de genes
relacionados con la diferenciacion, proliferacion y apoptosis. Distintos miRNAs estan
directamente involucrados en diferentes tipos de cancer, incluyendo el de pulmén, mama,
sistema nervioso central y periférico, cerebro, higado, colon y leucemias. Los miRNAs
oncogénicos son aquellos que al sobre-expresarse inactivan mRNA de supresores de
tumores, y/o al bajar su expresion aumenta la de los oncogenes, mientras que los

MiRNAS supresores de tumores son aquellos que al sobre-expresarse inactivan mRNA de
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oncogenes, y/o al bajar su expresion aumenta los supresores de tumores (revisado por
Ruan et al., 2009).

Se han descrito perfiles particulares de expresion de miRNAs asociados con la aparicion
de determinados tipos de cancer, por lo que su deteccidn ha servido como referencia para
la clasificacion de tumores, la diagnosis, el estado y progresion, asi como prognosis y
respuesta al tratamiento de diferentes canceres. Por mapeo génico se ha visto que 50 %
de los genes de miRNAs estan localizados en regiones cromosomicas, que estan bajo
rearreglos, deleciones y amplificaciones en las células cancerigenas. Ademés de las
alteraciones genéticas y epigenéticas en los genes de miRNAs, su desregulacion también
puede ser alterada por cambios en las proteinas encargadas de su biogénesis y
maduracién, como por ejemplo, por mutaciones dentro del TRBP2 o DICER1, dando una
baja global de miRNAs maduros (revisado por: Ruan et al., 2009; Carlo y Croce, 2011; Melo y
Esteller, 2011).

1.4) miRNA-7

El gen que codifica para el Hsa-miR-7 (Hsa, se refiere a Homo sapiens), reside en la
banda citogenética humana 9¢g21 y participa en procesos relacionados con la
diferenciacion de foto-receptores, diferenciacion de progenitores neurales del sistema
nervioso central, regulacion de la proliferacion celular e inflamacién (Lu et al., 2011; Atlas

Genetic Oncology-5"¢").

1.4.1) Relacién del miR-7 con el cancer

La sobre-expresion del miR-7 favorece la adquisicion y desarrollo del linfoma de células B,
el cancer pulmonar, el de mama y el urotelial. Tal sobre-expresion es estimulada por el
receptor EGFR por la via Ras/ERK/c-Myc, la cual a la vez induce la proliferacion celular y
el crecimiento celular independiente de anclaje. EGFR induce miR-7, a través de la
supresion de la expresion del represor transcripcional de ETS (Ets Domain Transcriptional
Repressor, ERF), un regulador negativo de la actividad de la MAPK/ERK (Chou et al.,
2010).
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Sin embargo, también se ha reportado que la progresidon tumoral en glioblastomas,
meduloblastomas, cancer pulmonar, de mama y gastrico, se debe a una disminucion de
miR-7. En estos canceres la baja en miR-7 aumenta la sefalizacion de proliferacion, pues
impide la inactivacién de los mRNA blanco de EGFR y AKT (Kefas et al., 2008). En cancer
de mamé, la baja de miR-7 impide la inactivacion de su mRNA blanco PAK, aumentado
los niveles de esta cinasa promotora de invasion (revisado por Chou et al., 2010; Godlewski
etal., 2010; Lu et al., 2011).

En conjunto, estos datos indican que hay un delicado balance del circuito regulatorio
existente entre EGFR y miR-7. Las diferentes alteraciones de este balance, dadas en
varios tipos de cancer, pueden finalmente determinar el papel de miR-7 como oncogén o
como supresor de tumores (Chou et al., 2010).

1.5) miRNA-146a

1.5.1) Relacion del miR-146a con el sistemainmune y la respuesta

inflamatoria.

En los humanos el hsa-miR-146a esta localizado en la banda cromosémica 5934, y es
expresado en varios tipos celulares, pero mayormente en células TReg, promoviendo que
estas células sean capaces de mantener la homeostasis inmune, limitando la respuesta
inflamatoria. En este sentido, la deficiencia de miR-146a resulta en un incremento del
namero de TRegs con funcién descontrolada, ocasionando una ruptura en la tolerancia
inmunolégica, una masiva activacion linfocitica e infiltracién tisular (revisado por: Williams et
al., 2008; Rusca y Monticelli, 2011).

Una alta expresion de miR-146a se ha observado en las células T cooperadoras (T helper
cells-, TH-) tipo 1, pero no en las tipo 2 (TH2), sugiriendo que miR-146a es importante en
el mantenimiento de la diferenciacion del linaje de las células T. Ademas, miR-146a esta
involucrado en la produccion de células mieloides incluyendo neutréfilos, monocitos y
plaquetas. Por ejemplo, miR-146a participa en la diferenciacion y maduracion de los
megacariocitos o plaguetas, proceso que intensifica la expresion de la proteina con dedos
de zinc asociada a la leucemia promielocitica (promyelocytic leukaemia zinc finger,

PLZF), la cual a su vez inhibe a miR-146a. Esta desregulacion de miR-146a provoca un
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incremento en la expresion del receptor de quimiocinas tipo 4 (chemokine receptor type 4,
CXCR4), necesario para que lleve la megacariopoyesis (revisado por: Williams et al., 2008;
Rusca y Monticelli, 2011).

En linfocitos T cooperadores, la estimulacion con componentes bacterianos o flingicos
como lipolisacaridos (LPS), o con citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 y TNF-a, inducen
la transcripcion de miR-146a, lo cual depende de la activacién de NF-kB. TNF-a e IL-1B
inducen la expresion de miR-146a en fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis
reumatoide. En células epiteliales de tejido alveolar de pulmén, un incremento de miR-
146a, dado por la sobre-estimulaciéon con IL-1B, regula negativamente la liberacion de
guimiocinas inflamatorias como IL-8 y CCL5. Se ha visto que miR-146a atenla o controla
la hiper-respuesta inflamatoria al inhibir la transcripcién de componentes rio abajo de los
receptores tipo toll (toll like receptors, TLR), como son la cinasa 1 asociada al receptor de
IL-1 (interleukin-1 receptor-associated kinase, IRAK1) y el factor 6 asociado al receptor de
TNF (receptor-associated factor 6,TRAF6), contribuyendo al umbral de tolerancia a
endotoxinas y a la regulacion de la producciéon de TNF-a. Significativamente, esta asa de
retroalimentacién negativa solo se ha visto cuando los niveles de IL-1B son muy elevados,
reafirmando que miR-146a podria ser un importante controlador de rutas involucradas en
la inflamacion severa (Taganov et al, 2006) (revisado por: Williams et al., 2008; Rusca y
Monticelli, 2011).

En células de Langerhans humanas, miR-146a esta constitutivamente expresado en altos
niveles, en comparacion con las células dendriticas intersticiales. La alta expresioén de
miR-146a es inducida por el factor de transcripcion PU.1, en respuesta a TGF-B, un
sefializador clave que induce la diferenciacion epidermal de las células de Langerhans
pero no la diferenciacién de las dendriticas. La alta expresion de miR-146a representa un
nuevo mecanismo para evitar que las células de Langerhans sean sensibles a una
exacerbada sefalizacion de TLR, a través de disminuir los niveles de NF-kB, por
inactivacion de IRAK1 y TRAF6. Por ejemplo, en células epiteliales, la baja de IRAK1,
dada por miRNA-146a, induce una tolerancia inmune innata y protege del dafio epitelial
inducido por bacterias (Taganov et al, 2006) (revisado por: Williams et al., 2008; Rusca y
Monticelli, 2011).
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En células neurales de cultivo primario estresadas por péptidos B-amiloides-42 y/o IL-1B,
y en cerebros de personas con Alzheimer, miRNA-146a presenta una sobre-expresion
inducida por NF-kB. A la vez, miR-146a inhibe al factor de complemento H (complement
factor H, CFH), un represor de la respuesta inflamatoria en el cerebro, exacerbando la
respuesta inflamatoria (Lukiw et al., 2008), la cual podria estar favoreciendo la formacién de

las placas B-amiloides-42 y el desarrollo de Alzheimer y del propio cancer.

1.5.2) Relacién del miR-146a con el cancer

Varios estudios han reportado que la sobre-expresion de miR-146a en distintos tipos de
cancer, como son el de tiroides papilar, pancreas, mama, cervical y glioblastoma, en
comparacion con el tejido normal, incrementé la proliferacion de éstos. El desarrollo de
linfomas y algunos carcinomas ocasionados por la infeccién crénica con el virus Epstein
Barr (VEB), parecen estar relacionados con la sobre-expresiéon de miR-146a, pues la
proteina latente de la membrana 1 (latent membrane protein 1, LMP1) de este virus, la
cual mimetiza los receptores para TNF, induce la expresién de miR-146a, suprimiendo asi
la respuesta inmune y por tanto favoreciendo la sobrevivencia de las células

cancerosas(revisado por: Williams et al., 2008; Rusca y Monticelli, 2011).

Sin embargo, también se ha reportado una baja en la expresion de miR-146a en células
de cancer pancreético, gastrico, de mama, gliomas, carcinoma de préstata y carcinoma de
médula, en comparacion con las normales, en donde bajo un contexto celular normal miR-
146a reduciria los niveles de la Rho-cinasa 1 (Rho-associated, coiled-coil
containing protein kinase 1, ROCK1) y EGFR, proteinas claves inductoras de la
proliferacion celular, invasion y metastasis. En células pancreaticas la re-expresion de
miR-146a inhibid la capacidad invasiva de las células pancreéticas, al bajar los niveles
EGFR e IRAK1 (revisado por: Williams et al., 2008; Rusca y Monticelli, 2011). En el caso del
desarrollo de gliomas, la baja de miR-146a estaria aumentando los niveles de Notchl,
implicado en la diferenciacion celular de la astroglia del sistema nervioso central, proceso

gue de manera indirecta podria estar favoreciendo la progresién tumoral (Mei et al., 2011)

Todos estos datos sugieren que miR-146a, dependiendo del tipo y contexto celular, puede

jugar un papel de promotor oncogénico o de supresor de tumores.
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2) JUSTIFICACION

Como ya se menciond, Merlin juega un papel importante como supresor de
tumores al controlar procesos como la proliferacion, crecimiento, apoptosis,
inflamacion y movilidad en diferentes tipos celulares, de tal modo que su
inactivacion, ya sea por mutaciones, modificaciones postraduccionales y

degradacion, promueve la adquisicion de diferentes fenotipos tumorales.

Debido a lo anterior y siendo que actualmente los miRNAs son considerados
reguladores clave para el desarrollo del cancer, el definir si existen miRNAs que
tengan como blanco a Merlin permitiria entender el desarrollo de tumores aun en

ausencia de mutaciones y otros mecanismos de inactivacion en el gen de Merlin.
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3) HIPOTESIS

Dado que Merlin es un importante supresor de tumores, que no todos los tumores
resultan de mutaciones en este gen y que los miRNAs pueden promover el
desarrollo tumoral alterando la expresion de supresores de tumores, entonces
proponemos la existencia miRNAs que regulen la expresion de Merlin y asi

promover la transformacion celular.

z

HIPOTESIS
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4) OBJETIVOS

4.1) Objetivo general

e Demostrar que Merlin es blanco de miRNAs.

4.2) Objetivos especificos

e l|dentificar bioinformaticamente miRNAs que podrian tener como blanco a
Merlin.

e Demostrar si algunos de los miRNAs identificados interactdan con la 3’'UTR de

Merlin.

¢ Demostrar que los miRNAs regulan los niveles de expresion de Merlin.
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5) MATERIALES Y METODOS

5.1) Andlisis bioinformatico: bases de datos y programas

Los programas utilizados para predecir si la 3’'UTR de Merlin era blanco de miRNAs

especificos, fueron los siguientes:

¢ miRanda ( http://www.microrna.org/microrna/getGeneForm.do)

e PITA (http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mirQ7 prediction.html)

e Target Scan Human (http://www.targetscan.orq)

Algunos programas requirieron tanto la secuencia de la region 3’'UTR del mRNA humano

de Merlin, obtenida de la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org), como la

secuencias de los miRNAs maduros candidatos, obtenidas de la base de datos miRBase

(http://www.mirbase.orq).

Por otro lado, el programa usado para predecir el tamafio de los fragmentos de DNA
después de haber sido digerido con enzimas de restriccidn especificas (restricciones in

silico) fue NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/); mientras que los programas

usados para revisar las construcciones secuenciadas fueron BLAST/NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html).

5.2) Extraccion de DNA genomico de sangre

La extraccion de DNA gendmico se hizo a partir de sangre humana periférica obtenida del
banco de sangre del Hospital Regional del IMSS de Cuernavaca, Morelos. La sangre se
mezcld con solucién buffer de fosfatos 1x (PBS-1x) en una relacion 1:1. Por cada 10 mL
de sangre-PBS, se agregaron 3 mL de Ficol, centrifugando por 30 minutos a 13,000 r.p.m.
Se tomo la fase anillada y se le agregaron 50 mL de PBS-1x, centrifugando por 5 minutos
a 13,000 r.p.m. La pastilla de células se resuspendié con 5 mL de PBS-1x. Se cuantifico el
namero de células con azul de tripan 1:1 usando una cdmara de New Bawer. Las células
se lavaron una vez mas con PBS, centrifugdndolas por 5 minutos a 13,000 r.p.m.

Posteriormente, la pastilla de células se resuspendio suavemente en 1 mL de PBS-1xy se
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centrifugd por treinta segundos a 15,000 r.p.m. A partir de la nueva pastilla de células
(que contenia 22.5X10° células) se purificé el DNA genémico, con ayuda del Kit MidiPrep
(Stratagene) siguiendo las instrucciones del proveedor. EI DNA se cuantificé en
espectrofotébmetro y guardé a -20 °C, para su posterior uso.

5.3) PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), para
amplificar tanto la 3’'UTR de Merlin como el pre-miR-146a, se realiz6 mezclando los
siguientes reactivos a las correspondientes concentraciones finales: buffer de reaccion a
1x, cloruro de magnesio (MgCl,) a 1.5 mM, mezcla de desoxiribonucleétidos trifosfato
(dNTPs) a 1.5mM, oligonucledétido sentido y oligonucle6tido antisentido a 1pmol por cada
uL de reaccion, DNA gendmico a 4 ng por pL de reaccion ,DNA-polimerasa Amplificasa de
Termus aquaticus (Taq) (Bio TecMol, EA500) a 0.025 U por pL de reaccion, la reaccion se
ajusta al volumen final deseado con agua esteril, libre de DNAasas. La reaccion de PCR
consté de una etapa de desnaturalizacion a 95 °C por tres minutos, una etapa de
alineamiento a 70 °C por un minuto y a 72 °C por un minuto treinta segundos, esta etapa
consto6 de 30 ciclos, y finalmente la etapa de extension fue a 72 °C por diez minutos hasta
descender a 4 °C por un minuto. Los oligonucle6tidos sentido y antisentido utilizados para
amplificar tanto la 3" de Merlin como el pre-miR-146a, fueron disefiados in silico y se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para amplificar la 3 UTR de Merlin y el pre-miR-146a.

Sentido ™ L
5 AATTCTCGAGACCTGCCACTTCTCCTGC 3
© (Xhol): 71.72°C | 28b
© " .
@ c Antisentido
5 = Notl 5" AAAGCGGCCGCGCTGACTGCAGTACGACC 3 79.13°C | 29b
9] otl):
m = ( )
- Sentido i i
© 5" AATTGGATCCCAGCTGCATTGGATTTACC 3 69.4°C 29b
S (BamHlI):
= Antisentido | i
g (xhol) 5 TAATCTCGAGGCCTGAGACTCTGCCTTCT 3 71.55°C | 29b
o ol):
o

Las bases en rojo indican los sitios de restriccion para las correspondientes enzimas,
escritas también en rojo en paréntesis. Las letras azules indican las bases afiadidas para

un anclaje correcto de las enzimas de restriccion. L: Longitud, TM: Temperatura de fusion.
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El DNA obtenido de la reaccion de PCR, con la 3’'UTR de Merlin, se corrié a 100 volts en
un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon Ultrapure (Invitrogen) al 1 %, con buffer Tris-
borato-EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) (TBE) al 1x y 0.5 pg/mL de bromuro de
etidio (BrEt). Se corté la banda del gel que contenia el amplificado de la 3'UTR y se
purifico el DNA con ayuda del kit de QIAquick (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
proveedor. EI DNA purificado fue cuantificado y guardado a -20 °C, para su posterior uso.

Por otro lado, de la reaccion de PCR con el pre-miR-146a amplificado se tomaron 5 ul y
se corrieron en un gel de agarosa al 1 %, con TBE al 1x y 0.5 ug/mL de BrEt, para
confirmar la presencia del producto esperado, y el resto de la reaccion fue purificada por
precipitacion con etanol, cuantificada y guardada a -20 °C, para su posterior uso.

5.4) Restricciones enziméaticas

5.4.1) Digestién de 3’'UTR de Merlin

e Digestidn paraligacion

El DNA purificado con la 3’'UTR de Merlin fue digerido con las enzimas Xhol y Notl, para
poder ser insertado dentro del vector psiCheck2 (Promega), para ello se preparé una
mezcla con los siguientes reactivos, a las correspondientes concentraciones finales:
Seroalbumina bovina (BSA) a 1 pg/uL, Buffer 3 (NE Bio Labs) a 1x, 1ug de DNA de
3’'UTR de Merlin, 10 U de Notl (NE Bio Labs), 10 U de Xhol (NE Bio Labs). La reaccion de
digestidon se realizd por dos horas a 37°C. Se inactivaron las enzimas poniéndolas veinte
minutos a 62 °C en bafio maria, y finalmente el DNA se purificé por precipitacion en

etanol, cuantificé y guardo a -20 °C para su posterior uso.
e Digestiéon diagnoéstica
La digestion diagndstica, para confirmar si el DNA purificado correspondia a la 3'UTR de

Merlin, se realiz6 tomando 500 ng del DNA, a los cuales se le agregaron 10 U de la

enzima Pvull (Fermentas), Buffer G a 1x (Fermentas) y se digirié6 por dos horas a 37 °C.
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La digestion se separd en un gel de agarosa al 1 % con TBE y 0.5 pug/mL de BrEt a 100
volts.
5.4.2) Digestion de miR-146a

e Digestidn paraligacion

El DNA purificado con el pre-miR-146a fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol para
poder ser insertado en el vector pcDNA3.1 (Invitrogen). Para ello se preparé una mezcla
con los siguientes reactivos a las siguientes concentraciones finales: BSA a 1ug/uL,
Buffer 3 (NE Bio Labs) a 1x, 1 ug del pre-miRNA146a, 10 U de BamHI (NE Bio Labs) y 10
U de Xhol (NE Bio Labs). La reaccién se realizé por dos horas a 37 °C. Se inactivaron las
enzimas incubandola reaccién de digestion por veinte minutos a 62 °C en bafio maria. El
DNA se purificé por precipitacion con etanol, se cuantific6 y se guardd a -20 °C para su

posterior uso.

e Digestidon diagnodstica

La digestion diagnostica, para confirmar si el DNA purificado correspondia al pre-miR-
146a, se realizé usando 500 ng del DNA purificado que fueron digeridos con 10 U de la
enzima Pvull (Fermentas), usando Buffer G a 1x (Fermentas). La reaccion se realizd por
dos horas a 37°C y los productos de la digestion se separaron en un gel de agarosa al 1%
con TBE y 0.5 pg/mL de BrEt, a 100 volts.

5.4.3) Digestion del plasmido psiCheck2

El vector psiCheck2 (Promega) fue digerido con las mismas enzimas que el inserto 3'UTR
de Merlin, es decir Xhol y Notl. La digestion fue hecha en dos fases, primero fue con Notl,
por ser la de actividad mas sensible, y los reactivos usados quedaron a las siguientes
concentraciones finales: BSA a 1ug/uL, Buffer 3 (NE Bio Labs) a 1x, 10 U de Notl (NE Bio
Labs) por cada pg del vector psiChecK2. Se realiz6 la digestion por dos horas a 37 °C y
para inactivar a la enzima, la mezcla se incub6 a 62 °C por veinte minutos. Para la
segunda digestion, al tubo con la primera digestiéon se le agregaron 10 U de Xhol (NE Bio
Labs), dejandola por dos horas a 37 °C. Posteriormente se agregaron 10 U de fosfatasa

alcalina (Fermentas), por cada pg de vector y se dejé actuando por una hora a 37 °C. El
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DNA se purificd por precipitacion con etanol, cuantificéd y dejo a -20 °C para su posterior
uso. Para confirmar que se tenia el psiCheck2 linearizado, se separaron 500 ng de lo
purificado en un gel de agarosa al 1 %, con TBE y 0.5 pg/mL de BrEt, a 100 volts.

5.4.4.) Digestion del plasmido pcDNA3.1

El vector pcDNA3.1 (Invitrogen) fue digerido con las mismas enzimas que el inserto pre-
miR-146a, es decir BamHI y Xhol. Los reactivos usados para la reaccion de digestion
quedaron a las siguientes concentraciones finales: BSA a 1ug/uL, Buffer 3 (NE Bio Labs)
a 1x, 1 ug del vector pcDNA3.1 por 10 U de BamHI (NE Bio Labs) y 10 U Xhol (NE Bio
Labs), llevando al volumen final deseado con agua estéril. Se dejé por dos horas a 37 °C.
Pasado el tiempo se puso veinte minutos a 62 °C, para inactivar ambas enzimas. Se
purificd por precipitacion con etanol, cuantificd y dejo a -20 °C para su posterior uso. Para
confirmar que el pcDNAS.lestaba linearizado se corrieron 500 ng de lo purificado en un

gel de agarosa al 1%, con TBE al 1y 0.5 pg/mL de BrEt, a 100 volts.

5.5) Ligacion

Para insertar o ligar la 3'UTR de Merlin enel vector psiCheck2, y el pre-miR-146a, en el
vector pcDNA3.1, se mezclaron en una reaccion de ligacion los siguientes reactivos a las
concentraciones finales indicadas: 5 U de ligasa T4 (Fermentas), buffer de la enzima T4
(Fermentas) a 1x, de 10 a 50 ng del correspondiente vector previamente linearizado y
purificado, el correspondiente producto de ligacién digerido (ya sea la 3’'UTR de Merlin o

el miR-146a), a una concentracion dada a partir de la siguiente formula :

(ng del vector)x( tamaiio del inserto)

ng del Inserto = x 3, ajustando el volumen final deseado

Kb del tamaiio del vector

con agua estéril libre de DNAasas. Las reacciones de ligacién se incubaron dos horas a
22 °C y doce horas a 4 °C.

5.6) Transformacion en bacterias DH5-a

Bacterias Escherichia coli (E. coli) DH5a (Promega), fueron transformadas con las
construcciones, psiCheck2/3’"UTR-Merlin y pcDNAS3.1/pre-miR146a; para esto, de las

reacciones de ligacion se tomé un volumen tal que contuviera 15 ng de DNA (tomando en
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cuenta tanto del DNA plasmidico como el inserto), y se mezclé por inversién con 50 pL de
bacterias competentes por tratamiento con cloruro de calcio (CaCly) previamente
descongeladas en hielo. La mezcla de bacterias con la ligacion se incubé treinta minutos
en hielo, y luego 38 segundos a 48°C, y se regresO al hielo por dos minutos.
Posteriormente se agregaron 300 pL de medio de cultivo liquido Luria Bertani (LB) y se
incubo a 37 °C por 50 minutos en agitacion. Pasado el tiempo, se plaquearon 50 puL y 100
pl del cultivo bacteriano en cajas Petri con medio LB sélido con ampicilina a 100 pg/mL.
Las cajas Petri se incubaron a 37 °C, por 18 horas. Las colonias que fueran mas grandes
y aisladas se tomaron con una punta estéril y se depositaron en 5 mL de medio LB liquido
con ampicilina a 100 pg/mL, y se incubaron por 18 horas a 37 °C en agitacion. Pasado el
tiempo el crecimiento bacteriano fue guardado a 4 °C para la posterior purificacion del

plasmido.

Por otro lado, la construccion pcDNA3.1/pre-miR-7 fue purificada a partir de un pastilla en
glicerol de E. coli DH5-a, guardada a -70 °C. Tal construccion fue previamente aislada,
secuenciada y purificada en laboratorio, y cuenta con la insercion de la secuencia
precursora del miR-7b de ratén, amplificada a partir de sangre de ratones C57 obtenidos
del Bioterio del IBT, UNAM. Se puso un raspado de la colonia en 6 mL de medio LB
liguido con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL y se incub6 a 37 °C en agitacion

por 18 horas. El cultivo se guardé a 4 °C para la posterior purificacion del plasmido.

5.7) Minipreparacion de DNA plasmidico

Las construcciones, psiCheck2/3"UTR-Merlin, pcDNAS3.1/pre-miR-7 y pcDNA3.1/pre-miR-
146a, contenidas en los diferentes crecimientos de las colonias guardadas a 4 °C, fueron
purificadas mediante la técnica de extraccion de DNA por método de lisis alcalino. Para
ello se tomaron 3 mL de crecimiento bacteriano y se centrifugaron un minuto a 15,000
r.p.m. La pastilla bacteriana se resuspendié suavemente en 100 uL de TEG (glucosa 50
nM, Tris pH 8.0 25 nM, EDTA 10mM) y se dej6 por cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se mezclé suavemente con 200 pL de la solucion 0.2 N de hidroxido de
sodio (NaOH) y dodecilsulfato sodico (SDS) al 1 % (preparada al momento), dejando
cinco minutos en hielo. Se agregaron 150uL de acetato de potasio (KAc) 5 M frio a pH4.8
y sin mezclar se dej6 cinco minutos en hielo, para después centrifugarlo por un minuto a

15,000 r.p.m. Luego, se tomd solo el sobrenadante evitando llevar el DNA genémico y
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restos celulares y se centrifugd por un minuto a 15,000 r.p.m. Este paso de centrifugar y
pasar el sobrenadante se repitié las veces que fueron necesarias para eliminar todo el
DNA genomico y restos celulares. Posteriormente al sobrenadante se le agregaron 800pL
de etanol (ETOH) al 100%, y se mezcl6é por inversion 5 veces, dejandolo un minuto a
temperatura ambiente, después se centrifugd por un minuto a 15,000 r.p.m. y se deseché
el sobrenadante, quedando soélo la pastilla a la que se le agregaron 800 yl de ETOH al
70%, dejandola por dos minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé por un minuto a
15,000 r.p.m, se desecho el sobrenadante, evitando desprender la pastilla, la cual se dejé
a temperatura ambiente, hasta que adquiriera un color translucido, luego se resuspendio
con vortex en 50puL de tris-EDTA (TE), hasta disolverla.

Para comprobar que se tenia la construccion deseada, se digirieron 4 pL del DNA
purificado con 10 U de la enzima Pvull (Fermentas), junto con el Buffer G (Fermentas) a
1x (el cual contenia 2 ng/pL de RNAasa). La digestion se incub6 durante media hora a 37
°C. Los productos de la digestién se separaron en un gel de agarosa al 10 % con TBE 1x
y con 0.5 pg/mL de BrEt, a 100 volts.

De las colonias portadoras de las construcciones que dieron el patrén de digestion
esperado, se escogieron las que emitieron mayor sefial en el gel, y se tomé 1 mL del LB
gue contenia los respectivos crecimientos bacterianos (previamente guardados a 4°C), y
se agregaron a 6 mL de medio LB liquido con 100 pg/mL de ampicilina, que se dejaron
agitando a 37°C por 18 horas. Se tomaron 3 mL para purificar las construcciones, con
ayuda del Kit MiniPrep Gene Jet Plasmid (Fermentas), siguiendo las instrucciones del

proveedor. El DNA purificado se cuantificé y fue usado para la secuenciacion.

5.8) Secuenciacion

Las construcciones purificadas con MiniPrep (Fermentas) se mandaron a secuenciar.
Para ello se prepar6 una dilucion, que se envié a la unidad de secuenciacion del Instituto
de Biotecnologia, UNAM (IBT), con 500ng del DNA purificado en 15 pL de agua estéril y el
correspondiente oligonucle6tido a una concentracion de 10 pmol/pL. Las diluciones se
hicieron por duplicado, una con el oligonucle6tido sentido, y otra con el oligonucleétido
antisentido. Al par que contenia la construccion psiCheck2/3"UTR-Merlin, se le agregaron
el oligonucledtido sentido 5AGG ACG CTC CAG ATG AAA TG 3y el
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antisentido 5'CAA ACC CTA ACC ACC GCT TA 3, los cuales sirven para amplificar
cualquier secuencia insertada dentro del sitio de clonacion mdultiple del psiCheck2;
mientras que al par de diluciones que contenia la construcciéon pcDNA3.1/miR-146a se le
agrego el oligonucleodtido sentido 5°'AAT TGG ATC CCA GCT GCA TTG GAT TTACC 3", y el
antisentido 5"TAA TCT CGA GGC CTG AGA CTCTGCCTTCT 3°; al par de diluciones que
contenia la construccién pcDNA3.1/pre-miR-7 se le agrego el oligonucle6tido T7 primer
5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 37, el cual amplifica la regién promotora T7, propia
del plasmido pcDNAS3.1, y ubicada rio arriba del inserto pre-miR-7.Las secuenciaciones se
analizaron con los programas BLAST-NCBI y Chromas (Seccién 5.1), y se seleccionaron
las colonias con las secuencias que no presentaran mutaciones en relacion con las

secuencias sacadas de las bases de datos.

5.9) Maxipreparacién del DNA plasmidico

Las construcciones, psiCheck2/3"UTR-Merlin, pcDNAS3.1/pre-miR-7 y pcDNA3.1/pre-miR-
146a, cuya secuencia fue correcta, fueron seleccionadas y purificadas en grandes
cantidades partiendo de 6 mL de medio liquido LB, que contenia los crecimientos
bacterianos de DH5-q, junto con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL. Tales
crecimientos bacterianos se cultivaron por dieciocho horas a 37 °C, en agitacion.
Posteriormente, los 6 mL de los cultivos bacterianos se inocularon en 500 mL medio LB
Liquido con 100 pg/mL de ampicilina, y se dej6 en agitacion por 18 horas a 37 °C. Pasado
el tiempo, los 500 mL fueron utilizados para purificar el DNA con ayuda del Kit Maxiprep
Genopure Plasmid (Roche), siguiendo las indicaciones del proveedor. EI DNA purificado
se cuantificé y fue digerido con Pvull para comprobar que correspondia a la construccion

de interés, finalmente se guardé a -20 °C para su posterior uso.

De los 500 mL de medio LB iniciales utilizados para el maxiprep, se tomaron 1.5 mL de
cada cultivo y se centrifugaron por un minuto a 15,000 r.p.m. Se desechd el
sobrenadante, y la pastilla se resuspendié en 500 pL de LB liquido con ampicilina a 100

pug/mL, mas 500 pL de glicerol y se guard6 a -70 °C.
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5.10) Cultivo de células HEK-293

Las células utilizadas para los experimentos de transfeccion y los ensayos de luciferasa,
fueron las células HEK-293 de American Type Cell Culture (ATCC), las cuales son células
humanas embrionarias de rifidn, con altos indices de transfeccidbn previamente
reportados. Las células HEK-293 fueron mantenidas en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco de Invitrogen) suplementado con: 5 % de Suero Fetal
Bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de streptomicina y 2mM de glutamina
en un ambiente de 5 % de diéxido de carbono (CO,) a 37 °C y 90 % de humedad. Para
su transfeccion, las células, a un 90 % de confluencia, se desprendieron con Tripsina a 1x
(Gibco Invitrogen) y se colectaron en 1/10 del volumen inicial de DMEMsup-5%SFB. Las
células se centrifugaron por 5 minutos a 1,200 r.p.m. y la pastilla se resuspendi6
suavemente en 3 mL de DMEMsup-5%SFB. El nimero de células se determind usando
una camara New Bawer, en presencia de azul de tripano 1:1. Se sembraron 120,000
células por caja, en cajas de 35 mm con 3 mL de medio DMEMsup-5%SFB, las células se
cultivaron a 37 °C, con 5 % de CO, y 90 % de humedad, hasta alcanzar el 90 % de

confluencia.

5.11) Transfeccién de construcciones

A las células HEK-293 a 90 % de confluencia, se les retir6 el medio y se enjuagaron con 1
mL de DMEM sin suplementar, y se agregaron 1.5 mL de DMEM sin suplementar.
Posteriormente a cada caja se le agregé 100 ul de una mezcla que contenia: 50ul de
DMEM junto con el DNA de las construcciones, previamente purificadas, a diferentes
concentraciones y combinaciones mostradas, a grandes rasgos en la Tabla 2, mas 50 pl
de DMEM sin suplementar que contenia 3 ul de lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las
células se cultivaron a 37 °C con 5 % de CO,y 90 % de humedad. Pasadas 24 horas se
retird el medio y fue sustituido por 1.5 mL de DMEMsup-5%SFB. Las células se cultivaron
de nuevo bajo las mismas condiciones y se cosecharon pasando las 48 horas post-

transfeccion.

Los grupos de transfeccion variaron en concentracion y combinacién de construcciones
en los diferentes ensayos de luciferasa, y se muestran a detalle en las Tablas

suplementarias S1-S5.
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Tabla 2. Grupos de transfeccidn de los ensayos de luciferasa. Cantidades usadas

de cada construccion en la transfeccion de células HEK-293 para los ensayos de

luciferasa
NO TRANSFECTADAS i
psiCheck?2 pcDNA3.1
(0.1 ng) pcDNA3.1/miR-146a
pcDNA3.1/miR-7 (0.1,0.2y 0,4 ug)
+ pcDNA3.1/miR-145
0 pcDNA3.1/miR-881
:QE & psiCheck2/3'UTR | -
5 O de Merlin pcDNA3.1
§ = (0.1 pg) PCDNA3.1/miR-146a
2 e pcDNA3.1/miR-7 (0.1,0.2 y 0,4 pg)
P—: + pcDNA3.1/miR-145

psiCheck2/3"UTR
de KLF4

(0.1 ng)

pcDNA3.1

pcDNA3.1/miR-7

pcDNA3.1/miR-145

pcDNA3.1/miR-881

(0.1,0.2y 0,4 pg)

5.12) Extractos totales

Una vez que pasaron 48 horas post-transfeccion, se desechd el medio y las cajas se

enjuagaron con 1 mL de PBS1x.

Cada una de las cajas, con las células con los diferentes grupos de transfeccion, que
fueron usadas para los ensayos de luciferasa se lisaron con 100 pL de Buffer de Lisis
Pasivo 1x del Kit Luciferace Dual System Assay (Promega). Los lisados se congelaron
en hielo seco y se descongelaron en bafio maria a 65 °C. Este ciclo de congelacion-
descongelacion se repitid dos veces. Posteriormente se centrifugaron a 4 °C, por diez

minutos a 14,000 r.p.m. y se recupero el sobrenadante, para guardarlo a -70 °C hasta su

uso.
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Las cajas con las células que fueron usadas para el ensayo del Western blot se lisaron
con 100 pL de buffer de lisis (Tris 20 Mm pH 7.4, cloruro de sodio (NaCl) 137 mM, B-
glicerolfosfato 25 mM pH7.4, PPiNa 2 mM, EDTA 2 mM pH7.4, Triton x 100 1%, glicerol
10%), suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Antipaina 5 pg/mL,
Aprotinina 5 pg/mL, ditiotreitol (DTT) 0.5 mM, Leupeptina 5 pg/mL, Pepstantina 5 pg/mL,
PMSF 1 mM, Ortovanadato de Sodio (NasVO,)1 uM). Después de ser incubados por 15
minutos en hielo, los lisados se centrifugaron a 4 °C, por diez minutos a 14,000 r.p.m. El

sobrenadante se recupero y se guardd a -70 °C, para su posterior uso.

5.13) Ensayo de luciferasa

Los ensayos de luciferasa se llevaron a cabo utilizando el Kit Luciferase Dual System

Assay (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor, partiendo de 5 pl de los

extractos celulares totales.

5.14) Western blot

La cuantificacion de proteinas de los extractos totales de las células HEK-293
transfectadas, se llevé acabo mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Se
tomaron 40 pg de proteinas y se llevaron a un volumen de 30 ul con agua estéril, 5 pl de
Buffer de carga para proteinasa 1x (Tris HCI pH 6.8 a 0.5 M, glicerol al 10 %, SDS al 10
%, azul de bromofenol al 0.05 %, B-mercaptoetanol al 0.005 %). Las proteinas se
desnaturalizaron hirviendo las muestras por cinco minutos y se guardaron a 4 °C hasta su
uso.

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 10 %, a una corriente de 35 mA
en buffer de corrida 1x (25 mM de Tris, 192 mM de de glicina y SDS al 0.1 %), durante

una hora.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (LG) en buffer de
transferencia (200 mM de glicina, 25 mM Tris, 0.1% de SDS y metanol al 20 %) utilizando

un voltaje constante de 100 mV, durante 90 minutos.
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La membrana fue tefiida con rojo de ponceau, para evaluar la calidad de la transferencia
de proteinas y se destifiié con agua destilada. Las membranas se bloquearon durante una
hora a temperatura ambiente con leche al 5 % en TBS-T (Tris/HCI 20 Mm pH 7.5, NaCl
150 mM, Tween 20 al 0.05 %).

Posteriormente, se les afiadié el anticuerpo primario correspondiente en 5 % de leche en
TBS-T, y se incubaron con agitacion a 4 °C durante toda la noche. El anticuerpo anti-NF2
fue utilizado a una dilucion 1:1000 y el anticuerpo anti-ERK2 a una dilucion 1:4000.

Las membranas se lavaron tres veces por lapsos de cinco minutos con TBS-T para
después agregar el anticuerpo secundario en leche al 5 % en TBST-T. El anticuerpo
secundario anti-conejo Inmunoglobulina G (IgG) fue diluido 1:6000 para la membrana que
contenia el anticuerpo anti-Merlin y 1:10,000 para la membrana que tenia el anticuerpo
anti-ERK2. Las membranas se incubaron por una hora a temperatura ambiente con
agitacion suave. Pasado el tiempo las membranas se lavaron tres veces por lapsos de
cinco minutos con TBS-T y posteriormente se revel6 con una mezcla de Luminol y
Reaccion Oxidante del kit de quiomioluminiscencia Western Ligthing Plus ECL (Perkin

Elmer), siguiendo las instrucciones del proveedor.

5.15) Anticuerpos

Los anticuerpos se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, INC. Los anticuerpos
primarios fueron anti-NF2 (Merlin) (sc-332), anti-ERK2 (sc-154), y el anticuerpo

secundario fue anti-conejo IgG (sc-5308).

5.16) Analisis estadisticos

La comparacion de las medias de los datos obtenidos en los ensayos de luciferasa, se
hizo por medio de la prueba estadistica T-student. Los datos se presentan como un
promedio + desviacion estandar. Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov fueron
aplicadas para los dato. Mdltiples comparaciones pareadas y la prueba T-student fue
usada para determinar el valor de p, cuyo valor de significacion se defini6 como
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05. Los procedimientos matematicos para analizar las

diferentes lecturas de luciferasa se muestran a detalle en la seccién suplementaria S-6.
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6) RESULTADOS

6.1) Anadlisis bioinformatico: miRNAs que tienen como blanco la
3'UTR de Merlin

Ya que hasta la fecha de este trabajo de tesis no hay reporte alguno sobre la regulacion
de la expresion de Merlin mediada por algun miRNA, lo primero que se hizo fue un
analisis bioinformatico para determinar aquellos miRNAs que podrian tener como blanco a
la 3'UTR de Merlin, el cual se basé en la comparacién de los valores obtenidos por los
programas Target Scan Human, PiTa y miRanda (Fig. 7). Estos tres programas estan
disefiados con base en algoritmos capaces de predecir la probabilidad de interacciéon de
un MiRNA con el o los sitios blanco dentro de la 3’'UTR del mRNA de un gen, tomando en
cuenta distintos criterios, como son la ubicacidon del sitio blanco dentro de la 3'UTR,
complementariedad de la regién semilla del miRNA con el sitio blanco, cantidad y
ubicacién de bases adenina-uracilo (A-U) adyacentes al sitio blanco, abundancia del sitio
blanco y estabilidad termodindmica en la formacion del duplex miRNA:mRNA. Ademas,
cada programa aporta valores o datos especificos, que hacen mas robusto el analisis

(revisado por Hammell, 2010).

El programa PiTa determina la probabilidad de interaccion de un miRNA con un mRNA
con el valor AAG, que es la resta de AG open (energia necesaria para que el sitio blanco
esté accesible) del AG duplex (energia necesaria para la formaciéon del duplex). Entre
menor es el valor AAG, hay menor energia libre y mayor probabilidad de interaccién, de tal
modo que si determinado duplex arroja una AAG menor a -7 establece un valor
significativo para considerar que se podria estar dando tal interaccion. Lo anterior se basa
en experimentos tanto in vitro como in vivo, donde se probd que la inactivacion dada por
ciertos miRNAs sobre algunos genes, presentaron valores de AAG menores a -7 (revisado
por: PITA-6"®, Kertesz, M., et al., 2007; Hammell, M. 2010).

El programa Target Scan Human considera significativa la formacién de determinado
duplex miRNA:mRNA si el valor context + score presenta un porcentaje entre 80 % a 100
%. Ademas, dentro de los parametros que toma en cuenta para obtener estos valores se
encuentra la conservacion del sitio blanco al alinear la 3"UTR de Merlin con sus ortélogas.

Si el sitio blanco esta conservado en varias especies, es un indicador positivo para
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considerar que tal interaccion miRNA:mRNA podria estar teniendo una significancia
funcional y por ello se ha preservado a lo largo de la evolucién. También toma en cuenta
la complementariedad de la regién semilla con el sitio blanco, si las 8 o 7 bases de la
region semilla son complementarias al sitio blanco es un buen indicador para sugerir que

Web,

tal interaccion se podria estar dando (revisado por: Target Scan Human-7""; Lewis B. P.,et al.,

2003; Hammell, 2010).

El programa miRanda se basa en el valor miRsvr score, el cual entre mas negativo se
presente es un indicador favorable para considerar significativa la formacion de
determinado duplex. De manera directa el programa so6lo muestra los miRNAs que
presentan valores negativos, y por lo tanto sefiala a aquellos miRNAs que tienen una alta
Web

probabilidad de estar interactuando con determinado mRNA (revisado por: miRanda-8
John B., et al. ,2004; Hammell M. 2010).

Las secuencias de cada miRNA, usadas para el andlisis bioinformatico, fueron obtenidas
de la base de datos miRBase y la secuencia de la 3’'UTR de Merlin de la base de datos
Ensembl (Fig. 7). Las direcciones electronicas de todos los programas y las bases de

datos usadas se muestran a detalle en la seccién de materiales y métodos.

miRNAs
Il--I-I---II-I 3, UTR: MERLIN
|
I
- |
cit3ands —
L 3

GT e‘I'S canHuman
Prediction of microRMA targets

|
miRNA:RNAmM
(significativos)

Figura 7. Método bioinformatico para encontrar miRNAs candidatos. Esquema
de flujo que muestra el desarrollo del andlisis bioinformatico para determinar
aquellos miRNAs con alta probabilidad de que tengan como blanco la 3'UTR de
Merlin y que podrian estar formando duplex significativos con éste. También se

muestran las bases de datos usadas para obtener las secuencias de los miRNAs y la
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El resultado final obtenido a través del analisis bioinformatico comparativo con los tres
diferentes programas nos arroj0 una lista de 12 miRNAs que se consideraron
significativos para interactuar con Merlin al formar un ddplex con algun sitio blanco de su
region 3’'UTR (Tabla 3). Dentro de esta lista se consideran mas significativos a los
MiRNAs: hsa-miR-25, hsa-miR-32, hsa-miR-146a, hsa-miR-7, hsa-miR-330 y hsa-miR-
326, que estan sombreados en rojo en la Tabla 3, ya que presentaron valores positivos
para la formacién del duplex con los tres diferentes programas. En cambio, el resto de los
MiRNASs de la lista, presentes en blanco (Tabla 3), s6lo contaron con valores significativos
en dos programas, pero fueron tomados en cuenta ya que se han comprobado ,de
manera experimental, interacciones de miRNAs con su mRNA blanco a pesar de no
haber sido predichos o reconocidos por algoritmos de algunos de los programas hasta
ahora diseflados, como es el caso del miR-1 de ratén, el cual ya se ha demostrado
experimentalmente que tiene como blanco a la proteina parecida a Kruppel factor 4
(Kruppel-like factor 4, KLF4), a pesar de solamente ser positivo para su interaccion con

este mMRNA en dos programas (Xie C. et al., 2011).

Tabla 3. MiRNAs que resultaron significativos parala formacién de un duplex con la 3’'UTR de Merlin.

Sitio blanco Pita Miranda Target Scan Human
o . dentro de la Context Complementa
N miRNA 3'UTR de miRsvr score riedad region L
: AAG ; : s Conservacion
Merlin score percentile semilla/ sitio
% blanco
1 hsa-miR-25 184-190 -6.76 -0.1779 79 7mer/8 Alta
2 hsa-miR-32 184-190 -7.05 -0.1763 81 7mer/8 Alta
3 hsa-miR-92a 184-190 -4.43 -0.1779 81 7mer/8 Alta
4 hsa-miR-92b 184-190 -4.43 -0.1779 81 7mer/8 Alta
5 hsa-miR-363 185-191 -2.34 -0.1779 78 7mer/8 Alta
6 hsa-miR-367 185-191 -4.53 -0.1779 77 7mer/8 Alta
7 hsa-miR-146a 234-240 -8.12 -0.1309 88 7mer/8 Alta
8 hsa-miR-146b 234-240 -2.92 -0.1309 86 7mer/8 Alta
271-277 -9.10 -0.3048 91 7mer/8 Baja
9 hsa-miR-7 :
802-808 -9.63 X 42 7mer/8 Baja
10 hsa-miR-193b 304-310 -6.03 X 94 8mer Baja
11 hsa-miR-330 3521-3527 -10.74 -0.1684 95 8mer Baja
12 hsa-miR-326 3523-3529 -9.54 -0.1717 95 8mer Baja
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Debido al enfoque de investigacion de nuestro laboratorio, los miRNAs que nos llamaron
mas la atencién fueron el miR-7 y el miR-146a (Tabla 3), ya que como se mencioné en la
introduccion, la activacion de miR-146a se ha visto relacionada con el proceso
inflamatorio, y la de miR-7 con el proceso de proliferacion celular y diferenciacion, ademas
de que la sobrexpresion de ambos miRNAs se ha asociado al desarrollo de diferentes
tipos de cancer. Por tanto, el presente trabajo se plante6 como objetivo determinar si hsa-
miR-7 y hsa-miR-146a podrian estar regulando a Merlin.

6.1.1) Prediccién bioinformética: hsa-miR-7 forma un duplex significativo
con la3’'UTR de Merlin

Dentro de la lista de miRNAs, obtenida como resultado del andlisis bioinformético, el hsa-
miR-7 resultd ser un candidato positivo para estar formando un duplex con la 3'UTR de
Merlin. En la introduccion se mencion6 que la sobrexpresién de hsa-miR-7 se ha
asociado a diferentes tipos de céancer, ademas de ser un miRNA cuya transcripcion y
actividad se ha asociado a procesos favorecedores del proceso cancerigeno, como la
inflamacion, diferenciacion y proliferacién celular (Chou et al., 2010; Lu et al., 2011; Atlas

") Lo anterior, llevd a suponer que las funciones transformantes del

Genetic Oncology-5
miR-7 podrian involucrar la inactivacion del supresor de tumores Merlin. Por tanto, se

plante6 averiguar si el miR-7 es capaz de reducir los niveles de Merlin.

El andlisis bioinformatico mostré que la 3'UTR de Merlin presenta dos posibles sitios
blanco para miR-7, el primero se ubica en las bases 271-277 y el segundo en las bases
802- 808. Ambos sitios son complementarios con 7 de las 8 bases de la regién semilla del
miR-7 (Fig. 8-A). Los resultados del programa miRanda indican que el primer sitio blanco
muy probablemente sea un sitio genuino, ya que obtuvo un miRsvr score de -0.3048,
pero no el segundo sitio blanco, el cual a pesar de ser mostrado por el programa Target
Scan Human tampoco fue considerado significativo. Sin embargo, el programa PiTa dio
una AAG de -9.10 para el primer sitio y de -9.63 para el segundo, ambos valores caen
dentro del rango que se considera positivo para afirmar que miR-7 podria estar
interactuando con la 3'UTR de Merlin (Fig. 8-B). Ademas, el programa Target Scan
Human mostré un context score percentile de 91 % para el primer sitio blanco, dato
efectivo para considerar significativo que este sitio esté formando un dlplex con el mMRNA,

en cambio el segundo sitio presentd un context score percentile de 42 %, valor que no

O | capitulo: 6) RESULTADOS



considera significativo la interaccion de este sitio blanco en el miR-7. El programa Target
Scan Human también mostr6 que el primer sitio se encuentra conservado sélo en
humano, chimpancé y macaco, y el segundo sitio esta conservado en humano, chimpancé
y perro (Fig. 8-C). Estos datos sugieren que al estar presentes sélo en tres especies
podria tratarse de apariciones recientes y por tanto su significancia funcional podria ser

importante solo para las especies en las que se presentaron.

A) C)
Posicion de 271-277 merlin 3'UTR | 5'..UUUUAAGAAGUAUUUGUCUUCCU... |  sitioBlanco 1
Sitio Blanco 1) TRIRR] "
hsa-mir-7 (Todos) | 3' UGUUGUUUUAGUGAUCAGAAGGU Posiciones (pb) **** 610 eseeres
smiRsvr Score:  -0.3048 (miRanda) Humano - - AUUPGUCUUCCHU-
*Context Score percentile: 91 % (Target Scan Human) ‘v.hxaclo ®  -AUUPGUCUUCCYU-
2 dmuticucnucesn
Posicion de 802-808 merlin 3°UTR | 5°..6CAGGAGCCACUCAUGUCUUCCC... e
Sitio Blanco 2) TERIRE
hsa-mir-7 (Target Sean Human y PiTa) | 3° UGUUGUUUAGUGAUCAGAAGGU Sitio Blanco 2
*Context Score percentile: 42% (Target ScanHuman) Posiciones [Fh] 0e800,...... ;
Hu.manc- ACUCAUGUCUUCC
B) Chimpancé  pcycaubUCHUCCd
JUR  miRNA AGduplex  AGopen MG oy mo | AcUcACAuCUTCCe
CUGUGURUCUUCC
MERUN (1)  hsa-miR-7 -139 4,79 910
(Target Scan Human)
MERUNQ)  hsa-miR-7 -20.6 -10.69 963

Figura 8. Prediccién bioinformatica: hsa-miR-7 forma un duplex significativo con
la 3’'UTR de Merlin. A) Duplex formados entre el miR-7 y sus dos posibles sitios blanco
dentro de 3’'UTR de Merlin. Las lineas rojas presentan el perfecto alineamiento entre 7,
de las 8 bases, de la regién semilla del miR-7 con sus 2 sitios blanco. Muestra el valor
de mRsvr de -0.3048 para el primer sitio, y un context score percentile de 91 % y 42 %
para el primer y segundo sitio. B) Valores termodinamicos, Aduplex, Aopen y AAG,
dados en ambas interacciones de miR-7 con la 3" UTR de Merlin. La AAG para el primer
sitio es de -9.10 y para el segundo es de -9.63, indicando una alta probabilidad en la
formacion de ambos duplex. C) Alineamientos de la secuencia de la 3'UTR de Merlin de
diferentes especies; los cuadros rojos muestran la conservaciéon del sitio blanco para
miR-7. El primer sitio s6lo se conservo en humano, chimpancé y macaco, y el segundo
entre el humano, chimpancé y perro, lo que indica que ambos sitios estan principalmente
conservados en hominidos, por lo que son de reciente aparicién en la escala evolutiva.

Los paréntesis encierran los programas que generaron los correspondientes valores.
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La comparacion de los valores obtenidos por los tres diferentes programas sugiere que el
miR-7 muy probablemente forme un duplex con el primer sitio blanco de la 3'UTR de
Merlin, y con menor posibilidad, el miR-7 podria estar interactuando con el segundo sitio
de la 3'UTR de Merlin.

6.1.2) Prediccion bioinformatica: hsa-miR-146a forma un duplex
significativo con la 3'UTR de Merlin

Dentro de los miRNAs que resultaron candidatos para tener como blanco 3'UTR de
Merlin, obtenidos por el andlisis bioinformatico, se encontraba el hsa-miR146a. Los
valores bioinformaticos obtenidos para este miRNA sugieren que podria estar regulando
traduccionalmente a Merlin ya que, como se mencion6 en la introduccién, la sobre-
expresion del miRl146a se ha asociado con diferentes tipos de cancer, y cuya
transcripciébn y actividad, también, se ha relacionado con la respuesta inflamatoria,
proceso favorecedor del desarrollo cancerigeno (revisado por: Lukiw et al., 2008; Williams et
al., 2008; Aronica et al., 2010; Rusca y Monticelli, 2011). Con base en lo anterior, se asumio
que el miR-146a podria favorecer el desarrollo tumoral a través de la inactivacion de la
actividad supresora de tumores de Merlin. Por tanto, se planteé como objetivo el tratar de

averiguar si Merlin es blanco del miR-146a.

El analisis bioinforméatico mostré que el miR-146a tiene un sitio blanco en la 3'UTR de
Merlin, ubicado en las bases 210-216, formando complementariedad con 7 de las 8
bases, de la region semilla del miR-146a (Fig. 9-A). El programa miRanda dio un miRsvr
score de -0.1309 (Fig. 9-A), mientras que el programa PiTa dio una AAG de -8.12 (Fig.
9-B), ambos datos indican que, termodinAmicamente hablando, la probabilidad de
formacion del duplex entre la regiéon 3’'UTR de Merlin y el miR-146a es muy alta. Por otro
lado, el programa Target Scan Human mostré un context score percentile de 88 % (Fig.
9-A). Ademas, el sitio blanco reconocido por el miR-146a esta altamente conservado,
presentandose en las 3’'UTR de Merlin de especies como humano, chimpancé, macaco,
raton, rata, cobayo, musarafa, caballo, vaca, armadillo y elefante. La conservacion de
este sitio a lo largo de la evolucién sugiere que la inactivacion de Merlin por miR-146a

podria estar teniendo una significancia funcional importante a nivel celular (Fig. 9-C).

Todos los valores obtenidos por los tres diferentes programas fueron indicadores positivos

de que miR-146a podria estar interactuando con Merlin y posiblemente inactivandolo.
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hsa-miR-146a (Todos) ¥ UUGGGUACCUUAAG-LCAAGAGU Macaco
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Figura 9. Prediccion bioinformatica: hsa-miR-146a forma un duplex significativo
con la 3’'UTR de Merlin. A) Muestra la formacion del duplex entre el miRNA-146a y el
sitio blanco de la 3'UTR de Merlin. Las lineas rojas presentan el perfecto alineamiento
entre 7, de las 8 bases, de la region semilla del miR-146a con el sitio blanco de la
3'UTR. Las lineas verdes indican complementariedad de bases adyacentes al sitio
blanco de Merlin con otras bases del miR-146a. Se presentan los valores de miRsvr
score de -0.1309 y de context score percentile de 88 %, ambos son significativos para
considerar la formacion del duplex. B) Valores termodinamicos, Aduplex, Aopen y AAG,
dados en la interaccion de miR-146a con la 3" UTR de Merlin. El valor de AAG es de -
8.12, valor significativo para afirmar la formacién del duplex. C) Alineamiento de las
secuencias de la 3’'UTR de Merlin de diferentes especies; los cuadros rojos encierra las
secuencias de las especies donde se ha conservado el sitio blanco de miR-146a, entre
las que se encuentran el humano, chimpancé, macaco, ratén, rata, cobayo, musarafa,
caballo, vaca, armadillo y elefante. Su conservacion a lo largo de la evolucién sugiere

gue podria tener una significancia funcional a nivel celular.
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6.2) Ensayo de luciferasa: Uso del plasmido psiCheck?2 para

determinar la interaccion miRNA:mRNA

Para confirmar que el miR-7 o el miR-146a interactan con Merlin, se usé6 el vector
psiCheck2 (Fig. 10-A), el cual porta un gen reportero que codifica para la proteina
luciferasa de Renilla sp. (hRLuc), ademas de contar con un segundo gen reportero
codificante para la luciferasa de Luciérnaga (hLuc), ambos genes reporteros emiten luz
cuando son traducidos de manera normal, esta emision de fotones en el caso del gen
hLuc se debe a que es oxidado en una reaccion que requiere ATP, Mg2 y O, produciendo
un intermediario luciferil-AMP, dando como resultado un flash de luz que se desintegra
rapidamente después de que el sustrato y la enzima se mezclan; el gen hRLuc cataliza
la reaccién luminiscente utilizando O,y coelenterazina. Los reactivos utilizados en ambas
reacciones bioluminiscentes se afiaden cuando se incuban los extractos de las células

transfectadas con los componentes del Kit Luciferase Dual System Assay (Promega).

Para determinar si un mRNA es blanco de un miRNA especifico, se clona la secuencia
3’UTR del mRNA de interés rio abajo del gen de luciferasa hRLuc e inmediatamente rio
arriba de la secuencia de poliadenilacion (necesaria para que el gen hRLuc finalice su
transcripcién). Asi, cuando se cotransfecta el vector psiCheck2 con la 3'UTR de Merlin
junto con un vector, como pcDNA3.1 (Fig.10-C), que porte un miRNA que interactué e
inactive a la 3'UTR, evitara la traduccion del gen reportero, disminuyendo los niveles de
luz emitida. De este modo, el grado de inactivacién del mMRNA de Merlin por parte del
MiRNA va estar relacionado directamente con la baja de emision de luz del gen reportero
hRLuc (Fig. 10-B). En cambio, cuando se cotransfecta el vector pcDNA3.1 que contenga
un miRNA que no tenga un sitio blanco dentro de la 3’'UTR de Merlin, y por lo tanto no
inactive su traduccion, no se vera alterada la traduccion del gen reportero hRLuc,
generando una emision de luz comparable al obtenido de células donde no se

cotransfectd ningiin mRNA o sélo el vector vacio (Fig. 10-B).

PsiCheck2 cuenta con un casete de resistencia a ampicilina, permitiendo la especifica
seleccién de las colonias que lo contienen en los ensayos de transformacion, ademas el
segundo gen hLuc, por estar ubicado cientos de bases adelante del sitio de clonacion
multiple y contar con un promotor distinto al del hRLuc, el promotor del gen de la timidina-

cinasa del virus simple del herpes (herpes simplex virus thymidine kinase promoter, HSV-
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TK), tiene la capacidad de emitir luz independientemente de la correcta transcripcion del
hRLuc y del inserto 3'UTR, de tal modo que hLuc da una sefial de fondo que permite
normalizar la sefial del gen reportero hRLuc y corregir la variabilidad de la transfeccion
(Fig. 10-A). Cabe aclarar que la intensidad de sefial o luz emitida por ambos genes
reporteros es determinada de manera precisa por un luminémetro, el cual la convierte en
valores numéricos que son sometidos a andlisis estadisticos que permiten conocer Si
realmente hay variaciones significativas entre la de la sefial de luciferasa emitida por
grupos transfectados con el vector vacio pcDNA3.1y la sefial dada por los grupos con los
vectores que portan los diferentes miRNAs, candidatos para inactivar a Merlin.

BamHI 4451
A) V40 Late B) Paro de la traduccion
poly(A)
m hRLuc Gen de interés
g.. e ——
on
HSV-TK mlc‘nif;m'z Bglll 1 " )
promoter Syrthetic (6273bp) Kpnl 58 5 a 3’'UTR-mRNA
1674ff W polviA) V40 early
1663 | Pm: enhancer/
1643 Xhol promoter :
1640 | Sgil V{ Bromo + o miRNA
Nhel 684 v +
5. 3 5 LU 3
JULUULIYL
traduccion Corte del
mRNA
2 \‘ $is l l\
l degradacion
) W 4
<« hRluc ™

" No sefial = no luz
Sefal-luz

Figura 10. Vector psiCheck-2, su uso en el ensayo de luciferasa, y el vector
pcDNAS3.1. A) El vector psiCheck-2 contiene el gen reportero hRLuc, necesario para el
ensayo de luciferasa, y el sitio de clonacién multiple donde se insertara la 3'UTR de
Merlin para saber si esta siendo inactivada por miR-146a y miR-7. B) Principio basico
del que parte el ensayo de luciferasa, que se usara para determinar si los miRNAs
inactivan a determinado mRNA. Modificado del manual de uso del vector psiCheck-2.
C) Vector pcDNA3.1, dentro del cual es insertado el miRNA, del cual se quiere saber
su actividad de silenciamiento. los cuadros rojos de a) y c) encierran los sitios de

restriccion que son cortados, por sus correspondientes enzimas, para poder introducir

los respectivos insertos (modificado del manual psiCheck, PROMEGA).

O | capitulo: 6) RESULTADOS



6.2.1) Obtencién de la construccion psiCheck2/3"UTR-Merlin

Partiendo del principio bésico del ensayo de luciferasa, antes explicado, se clond la region
3'UTR de Merlin humano dentro del vector psiCheck2, por medio de PCR en la que se
usaron los oligonucledtidos de la Tabla 1, se amplificaron las primeras 858 pb, de las
3,780 pb con las que cuenta la 3’'UTR del gen de Merlin. Esta decisién se tomé en parte
porque el tamafio de la 3'UTR era demasiado grande como para ser insertada dentro de
psiCheck2, y porque justo dentro de estas 858 pb se ubican tanto el sitio blanco de union

del miR-146a, como los dos sitios blanco del miR-7 (Fig. 11).

A) B) Secuenciaamplificada de 3'UTR de Merlin (858ph)

5 AATTCTCGAGACCTGCCACTTCTCCTG taccgggaccgcgggatggaccagatatcaagagagecatec
atagggagctpgctaepgatitecgtaagagetceagaactitecceagetgagtzaagageeeagecectett
atgtgcaattpecttpaactacgaccetgtagagatttcteteatpgegtictagtictetpacctgagtetttatt
ttaagaaptatttotcticctitgtetaatgtpppattectpacteectictecaaggeaceggtatatatatate

ttgeactceagagetgacciecaccgeecagectgggaagteatigtagggagtgagacactgaageectgaga
Tallo agceagtgccateatceccaceoegeecagggticeggaacaticatteecocaccggtgaggacctggcatgca

poliA gegasgeageceageeeggcagateoraggeeageacgoctgecgpcticteategteagggageocgeceag
agctegtgacgagcaagtgetggatoceegeeaggcaccecgagaepgcaetetagetageagetagtaggga
ataggcagggeagctatesctgeggagagactitaggcagaagetgtaatgcaggetgactgceagecgage
gactepstagtpcegtacggpagctgatggtacaggacactegetgteeceeteeggeeaccctagaccagggt
ccgagagacagacaggagecacteatgttccceattgecegacgeccatagacgetocticetgtotagggct
geggtactccctGGTCGTACTGCAGTCAGCGCGRCCGLTTTY

i [T oo s ][t sen e
Sitios blancos de miR-7

PCR: Amplificd dela 1-858 pb de la 3'UTR de Merlin

Secuencia Codificante (SC)

d

Figura 11. 3'UTR de Merlin y sus sitios blanco. A) Ubicacion del gen humano de
NF2 de Merlin dentro del regién q12.2 del cromosoma 22, ademas de la ubicacién de
la regiéon 3"'UTR dentro del gen de Merlin y la relacion que muestran las primeras 858
pb de la 3’'UTR amplificadas por PCR con la regién entera de 3,780 pb. B) Muestra la
ubicacion del sitio blanco de miR-146a (en rojo) y de los 2 sitios blanco de miR-7 (en
verde), ademas de los oligonucleétidos utilizados para amplificar (en azul) las primeras
858 pb de la 3'UTR de Merlin.

El oligonucleétido sentido contaba con un sitio de restriccion para la enzima Xhol y el
oligonucledtido antisentido un sitio de restriccion para la enzima Notl, por lo que la 3'UTR
amplificada con ellos contd con los mismos sitios de restriccion (Tabla 1). Los sitios de

restriccion agregados fueron escogidos por dos razones: la primera fue el propdsito de
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que la secuencia de la 3'UTR de Merlin amplificada, al ser digerida por las enzimas
correspondientes, pudiera ser insertada dentro de la regiénde clonacion mdltiple de
psiCheck?2, el cual cuenta justo con los sitios de restriccion para Xhol y Notl (Fig. 10-A); y
la otra razoén, fue basada en el analisis con el programa NEBcutter, con el cual se detectd
gue ambos sitios de restriccion no estdn presentes dentro de la 3'UTR de Merlin,
descartando que al ser digerido con tales enzimas también se digiriera una region interna
de la 3'UTR, generando un producto trunco. A ambos oligonucleétidos, se les agregaron
bases extras para que funcionaran como plataformas de anclaje para las enzimas de
restriccion.

Una parte del producto de la PCR de la 3'UTR de Merlin, se corrié en un gel de agarosa,
para confirmar que el producto amplificado era el deseado, y cuya observacién bajo UV
podemos ver en la Fig. 12, en donde se ve una banda con un peso molecular ubicado
entre 750 y 1000 pb, es decir dentro del peso esperado para el producto de la 3'UTR de
Merlin amplificada, que era de 858 pb.

Producto de PCR amplificado
| de 3'UTR de Merlin |

MP  Ctrl |

3'UTR de Merlin

Figura 12. Amplificacion de la 3’'UTR de Merlin humano. Los productos de la
reaccion de PCR tanto control (Ctrl) como de Merlin se separaron en un gel de agarosa al
1 %, se observd con luz UV después de tefirse con BrEt. MP: marcador de peso
molecular. La flecha denota la 3" UTR de Merlin.
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La 3'UTR de Merlin fue digerida con las enzimas Xhol y Notl, purificada e insertada por
ligacion dentro del vector psiCheck2, que previamente fue digerido con las mismas
enzimas y purificado. La ligacion psiCheck2/3’"UTR-Merlin fue transfectada en las
bacterias DH5a, cuyas colonias fueron seleccionadas con el antibiético ampicilina, para el
cual contaba con el casete de resistencia el vector psiCheck2, y de las que se purificd su
DNA. Para corroborar que realmente se habia ligado la 3’'UTR de Merlin al vector, es
decir si realmente se contaba con la construccion psiCheck2/3'UTR-Merlin, el DNA
purificado fue digerido con la enzima Pwvull, los productos de la digestion se separaronen
un gel de agarosa, en el que se puede observar que las colonias seleccionadas digeridas
(1D, 2D, y 3D) mostraron un patron de bandas esperado para la construccion de
psiCheck2/3"UTR-Merlin (3747 pb, 1677 pb, 834 pb, 464 pb y 338 pb), y diferente al que
se observa cuando se digiere el vector vacio del psiCheck2 (3667 pb y 2188 pb) (Fig. 13).

Esto confirmd que se contaba con la construccion de interés.

Construcciéon Vector vacio
psiCheck2/3 UTR Merlin psiCheck2
| |
mP 'sb 1p 2p 3p''sp b

mp
(pb)

3500
3000
2500
2000

1500
1000
750
500

250

Figura 13. Verificaciéon de la construccién psiCheck2/3’"UTRMerlin. Las clonas
(1D, 2D y 3D), candidatas por contar con el inserto 3’"UTR dentro del psiCheck2, se
corrieron junto con las clonas con el pldsmido psiCheck2 vacio, ambos grupos de
clonas se dejaron sin digerir (SD) o se digirieron con enzima Pvull (CD). Los
productos se separaron en un gel de agarosa al 1 % y se observaron con luz UV

después de que el gel se tifié con BrEt. MP: marcador de peso molecular. Las cifras

indican los pesos moleculares del patron de bandeo esperado.
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Las colonias seleccionadas portadoras de la construccion de psiCheck2/3"UTR-Merlin, se
secuenciaron para determinar si no habia mutaciones internas que afectaran los sitios
blanco o la secuencia, y se escogieron aquellas que no presentaran cambios de bases.
Tales colonias se propagaron en grandes cantidades, purificando su DNA por Maxiprep,
para obtener y aislar la construccién psiCheck2/3"UTR-Merlin, que se muestra

representada en la Fig.14.

' e
hluc === AmpiR.

Figura 14. Representacion de la construccion psiCheck2/3’'UTR de Merlin. Tal
construccion esta constituida por la 3’'UTR de Merlin (los sitios blancos para miR-146a y
miR-7); se muestra la relacién espacial que guarda con los diferentes componentes
propios del vector psiCheck2, que forman parte de esta construccién, como son el gen
reportero hRLuc y su promotor simian virus-40 (SV40). En rosa se representa la 3'UTR de
Merlin que fue insertada y la relaciéon que guardan los sitios blanco de miR-7 y miR-146a-
Muestra también el segundo gen reportero hLuc, manejado bajo otro promotor, el HSV-

TK; y el casete de resistencia a ampicilina (AmpiR).

6.3) “miR-7 podria estar interactuando e inactivando a Merlin”

6.3.1) Obtencién de la construccion pcDNA3.1/miR-7

Para confirmar que el miR-7 interactia con la 3’'UTR de Merlin se utiliz6 tanto la
construccion pcDNA3.1/miR-7 (Fig.15), previamente diseflada y purificada en el
laboratorio, asi como la construccion psiCheck2/3"UTR-Merlin que contiene las primeras
858 pb de la 3'UTR de Merlin que incluye los dos sitios blanco del miR-7, clonada rio

abajo del gen de luciferasa (Figs.11-B y 14).
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La construccion pcDNA3.1/miR-7 cuenta con la insercion de la secuencia precursora del
miR-7b de ratén, mas 100 pb tanto rio arriba como rio abajo de est4, dentro de la region
polilinker del vector pcDNA3.1. (Figs.15y 16-A).

- BamHI
B o -
[ |
I

Pre-miR-7(309pb) de raton

Figura 15. Representacion de la construccién pcDNA3.1/miR-7. Tal construccion
esta constituida por la secuencia precursora de miR-7b de ratén; se muestra la relacion
espacial que guarda con los diferentes componentes propios del vector pcDNA3.1 y que
forman parte de esta construccion. El rectangulo azul claro representa la secuencia del
pre-miR-7b murino, el cuadro rosa dentro de él delimita la secuencia del miRNA maduro
(M), y el cuadro azul obscuro representa la region semilla (S). AmpiR indica el casete de

resistencia a ampicilina.

A pesar de que la construccion pcDNA3.1/miR-7 estd hecha con la secuencia precursora
del miR-7b de ratén, fue util para mimetizar la accién del miR-7 humano, ya que la region
semilla del miR-7b de ratdn es idéntica al miR-7 humano, por lo que ambos miRNAs son
complementarios de la misma manera a los dos sitios blanco dentro de la 3’'UTR de
Merlin humano (Fig. 16-B).

A) B)

Region semilla

>hsa-miR-7 maduro (Humano)

!_1_\
/%"n"gd“u':RNAJb 5'UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU 3’
-100pb -100 pb

>mmu-miR-7b maduro (Ratén)

i

| I

| pre-miRNA 5'UGGAAGACUUGUGAUUUUGUUGU3’
1
Secuencia del pre-miR-7b de ratén _ .
(309pb) insertada dentro de pcDNA3.1 Basestliprentss
Figura 16. Pre-miR-7b de raton y su relacion con el miR-7 humano. A)

Esquematiza las partes del inserto del miR-7b de raton que se introdujeron en el
vector pcDNA3.1, para formar la construccion pcDNA3.1/miR-7 utilizada en los
posteriores ensayos de luciferasa. B) Muestra la gran similitud entre el miR-7 maduro
de humano, y el miR-7b de ratdn, las cuales presentan idénticas regiones semillas y

sélo 1 base de diferencia entre sus miRNAs maduros.
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Ademas, la secuencia del miR-7b maduro de ratén sélo varia en una base de la secuencia
del miR-7 maduro humano (Fig. 16-B), por lo que, se esperaba que el miR-7 maduro de
raton estaria participando de manera idéntica a la del humano en la degradacion o
represion del mRNA de Merlin humano, pues el cambio en una sola base no estaria
afectando su capacidad de reconocer la 3'UTR de éste.

Las bacterias DH5a transformadas con pcDNA3.1/miR-7 se dejaron crecer para purificar
el plasmido. Para confirmar que realmente se contaba con la construccion, 1 pg de DNA
purificado y 1 pg del vector vacio (pcDNA) se digirieron con las enzimas BamHI y EcoRI
Los productos de la digestion se separaron en un gel de agarosa. La digestion del
plasmido pcDNA3.1/miR-7 mostré una banda de aproximadamente 309 pb, la cual
corresponde al peso molecular esperado, esta banda estuvo ausente en la digestion del
vector vacio (Fig.17). Estos resultados confirman que se cuenta con la construccién
adecuada.

Vector vacio:
pcDNA3.1 pcDNA3.1/miR-7

MP  SD cD SO CD
NP - —

1500

1000
750

S00

250 miR-7

Figura 17. Verificacion de la construccion pcDNA3.1/miR-7. Las clonas
candidatas por contar con el inserto miR-7 dentro del pcDNA3.1, se corrieron junto
con las clonas con el plasmido pcDNA3.1 vacio, ambos grupos de clonas se dejaron
sin digerir (SD) o se digirieron con las enzimas BamHI| y EcoRI (CD). Los productos
se separaron en un gel de agarosa al 1 % y se observaron con luz UV, después de
gue el gel se tifi6 con BrEt. MP: marcador de peso molecular. La flecha denota el

inserto miR-7.
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6.3.2) Laregion 3’'UTR de Merlin es blanco del miR-7

Las construcciones psiCheck2/3"UTR-Merlin y pcDNA3.1/miR-7 y sus correspondientes
vectores vacios, fueron transfectadas en las células HEK-293 bajo diferentes
combinaciones y concentraciones, y los extractos celulares fueron usados para evaluar la
actividad de luciferasa en cinco diferentes ensayos. Los grupos de transfeccion de cada

ensayo de luciferasa se presentan a detalle en las Tablas S-1 a S-5.

Los dos primeros ensayos fueron disefiados para determinar la concentracion éptima a la
que el miR-7 disminuyera los niveles de la actividad de la luciferasa. Las concentraciones
con las que se cotransfectod la construccion pcDNA3.1/miR-7 fueron de 0.1 pg, 0.2 ug y
0.4 ug, ya que a estas concentraciones el miR-7 afecta la expresion de sus genes blanco

ya descritos, segun previos experimentos en el laboratorio.

Las lecturas obtenidas del primer y segundo ensayo de luciferasa fueron sometidas a
procedimientos matematicos (S-6), en los que se resto el promedio de las lecturas de
luciferasa de las células no transfectadas a las lecturas de las células que si fueron
transfectadas, y en cada ensayo se sacaron los promedios de los siguientes grupos de
transfeccion: Promedio 1 (psicheck2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-7),
Promedio 2 (psiCheck2/ 3 UTR-Merlin cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-7),
Promedio 3 (psiCheck2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1 vacio) y Promedio 4
(psiCheck2/3"UTR-Merlin cotransfectado con pcDNA3.1 vacio). Se dividié el Promedio 2
entre el Promedio 1, y se tomaron en cuenta los productos dados por esta division para
cada ensayo de luciferasa y se sac6 un promedio de todos ellos, nombrado Promedio-
miRNA7. Por otro lado, se dividi6 el Promedio 4 entre el Promedio 3, y se tomaron en
cuenta los productos dados por esta divisibn para cada ensayo de luciferasa y se sac6
un promedio de todos ellos, nombrado Promedio-pcDNA3.1. El Promedio-miRNA7 se

normalizé a 1, tomando en cuenta como 1 al Promedio-pcDNAS.1.

Las lecturas normalizadas fueron graficadas para comparar los valores de los grupos
cotransfectados con el miR-7 y los de los grupos cotransfectados con el vector vacio. La
expresion del miR-7 independientemente de la concentracion de plasmido usada, fue
capaz de disminuir en un 60 % la actividad de luciferasa, en comparacioén con el vector

vacio, tomado como 100 % (Fig. 18). Los datos crudos de estos ensayos se muestran en
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las Graficas S-7 y S-8, que en conjunto indican que las construcciones generadas no
presentaban comportamientos anémalos, es decir que por si solas no generaban caidas
marcadas en los niveles de luciferasa, de tal modo que los datos obtenidos con dichas

construcciones son confiables.

1.2

Valores relatvos de luciferasa
Q
(]
1

\YAY} 0.1 png 0.2 ug 0.4 pug
miR-7

Figura 18. La 3'UTR de Merlin es blanco de miR-7. La células HEK-293 se
cotransfectaron con 0.1 ug de la construccién psiCheck2/3"UTR-Merlin y con 0.4 ug del
vector vacio pcDNA3.1 (V.V) (barra azul) o con las concentraciones indicadas del vector
de expresion de miR-7 (barras rosas), y 48 horas después se realizaron los ensayos de

luciferasa, como se describe en materiales y métodos. Estos datos provienen del lery

2do ensayo de luciferasa.

6.3.3) miR-7 reduce de manera significativa los niveles de luciferasa

Ademas del primer y segundo ensayo de luciferasa se realizaron otros tres experimentos
independientes, y cuyos grupos de transfeccién y concentracion de las construcciones

empleadas se muestran a detalle en las Tablas S-1 a S-5.

A pesar de que el miR-7 reduce la actividad de luciferasa desde 0.1 g, en los siguientes
ensayos la construccién pcDNA3.1/miR-7 sélo fue usada la concentracién de 0.4 ug para
poder comparar su actividad con aquella del miR-146a (la cual so6lo baja los niveles de
luciferasa a 0.4 pg) (Fig. 26). De igual manera, las construcciones de los miRNAs usados

como controles fueron transfectados a la misma concentracion de 0.4ug.

Las lecturas obtenidas en los cinco ensayos de luciferasa fueron sometidas a un analisis

estadistico que se muestra a detalle la parte suplementaria S-6, y los datos se resumen
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en la Fig. 19, en la que se observa que el miR-7 disminuy6 de manera significativa la
actividad de luciferasa, hasta un 60 % con una p <0.001 cuando se compara con la
obtenida cuando se transfecta el vector vacio, y hasta un 43 % con una p <0.001, en
comparacion a la observada en las células que expresan el miR-145, usado como control
negativo, ya que este miRNA no tiene sitios blanco dentro de la 3'UTR de Merlin y por lo
tanto no induce bajas significativas de los niveles de luciferasa, comportandose de
manera similar al vector vacio de pcDNA3.1. La disminucion de la actividad de luciferasa
(60 % y 43 %) resultante de la expresion del miR-7, esta dentro del rango de la reduccion
de la actividad en respuesta a otros microRNAs (Xiong et al., 2011) y dentro del rango de
inactivacion resultante de la interaccion de un miRNA con su mRNA, segun trabajos e
investigaciones publicadas donde se reportan bajas de los niveles relativos de luciferasa
de entre 20 % y 60 % (Sun et al.,2010; Mei et al.,2011).

En conjunto, estos resultados indican que la regién 3'UTR del gene de Merlin es blanco

del miR-7, y por tanto que el miR-7 puede modular los niveles de expresion de Merlin.

1.2 - i

0.8 A

0.6 -

0.4 -

Niveles Relativos de Luciferasa

0.2 A

***p<0.001

wv (-) miR-145 miR-7

(0.411Q)

Figura 19. miR-7 reduce de manera significativa los niveles de luciferasa. Las células
HEK-293 se cotransfectaron con 0.1 ug de la construccion psiCheck2/3"UTR-Merlin y con
0.4 ug del vector vacio pcDNA3.1 (VV), o 0.4 ug del vector de expresion de miR-7, 0 0.4
ug del vector de expresion miR-145, y 48 horas después se realizaron los ensayos de
luciferasa, como se describe en materiales y métodos. Los resultados se obtuvieron del

andlisis estadistico de 5 experimentos independientes con una n minima de 3.
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Como control interno se usaron varias construcciones previamente disefiadas y
purificadas en el laboratorio, las cuales fueron psiCheck2/3"UTR-KLF4, pcDNA3.1/miR-
145, pcDNA3.1/miR-7y pcDNA3.1/miR-881. La primera de ellas porta 1,000pb de la
3'UTR del gen KLF4. La segunda y tercera construccion portan el miR-145 y miR-7 de
raton, respectivamente; tales miRNAs, en ensayos de luciferasa, han generado bajas
significativas de los niveles de luciferasa al ser cotransfectadas con la construccion con la
3'UTR de KLF4, ya que tienen sitios blanco en esta secuencia, contrario a lo que se ha
visto al cotransfectar la cuarta construccioén con el miR-881 de raton, la cual no tiene sitios
blancos dentro de la 3’'UTR de KLF4 y por ello no causa bajas significativas en los niveles
de luciferasa, comportandose de manera parecida al vector vacio pcDNA3.1. Con base en
lo anterior la contransfeccion del miR-7 junto con KLF4, serviria también de control
positivo; de este modo, que lo que se esperaba con estos controles es que si la técnica
del ensayo de luciferasa se estaba realizando de manera correcta, se comportaran de la
misma manera que lo observado en otros ensayos e investigaciones del laboratorio,
independientemente de las lecturas arrojadas por las construcciones generadas en este

trabajo. Todos los controles internos se incluyeron sélo en dos ensayos de luciferasa.

Los resultados obtenidos para los controles internos se presentan en la grafica 3, en la
que se puede ver que tanto el miRNA-145 y como el miR-7, que tienen sitios blanco
dentro la 3’'UTR de KLF4, bajaron los niveles de luciferasa hasta 60 % en relacion con el
control del vector vacio pcDNA3.1 y hasta un 50 % en comparacion con el miR-881 usado
como control negativo (Figura 20), esto muestra la especificidad de los distintos mRNAs

probados.
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Figura 20. miR-7 y miR-145 bajan los niveles de luciferasa, al cotransfectarse con
KLF4. Las células HEK-293 se cotransfectaron con 0.1 pg de la construcciéon
psiCheck2/3"UTRKLF4, junto con ya sea 0.4 ug del vector vacio pcDNA3.1 (VV), con 0.4
Mg del vector de expresion de miR-7, con 0.4 ug del vector de expresién miR-145, o con
0.4 pg del vector de expresion de miR-881, y 48 horas después se realizaron los
ensayos de luciferasa, como se describe en materiales y métodos. Esta grafica muestra

los resultados obtenidos en 2 diferentes ensayos.

6.3.4) miR-7 regulalos niveles de Merlin en células HEK-293

Los resultados obtenidos con los diferentes ensayos de luciferasa indican que el miR-7
tiene como blanco la 3'UTR de Merlin. Para confirmar que la expresion del miR-7
disminuye los niveles proteicos de Merlin, éste se evalué por medio de inmunoblots con
extractos de células HEK-293 no transfectadas, transfectadas con 0.4 ug del vector de
expresion vacio o con 0.4 ug de la construccion pcDNA3.1/miR-7, usando anticuerpos
especificos para Merlin .Las células HEK-293 transfectadas con el miR-7, presentaron
una marcada disminucién en los niveles de Merlin al compararlos con los niveles
detectados en las células no transfectadas o transfectadas con el vector vacio (Fig. 21).
Las diferencias en los niveles de Merlin no se deben a diferencias en el cargado de la
muestra o un efecto pleiotrépico del miR-7, ya que los niveles de ERK2, una proteina

constitutiva, fueron similares.
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En resumen, estos resultados muestran que el miR-7 disminuye los niveles de proteina
endogena de Merlin en las células HEK-293, lo que apoya la idea de que el miR-7 puede
interactuar con el MRNA de Merlin y asi disminuir la expresion de la proteina

No
transfectadas Vector vacio miR-7 (0.4uq)

Rl --..‘ Merlin (69KDa)

| ERK2 (42 KDa)

Figura 21. miR-7 regula los niveles de Merlin en células HEK-293. Los extractos
proteicos de células HEK-293 no transfectadas, transfectadas con 0.4 ug del vector
vacio pcDNA 3.1 y transfectadas con 0.4 pg del vector de expresion del miR-7, se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 10 %, y fueron transferidos a una membrana
de nitrocelulosa, realizando un inmunoblot con anti-NF2 y anti-ERK2. Se indica el
peso de las proteinas de Merlin y ERK2.

6.4) “miR-146a podria estar interactuando e inactivando a Merlin”

6.4.1) Obtencion de la construccion pcDNA3.1/miR-146a

Para confirmar que el miR-146a realmente interactia con la 3’'UTR de Merlin, se
necesitaba obtener una construccion que portara el precursor del miR-146a dentro del
vector pcDNA3.1, y poderlo usar en los ensayos de luciferasa. Para generar tal
construccion, lo primero que se hizo fue amplificar el miR-146a por medio de reacciones
de PCR usando los oligonuclettidos de la Tabla 1, los cuales fueron disefiados para
amplificar 100 pb rio arriba y 100 pb rio abajo de la secuencia del precursor de miR-146a
0 pre-miR-146a, obtenida de la base de datos miRBase, y que internamente contiene la
secuencia del miRNA maduro y por lo tanto la regién semilla que reconoce el sitio blanco
de la 3’'UTR de Merlin. El tamafio del miR-146a por amplificar se decidioé porque, como ya
se menciond en la introduccion, para la formacion del miRNA maduro es necesario contar
con su precursor y por tanto de su estructura tipo horquilla, cuya secuencia es brindada

por miRBase, pero a pesar de eso aun no sabe con certeza la secuencia especifica para
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que se produzca tal estructura, es por ello que para asegurar su formacién se afiaden

100 pb extras, tanto arriba como abajo, del pre-miR-146a (Fig. 22).

tcagttcttcagctgggatatctetgtecategteg
gettgaggacctggagagagtagatectgaagaact
ttttcagtctgctgaagagettggaagactggagacA
GAAGGCAGAGTCTCAGGCCTCGAGATTA 3

) B) Secuencia amplificada de miR-146a (310pb)
Region semilla 5 AATTGGATCCCAGCTGCATTGGATTTACCagg

{—k—\ cttttcactcttgtattttacagggctgggacaggect

miRNA-146a ggactgcaaggaggggtctttgeaccatctetgaaa
100pb maduro 100 pb agcegatgtgtatectcagetiigagaacigast
tccateeettototcagtgtcagacctetgaaat

pre-miRNA

I

Figura 22. miRNA-146a y secuencia. A) Ubicacion del miR-146a dentro de la region
g34 del cromosoma humano 5. A y B )Ubicacion del pre-miRNA, miRNA maduro y la
region semilla, dentro de las 310 pb que fueron amplificadas, ademas de las pb extras,
tanto arriba como abajo, que fueron tomadas en cuenta para el disefio de los
oligonucledtidos.

Ademaés, al oligonucledtido sentido se le afiadid un sitio de restriccion para la enzima
BamHI y al oligonucleétido antisentido un sitio de restriccion para la enzima Xhol, para
gue el miR-146a amplificado por estos oligonucle6tidos contara con los mismos sitios de
restriccion (Tabla 1). Los sitios de restriccion agregados fueron escogidos ya que al
digerir el producto amplificado de miR-146a por estas enzimas, pudo ser insertado dentro
de la region mdltiple de clonacion del pcDNA3.1, la cual cuenta justo con los sitios de
restriccion para BamHI y Xhol (Fig. 10-C); también previamente con el programa
NEBcutter se analiz6 la secuencia del miRNA-146a y se determind que estas enzimas no
cortaban en partes internas de la secuencia, evitando con ello que se presentara un
producto trunco al ser digerido. A ambos oligonucleétidos, se les agregaron bases extras
para que funcionaran como plataformas para que las enzimas de restriccion funcionen de

manera eficiente (Tabla 1).
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Una parte del producto de la PCR del pre-miR-146a, se corrié en un gel de agarosa, para
confirmar que el producto amplificado era el deseado, y cuya observacion en UV se
muestra en la Fig. 23, en donde se aprecia una banda con un peso molecular ubicado
entre los 500 y 250 pb, es decir dentro del peso esperado para el producto del miR-146a
amplificado, que era de 310 pb (Fig.20).

Amplificado-PCR

r_l_l
MPcCtrl 1 2

MP
(pb)
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< pre-Mir-146a (310 pb)
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Figura 23. Amplificaciéon de miR-146a humano. Los productos de la reaccién de
PCR tanto de miR-146a como del control (Ctrl) se separaron en un gel de agarosa al
1 % y se observo con luz UV después de tefiirse con BrEt. Mp, indica el marcador de
peso molecular. La flecha denota el pre-miR-146a.

El pre-miR-146a amplificado, fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol, purificado e
insertado por ligacién dentro del vector pcDNA3.1, que previamente fue digerido con las
mismas enzimas, y purificado. La ligacion pcDNA3.1/miR-146a fue transfectada en las
bacterias DH5aq, cuyas colonias fueron seleccionadas con el antibiético ampicilina para el
cual contaba con el casete de resistencia el vector pcDNA3.1, y de las cuales se purifico
su DNA. Para corroborar que realmente se habia ligado el pre-miR-146a al vector, es
decir si realmente se contaba con la construccion pcDNA3.1/3miR-146a, el DNA
purificado fue digerido con la enzima Pvull, los productos de la digestion se separaron en
un gel de agarosa en el que se puede observar que algunas colonias seleccionadas
portadoras de la construccién (1D y 2D) muestran un patrén de bandas esperado para la
construccion de pcDNA3.1/miR-146a (2923 pb, 1096 pb, 1069 pb, 409 pb, 495 pb 173pb)
y diferente al patrén observado cuando se digiere el vector vacio del pcDNA3.1 (1989 pb,
1274 pb, 1096 pb y 1069 pb), lo que confirm6 que se contaba con la construccién de
interés (Fig. 24).
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Figura 24. Verificacion de la construccion pcDNA3.1/miR-146a. Las clonas (1, 2, D),
candidatas por contar con el inserto miR-146a dentro del pcDNA3.1, se corrieron junto
con las clonas con el plasmido pcDNAS3.1 vacio, ambos grupos de clonas se dejaron sin
digerir (SD) o se digirieron con enzima Pvull (D). Los productos se separaron en un gel
de agarosa al 1 % y se observaron con luz UV después de que el gel se tifid con BrEt.
MP: marcador de peso molecular. Las cifras indican los pesos moleculares del patrén de

bandeo esperado.

Las colonias seleccionadas portadoras de la construccion pcDNA3.1/miR-146a, se
secuenciaron para determinar si no habia mutaciones internas que afectaran los sitios
blanco o la secuencia, y se escogieron aquellas que no presentaran cambios en las
bases. Tales colonias se propagaron en grandes cantidades, purificando su DNA por
Maxiprep, para obtener y aislar la construccion pcDNA3.1/miR-146a, que se muestra

representada en la Fig. 25.

00 | capitulo: 6) RESULTADOS



‘.m-__ ..

Pre-miR- 146a 310 pb)

Figura 25. Representacion de la construccién pcDNA3.1/miR-146a. Tal construccion
esta constituida por la secuencia precursora de miR-146a; se muestra la relacion
espacial que guarda con los diferentes componentes propios del vector pcDNA3.1 y que
forman parte de esta construccion. El rectdngulo morado representa la secuencia del
pre-miR-146a humano amplificada, el rectangulo rosa dentro de él delimita la secuencia
del miRNA maduro (M), y el cuadro azul claro dentro la region semilla (S). AmpiR indica

el casete de resistencia a amnicilina.

6.4.2) Laregion 3'UTR de Merlin es blanco del miR-146a

Las construcciones psiCheck2/3’UTR-Merlin  y pcDNA3.1/miR-146a, previamente
generadas, y sus correspondientes vectores vacios, fueron transfectadas en las células
HEK-293 bajo diferentes combinaciones y concentraciones, y los extractos celulares
fueron usados en ensayos de luciferasa. Los grupos de transfeccién de cada ensayo de

luciferasa se presentan a detalle en las Tablas S-1 a S-5.

Los dos primeros ensayos fueron disefiados para determinar la concentracion a la que el
miR-146a podria disminuir los niveles de luciferasa. Las concentraciones a las que se
decidi6 cotransfectar la construccion pcDNA3.1/miR-146a fueron de 0.1ug, 0.2ug y 0.4ug,

ya que a estas concentraciones el miR-7 tuvo efecto sobre la 3’'UTR de Merlin.

Las lecturas obtenidas del primer y segundo ensayo de luciferasa fueron sometidas a
procedimientos matematicos (S-6), en los que se resto el promedio de las lecturas de
luciferasa de las células no transfectadas a las lecturas de las células que si fueron
transfectadas, y en cada ensayo se sacaron los promedios de los siguientes grupos de
transfeccion: Promedio 1 (psicheck2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-146a),
Promedio 2 (psiCheck2/ 3"'UTR-Merlin cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-146a),
Promedio 3 (psiCheck2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1 vacio) y Promedio 4
(psiCheck2/3"UTR-Merlin cotransfectado con pcDNA3.1 vacio). Se dividié el Promedio 2
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entre el Promedio 1, y se tomaron en cuenta los productos dados por esta division para
cada ensayo de luciferasa y se sacd un promedio de todos ellos, nombrado Promedio-
miRNA146a. Por otro lado, se dividié el Promedio 4 entre el Promedio 3, y se tomaron en
cuenta los productos dados por esta divisibn para cada ensayo de luciferasa y se sacé
un promedio de todos ellos, nombrado Promedio-pcDNA3.1. El Promedio-miRNA146a se

normaliz6 a 1, tomando en cuenta como 1 al Promedio-pcDNA3.1.

Las lecturas normalizadas fueron graficadas para comparar los valores de los grupos
cotransfectados con el miR-146a y los de los grupos cotransfectados con el vector vacio.
A partir de lo anterior se generd la Fig. 26, la cual reveld que el miR-146a sélo al
transfectar a una concentracién de 0.4 ug fue capaz de generar una marcada disminucioén,
de 50 %, en los niveles relativos de luciferasa, en comparacion con el vector vacio, muy
diferente a lo visto a la concentraciones de 0.1 pug y 0.2 yg, que no mostraron ningdn
efecto sobre los niveles de actividad de luciferasa. Ademas, estos resultados fueron el
primer indicio para considerar que el miR-146a, al bajar los niveles de luciferasa, podria
estar teniendo como blanco a la 3’'UTR de Merlin. Los datos crudos de estos ensayos se
muestran en las Gréaficas S-9 y S-10, que en conjunto indican que las construcciones
generadas no presentaban comportamientos anémalos, es decir que por si solas no
generaban caidas marcadas en los niveles de luciferasa, de tal modo que los datos

obtenidos con dichas construcciones son confiables.

Valores relativos de luciferassa

AVAV 0.1 ng 0.2 ng 0.4 g
miR-146a

Figura 26. La 3'UTR de Merlin es blanco del miR-146a. Las células HEK-293 se
cotransfectaron con 0.1 ug de la construccion psiCheck2/3"UTRMerlin y con 0.4 ug del
vector vacio pcDNAS3.1 (v.v) (barra azul) o con las concentraciones indicadas del vector
de expresion de miR-146a (barras verdes), y 48 horas después se realizaron los
ensayos de luciferasa, como se describe en materiales y métodos. Estos valores

corresponden al 1ro y 2do ensayo de luciferasa.
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6.4.3) miR-146a reduce de manera significativa los niveles de luciferasa

Ademas del primer y segundo ensayo de luciferasa, se realizaron otros tres experimentos
independientes, y cuyos grupos de transfeccidon y concentracion de las construcciones

empleadas se muestran a detalle en las Tablas S-1 a S-5.

A partir de los resultados de los dos primeros ensayos en los que el miR-146a indujo una
baja marcada en la actividad de luciferasa s6lo cuando se usaron 0.4 ug del vector de

expresion del miR-146a, en los siguientes se usé esta concentracion de plasmido.

Las lecturas obtenidas en los cinco ensayos de luciferasa fueron sometidas a un analisis
estadistico que se muestra a detalle la parte suplementaria S-6, y los datos se resumen
en la Fig. 27, en la que se observa que el miR-146a disminuy6 de manera significativa la
actividad de luciferasa, hasta un 40 % con una p <0.01, cuando se compara con la
obtenida cuando se transfecta el vector vacio, y hasta un 23 % con una p <0.05, en
comparacion a la observada en las células que expresan el miR-145, usado como control
negativo. La disminucion de la actividad de luciferasa (40 % y 23 %) observada después
de expresar el miR-146a, cae dentro del rango de inactivacién resultante de la interaccion
de un miRNA con su mRNA (Sun et al., 2010; Mei et al., 2011).

En conjunto, estos resultados indican que la regién 3’"UTR del gen de Merlin es blanco del
miR-146a, y por tanto que el miR-146a puede modular los niveles de expresién de Merlin
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Figura 27. miR-146a reduce de manera significativa los niveles de luciferasa. Las
células HEK-293 se cotransfectaron con 0.1 ug de la construccion
psiCheck2/3"'UTRMerlin y con 0.4 pg del vector vacio pcDNA3.1 (V.V), o con 0.4 ug del
vector de expresion de miR-146, o con 0.4 ug del vector de expresion miR-145, como
control negativo, y 48 horas después se realizaron los ensayos de luciferasa. Los
resultados se obtuvieron del analisis estadistico de 5 experimentos independientes con

una n minima de 3.

6.4.4) miR-146a regula negativamente los niveles proteicos de Merlin en
células HEK-293

Los resultados obtenidos con los diferentes ensayos de luciferasa indican que el miR-
146a tiene como blanco la 3’'UTR de Merlin. Para confirmar que la expresion del miR-
146a disminuye los niveles proteicos de Merlin, se evalu6 por medio de inmunoblots en
extractos de células HEK-293 no transfectadas, transfectadas con 0.4 ug del vector de
expresion vacio o transfectadas con 0.4 pg de la construccion pcDNA3.1/miR-146a

usando anticuerpos especificos para Merlin. La expresion del miR-146 en las células
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HEK-293 disminuy6 los niveles de Merlin al compararlos con los niveles observados en
las células no transfectadas o transfectadas con el vector vacio (Fig. 28). La disminucion
de proteina enddégena de Merlin que resulta de la expresion del miR-146a no se debi6 a
bajas en los niveles totales de proteinas celulares, puesto que los niveles de ERK2 no
cambiaron independientemente de la expresion delmiR-146a.

En resumen, estos resultados muestran que el miR-146a disminuye los niveles de
proteina endégena de Merlin en las células HEK-293, lo que apoya la idea de que el miR-
146a puede interactuar con el mRNA de Merlin y asi disminuir la expresion de esta
proteina.

No
transfectadas Vector vacio MmiR-146a (0.4ug)

— ----i S c— —— Merlin (69KDa )

M h—- e e

Figura 28. miR-146a regula negativamente los niveles proteicos de Merlin en

células HEK-293. Los extractos protéicos de células HEK-293 no transfectadas,
transfectadas con 0.4 ug del vector vacio pcDNA 3.1 y transfectadas con 0.4 ug del
vector de expresion del miR-146a, se corrieron en un gel de poliacrilamida al 10 % y
fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa, realizando un inmunoblot con
anti-NF2 y anti-ERK2. Se indica el peso molecular de Merlin y ERK2.
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7) DISCUSION

El proceso de transformacion celular que resulta en cancer involucra una serie de
cambios en funciones celulares basicas, los cuales se adquieren gracias a mutaciones
que favorecen la funcion de los productos de genes (oncogenes) que regulan
positivamente la proliferacion y/o sobrevivencia celular, o mutaciones que inhiben la
funcién de los productos de genes que controlan negativamente estos procesos
(supresores de tumores) (revisado por: Martinez et al., 2003; Vogelstein y Kinzler, 2004). Entre
los genes supresores de tumores, el producto del gen Nf2, Merlin, juega un papel
importante en el control de la proliferacion celular. Merlin previene la proliferacion
descontrolada al activar el mecanismo conocido como inhibicién de la proliferacion por
contacto, lo que asegura un numero definido de células en cada érgano adulto (revisado
por: Okada et al., 2007; Scoles, 2007). De acuerdo con esto, mutaciones deletéreas en Nf2
favorecen la aparicion de tumores, principalmente del sistema nervioso central (revisado
por McClatchey y Giovannini, 2005; Asthagiri et al., 2009). Interesantemente, también se ha
observado que en tumores no asociados a mutaciones en Nf2, Merlin se encuentra
inactivado por procesos postransduccionales que resultan de la actividad sostenida de
distintas vias de sefializacién que favorecen la proliferacion celular, por ejemplo, la
fosforilacion de Merlin por la cinasa AKT resulta en su degradacion (Tang et al., 2007), en
tanto que su fosforilacion por las cinasas PKA o PAK lo inactiva (revisado por McClatchey y
Giovannini, 2005; Okada et al., 2007; Asthagiri et al., 2009); de este modo la inactivacion de

Merlin es un paso crucial en el proceso de transformacién celular.

Aqui se muestra que ademas de los mecanismos hasta ahora descritos, Merlin también
puede ser regulado negativamente por miRNAs. El analisis bioinformatico de la region
3'UTR de Nf2 arroj6 doce miRNAs candidatos, de la base de datos de miRNAs hasta
ahora conocidos, que podrian interactuar con la 3'UTR del mRNA de Merlin y estar
regulando los niveles proteicos de Merlin. Dado que nuestro andlisis informatico se enfocé
a la region 3'UTR de Merlin, es posible que existan otros miRNAs que podrian interactuar
con otras regiones del mRNA de Merlin y regular también su expresion, como se ha

descrito para otros genes (revisado por Melo y Esteller, 2011).
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De los doce candidatos, pusimos particular atencion en los miR-7 y el miR-146a, puesto
que se ha reportado su participacion en procesos promotores de la carcinogénesis como
la inflamacion, proliferacion, diferenciacion y crecimiento celular, ademas de tener una
asociacion directa su sobreexpresion con diferentes tipos de cancer (revisado por Williams
et al., 2008; Chou et al., 2010; Lu et al., 2011; Rusca y Monticelli, 2011).

Nuestros datos utilizando la actividad de luciferasa como reportero, muestran que la 3
UTR de Merlin es blanco tanto del miR-7 como del miR-146a. Se observé que el miR-7
redujo la actividad de luciferasa entre un 60% y 43%, en comparacion con el vector vacio
y el control negativo miR-145, respectivamente, siendo mas eficiente en reducir los
niveles de luciferasa que el miR-146a, ya que este Ultimo solo redujo la actividad de
luciferasa un 40% y 23%, respecto al vector vacio y el control negativo miR-145,
respectivamente. Esto se puede atribuir a que el miR-7 cuenta con dos sitios blanco
dentro de la regién 3'UTR de Merlin, mientras que el miR-146a sélo cuenta con uno. El
contar con un sitio mas de reconocimiento podria estar incrementando las posibilidades
de que el miR-7 interactie con Merlin y por lo tanto su represion, para saber esto habria

que realizar mas experimentos.

Del mismo modo, en las células HEK-293 la disminucién de proteina endégena de Merlin
ocasionada por la expresion de miR-7 o0 miR-146a, indica que estos miRNAs regulan a
Merlin a un nivel traduccional. De acuerdo con los datos dados por los inmunoblots, la
expresion del miR-7 resultd en una mayor reduccién en los niveles de proteina endégena
Merlin que la observada cuando se expresa el miR146a; esto confirma que la 3’'UTR de
Merlin es mas susceptible de regulacion por el miR-7 que por miR146a, y que tener dos
sitios de interaccion podria estar confiriendo una mayor grado de regulaciéon que tener un
sélo sitio. Sin embargo, para poder afirmar lo anterior es necesario mostrar que ambos

mMiRNAs se expresan en niveles similares.

Por otra parte, el hecho de que los sitios de reconocimiento del miR-7 en la 3'UTR de
Merlin humano s6lo se encuentren conservados en hominidos, sugiere que la regulacion
de Merlin por este miRNA es un evento reciente en la evolucion. En cambio, la regulacién
de Merlin por el miR-146a parece ser un evento temprano en la evolucion, ya que el sitio
se encuentra conservado en mamiferos pequefios como la rata y el raton. En

invertebrados este sitio no se encuentra en la 3’UTR de Merlin.

z
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Con base en nuestros resultados, proponemos que dentro de un contexto celular donde la
expresion de miR-7 y miR-146a se encuentren elevadas como resultado de la
proliferacién y crecimiento celular o de una respuesta inflamatoria, estos miRNAs podrian
inducir la degradacién o la inhibicién traduccional de Merlin y favorecer el proceso de

transformacion celular.

Lo anteriormente establecido se basa en la existencia de reportes que apoyan, por un
lado, que la respuesta inflamatoria, por medio de las citocinas IL-18 y TNF-a, promueve la
activacion del factor NF-kB, el cual a la vez induce la transcripcion del miR-146a (revisado
por: Williams et al., 2008; Rusca y Monticelli, 2011); y por otro lado, la misma inflamacion y la
proliferacién celular estimulan la liberacion de factores de crecimiento que al unirse a
receptores como EGFR, por medio de la ruta RAS/ERK/c-Myc, inducen la transcripcion
de miR-7 (Fig. 29) (Chou et al., 2010). La transcripcion del miR-7 y del miR-146a, inducida
por la proliferacion celular y la inflamacion, llevaria a la inactivacién de la capacidad
supresora de tumores de Merlin, activando con ello factores de transcripcion como
YAP/TEAD (Zhao et al.,2011), APl (Shaw et al.,2001), Stat-3 (Scoles et al.,2002),
CRL4/DCAF1 (Li et al.,2011), NF-kB (Kim et al.,2002), entre otros (Okada et al.,2007), que
estimularian la transcripcion de oncogenes, llevando a la ruptura del equilibrio
homeostatico, promoviendo la exacerbacién de rutas favorecedoras de la transformacion
celular cancerigena, como son la misma inflamacion, la proliferacion, la inhibicion
apoptética y el crecimiento celular, y posiblemente llevando a la adquisicion de diferentes
tipos tumorales, reportados por la inactivacion de Merlin (revisado por McClatchey y
Giovannini, 2005; Scoles, 2007; Okada, 2007; Asthagiriet al.,2009; Stamenkovic y Yu, 2010) (Fig.
29). Sin embargo, esto aln tiene que ser demostrado experimentalmente. Por otro lado,
también es necesario determinar si realmente se esta dando la interaccion endégena de
Merlin con miR-7y miR-146a, su comportamiento en otros tipos celulares y si la
inactivacion causada por estos miRNAs es ocasionada por represion traduccional o

degradacion del mRNA.

Finalmente, aunque este estudio se enfocdé a los miRNAs 7 y 146a, recientemente
también se ha implicado al resto de los 12 miRNAs candidatos, revelados por el andlisis
bioinformatico, como actores importantes en el cancer, como es el caso del miR- 25, pues
se ha encontrado que este miRNA, a través de regular negativamente a p21, Bim y PTEN,

puede promover proliferacion y sobrevivencia celular en etapas tempranas del proceso de
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transformacion y en etapas avanzadas puede promover migracion celular y metastasis al
inhibir a caderinal (Zhang et al, 2012). Del mismo modo miR-32 se ha asociado al
desarrollo de cancer de prostata (Volinia et al., 2006) y de pulmon (Yanaihara et al., 2006), al
igual que la sobreexpresion de miR-363 y miR-367 se ha asociado a cancer gastrico (Cho
et al., 2010), de mama (Zhang, 2011; Beltran, 2012) y de pulmén (Navarro et al., 2011).
También el miR-92a y 92b se han implicado en metéstasis; esto es importante ya que
Merlin también regula negativamente la migracion celular en la transformacion celular
(Nass et al., 2009; Zhou et al., 2012). Interesantemente, los miR-193b, miR-326 y miR-330 se
han implicado en carcinomas de cuello y cabeza, melanoma (Lenarduzzi et al., 2012),
gliomas (Qu, 2012), cancer de mama (Liang, 2010) y cancer de préstata pero hasta ahora
las evidencias experimentales sugieren que estos mMRNAs son supresores de tumores
(Kefas, 2009; Lee et al., 2009; Chen, 2012). Sin embargo, dependiendo del contexto celular
es posible que también puedan funcionar como onco-miRNAs afectando las funciones de

Merlin, siempre y cuando efectivamente Merlin sea blanco de estos miRNAS.
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Figura 29. Papel de Merlin, miR-7 y miR-146a dentro de un escenario celular. Marco
celular posible por el cual se estaria suscitando el mecanismo de inactivacion de la
actividad supresora de tumores de Merlin, dado por la regulacion traduccional de miR-7
y el miR-146, la cual estaria favoreciendo y exacerbando rutas promotoras de la
transformacioén cancerigena, como antiapoptéticas, inflamatorias, de crecimiento y

proliferacion celular.
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8) CONCLUSIONES

¢ El andlisis bioinformatico, generado a partir de tres diferentes programas, reveld que
existen12 miRNAs que pueden formar un duplex significativo (MiRNA:mRNA) con la
3'UTR de Merlin.

o Los 12 miRNAs candidatos son: miR-25, miR-32, miR-92a y- 92b, miR-363, miR-367,
miR-146a, miR-146b, miR-7, miR-193, miR-330 y miR- 326.

e Tanto el miR-7 como el miR-146 interactian funcionalmente con la 3’'UTR de Merlin
cuando éste se encuentra rio abajo del cDNA que codifica para la luciferasa, ya que

ambos reducen la actividad de luciferasa.

¢ Ambos miRNAs regulan negativamente los niveles proteicos de Merlin en células
HEK-293.

¢ EImiR-7 es mas eficiente regulando a Merlin que el miR-146a, probablemente esto es
debido a que la 3'UTR de Merlin contiene dos secuencias de reconocimiento e
interaccion para el miR-7.

9) PERSPECTIVAS

v Demostrar que los demas miRNAs, que resultaron ser candidatos para estar formando
daplex significativos con Merlin, por andlisis bioinformatico, interactdan con la 3’'UTR de
Merlin.

4 Mutar los sitios blancos de miR-7 y miR-146a en la 3’'UTR de Merlin, para ver si se
inhibe su interaccién. En este sentido, evaluar qué ocurre al mutar sélo un sitio blanco
para miR-7, y definir si un sitio es mas importante que el otro en la inactivacién de
Merlin.
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v Determinar por RT- PCR a tiempo real (RT-gPCR) si la inactivacion de Merlin, es dada

por el miR-7 y el miR-146a de manera enddgena, y ver a qué nivel se estd dando la
inactivacion de Merlin por estos miRNAs, si es por degradacién o por inhibicion
traduccional. Ademas, analizar en lineas celulares procedentes de diferentes tipos de
cancer, los niveles de transcripcién de miR-7 y miR-146a, y la relacién que presentan

con Merlin.

Determinar las variaciones en los niveles de Merlin endégeno al transfectar el miR-7 y el
miR-146a, a diferentes concentraciones y en diferentes lineas celulares inmortalizadas o
relacionadas con el cancer. Ademas, ver como se comporta Merlin si se cotransfectan

ambos miRNAs.

Analizar si el tratamiento con factores de crecimiento ligandos del receptor EGFR, como
TGF-B, induce la inactivacién de Merlin debido al aumento en la expresion del miR-7, y
hacer una cinética de concentraciones y tiempo de tratamiento, para ver el
comportamiento de Merlin y miR-7.

Analizar si el tratamiento con citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 B y TNF-q, induce la
inactivacion de Merlin debido al aumento en la expresiéon del miR-146a, y hacer una
cinética de concentraciones y tiempo de tratamiento, para ver el comportamiento de
Merlin y miR-146a.

Averiguar si la inactivacion de Merlin por miR-7 (inducida por TGF-B) y por miR-146a
(inducida por IL-1 B y TNF-a) favorece el proceso de transformacion celular o cancer,
por medio de ensayos de cicatrizacién, cultivo de colonias en agar blando y

cuantificacion celular.
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SUPLEMENTARIAS

Tabla S-1. Grupos de transfeccion del primer ensayo de luciferasa.

No
Transfectadas

psiCheck2 pcDNA3.1 (0.1 pg,0,2 pg,0.4 pg)
2 (0.1 pg) pcDNA3.1/miR-146a (0.1 ug,0,2 pg,0.4 pg)
2 + pcDNA3.1/miR-7 (0.1 ug,0,2 pg,0.4 pg)
3 -
m
4 psiCheck2/3'UTR de Merlin | PCDNAS.1 (0.4 ug)
é (0.1 pg) pcDNA3.1/miR-146a (0.4 pg)

+
pcDNA3.1/miR-7 (0.4 pg)

Todos los grupos, transfectadas y no transfectadas, contaron con su duplicado

Tabla S-2. Grupos de transfeccion del segundo ensayo de luciferasa.

No
Transfectadas
” psiCheck2 pcDNA3.1 (0.1 pg,0,2 pg,0.4 pg)
<D’: (0.1 o) pcDNA3.1/miR-146a (0.1 pg,0,2 ug,0.4 pg)
<
5 pcDNA3.1/miR-7  (0.1ug,0,2ug,0.4uQ9)
L :
2 psiCheck2/3’UTR de
< pcDNA3.1 (0.4 ug)
04 Merlin :
(= (0.1 ug) pcDNA3.1/miR-146a (0.1 pg,0,2 pg,0.4 pg)
-1 Hg
pcDNA3.1/miR-7 (0.1 pg,0,2 ug,0.4 ug)

Todos los grupos, transfectadas y no transfectadas, contaron con su duplicado.
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Tabla S-3. Grupos de transfeccion del tercer ensayo de luciferasa .

No Transfectadas

TRANSFECTADAS

psiCheck?2 -
(0.1 pg) pcDNA3.1 (0.4 pg)
pcDNA3.1/miR-146a (0.4 pg)
+ pcDNA3.1/miR-7 (0.4 pg)
pcDNA3.1/miR-145 (0.4 ug)
psiCheck2/3'UTR de Merlin i
pcDNA3.1 (0.4 ug)
(0.1 pg) .
pcDNA3.1/miR-146a (0.4 ug)
pcDNA3.1/miR-7 (0.4 ug)
+
pcDNA3.1/miR-145 (0.4 ug)

Todos los grupos, transfectadas y no transfectadas, contaron con su triplicado

Tabla S-4.

Grupos de transfeccion del cuarto ensayo de luciferasa.

No Transfectadas

TRASNFECTADAS

pcDNA3.1 (0.4 pg)
psiCheck2 i
pcDNAS3.1/miR-146a (0. 4pgQ)
(0.1 ug) .
pcDNA3.1/miR-7 (0.4 po)
+
pcDNAS.1/miR-145 (0.4 pg)
pcDNA3.1/miR-881 (0.4 pg)
psiCheck2/3’'UTR de Merlin | pcDNA3.1 (0.4 ng)
(0.1 pg) pcDNA3.1/miR-146a (0.4 po)
+ pcDNA3.1/miR-7 (0.4 po)
pcDNAS.1/miR-145 (0.4p90)
psiCheck2/3’'UTR de KLF4 pcDNA3.1 (0.4 pug)
(0.1 pg) pcDNAA3.1/miR-7 (0.4 pg)
+ pcDNA3.1/miR-145 (0.4 pg)
pcDNA3.1/miR-881 (0.4 pg)
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Todos los grupos, transfectadas y no transfectadas, contaron con su triplicado

Tabla S-5. Grupo de transfeccién del 5to ensayo de luciferasa.

No
X X
Transfectadas
X
pcDNA3.1 (0.4 pg)
psiCheck?2 pcDNA3.1/miR-146a(0.49)
(0.1 po) pcDNA3.1/miR-7 (0.4 pg)
+ pcDNA3.1/miR-145 (0.4 pg)
g pcDNA3.1/miR-881 (0.4 o)
a
< X
3
pcDNA3.1 (0.4 pg)
m psiCheck2/3'UTR de Merlin _
2 pcDNA3.1/miR-146a (0.4 ug)
<Zz (0.1 ng)
|n_: pcDNA3.1/miR-7 (0.4 ug)
+
pcDNA3.1/miR-145 (0.4 pg)
X
psiCheck2/3"UTR de KLF4 pcDNA3.1 (0.4 pg)
(0.1 pg) pcDNA3.1/miR-145 (0.4 pg)
+ pcDNA3.1/miR-881 (0.4 pg)

Todos los grupos, transfectadas y no transfectadas, contaron con su triplicado

S-6) Analisis matemético y estadistico

A todas las lecturas obtenidas en los diferentes grupos de transfeccién se les resto el
promedio de los valores de las lecturas obtenidas para el grupo que no fue transfectado.
Cada grupo de transfeccién contaba con dos tipos de lecturas, una dada por el gen de
luciferasa de Renilla sp. (hRLuc) y otra dada por el gen de luciferasa de luciérnaga (hLuc).
Las lecturas obtenidas por cada grupo de transfeccion, fueron normalizadas dividiendo la

lectura dada por hRLuc sobre hLuc.

(Hasta este punto se sometieron las lecturas utilizadas para las Graficas
S-7 a S-10.)
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Posteriormente, para cada ensayo de luciferasa se sacaron los promedios de los
siguientes grupos de transfeccion:

Grupos de transfeccion:
PROMEDIO 1 psicheck2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-x
PROMEDIO 2 psiCheck2/ 3’'UTR-z cotransfectado con pcDNA3.1/miRNA-x
PROMEDIO 3 psiCheck?2 vacio cotransfectado con pcDNA3.1lvacio
PROMEDIO 4 psiCheck2/3"UTR-z cotransfectado con pcDNA3.1lvacio

Los grupos de transfeccion antes mencionados debian compartir entre ellos el mismo

miRNA a la misma concentracion (X), y la misma 3'UTR (2).

Para cada miRNA, se dividi6 el PROMEDIO 2 entre el PROMEDIO 1. Se tomaron en
cuenta los productos dados por esta division para cada ensayo de luciferasa y se sac6 un
promedio, de todos ellos, nombrado PROMEDIO-miRNAX.

Por otro lado, se dividi6 el PROMEDIO 4 entre el PROMEDIO 3. Se tomaron en cuenta
los productos dados por esta division para cada ensayo de luciferasa y se sacO un
promedio, de todos ellos, nombrado PROMEDIO-pcDNA3.1

El PROMEDIO-miRNAX se normalizé6 a 1, tomando en cuenta como 1 al PROMEDIO-
pcDNAS3.1. Las lecturas normalizadas se graficaron (hasta este punto se sometieron las
lecturas utilizadas para generar las graficas de las Figuras 18 y 26) y se obtuvo su

desviacion estandar (hasta aqui se lleg6 con la gréfica de la Figura 20).

Para determinar si las diferencias observadas en la grafica entre los PROMEDIO-
MiRNAX y los PROMEDIO-pcDNA3.1 eran significativas, estadisticamente hablando, se
hizo una prueba Kolmogorof-Smirnoff para ver si los promedios se comportaban de
manera normal, y una prueba T-student para ver la diferencias de medias (hasta este
punto se sometieron las lecturas utilizadas para generar las gréficas de las Figuras 19y
27).
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S-7y S-8) Lecturas del ler y 2do Ensayo de luciferasa al cotransfectar con
miR-7

Grafica S-7. Lecturas obtenidas en el 1er ensayo de luciferasa al
3 - cotransfectar con miR-7
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Las Gréficas S-7 y S-8 muestran las lecturas obtenidas en los diferentes grupos de
transfeccion en el primer y segundo ensayo de luciferasa, respectivamente. Ambas
graficas muestran como el grupo en el que se transfecto la construccion pcDNA3.1/miR-7
mas la construccion psiCheck2/3’"UTR-Merlin o psiM (barras moradas) presentan una
disminucién pronunciada en los niveles de luciferasa en relacién con el grupo en el que se

transfecto el pcDNA3.1vacio mas la construccion con la 3’"UTR de Merlin (barras rojas), y
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también en comparacion con el grupo con el miR-7 y el vector vacio psiCheck2 (barras
rosas). La anterior disminucion de luciferasa se ve de manera marcada en las 3
concentraciones del miR-7, 0.1 ug, 0.2 ug y 0.4 ug (barras moradas). La Grafica S-8 varia
de la S-7, ya que cuenta con el grupo de transfeccion del miR-7 mas el psiCheck2 vacio a
las concentraciones de 0.1 pg, 0.2 ug ademas de la de 0.4ug, que presentaba la grafica
S-7 (barras rosas). La adicién de este grupo de barras rosas nos permitié descartar la
posibilidad de que la construcciébn miR-7 por si sola generara la baja de los niveles de
luciferasa en ausencia de la 3'UTR, presentando, a las tres diferentes concentraciones,
niveles de luciferasa muy parecidos a los dados por el vector vacio de psiCheck2 (barra

azul fuerte).

Las Graficas S-7 y S-8, también nos permitieron confirmar que la construccion
pcDNA3.1/miR-7, se comportaba segun lo esperado, es decir que no inducia una baja en
los niveles de luciferasa por si misma, en ausencia de la 3'UTR, esto se puede ver al
comparar las barras rosas o el grupo que tiene el miR-7 mas el vector vacio psiCheck2,
con la del vector vacio psiCheck2 s6lo (barra azul fuerte), o con el grupo que contiene

ambos vectores vacios (barra naranja).

S-9y S-10) Lecturas del 1ler y 2do Ensayo de luciferasa al cotransfectar con
miR-146a

Grafica S-9. Lecturas obtenidas en el ler ensayo de luciferasa al cotransfectar con
8 - miR-146a
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10 -

Grafica S-10. Lecturas obtenidas en el 2do ensayo de luciferasa al
@ 97 cotransfectar con miR-146a
(%]
C 8-
[« 1]
=
o 7 -
=
m |
3 6
8 5 -
2
)
5 4
[«F]
1S
w3 -
Q2
R
=2
1 -
0 I T T T T
psi psiM 01pg 0.2pg 0.4pg 01pg 02pg 04pg) 01pg 0.2pg 0.4pg
miR-T46a miR-146a pcDNAS T +
+ + + .
psi psiM psi P

Las Gréaficas S-9 y S-10 muestran las lecturas obtenidas en los diferentes grupos de
transfeccion en el primer y segundo ensayo de luciferasa, respectivamente. Ambas
gréficas muestran como el grupo en el que se transfectd la construccion pcDNA3.1/miR-
146a mas la construccién psiCheck2/3"UTR-Merlin (barrras verde obscuro) presentan una
baja en los niveles de luciferasa en relacién con el grupo en el que se transfect6 el
pcDNAS3.1 vacio mas la construccién con la 3’'UTR de Merlin (barras rojas), pero soélo a la
concentracién de 0.2 y 0.4 ug. La disminucién de los niveles de luciferasa es mas
marcada cuando se transfecta el miR-146a a 0.4 pg, en relaciébn con las otras dos
concentraciones. La Gréafica S-10 varia de laS-9, ya que cuenta con el grupo de
transfeccion del miR-146a mas el psiCheck2 vacio a las concentraciones de 0.1 pg, 0.2
ug ademas a la de 0.4 ug, que presentaba la S-10 (barras verde claro). La adicion de este
grupo de barras verde claro nos permitié descartar la posibilidad de que la construccién
miR-146a estuviera metiendo ruido por si sola, generando la baja de niveles de luciferasa
en ausencia de la 3'UTR, presentando, a las tres diferentes concentraciones, niveles de
luciferasa muy parecidos a los dados por el vector vacio psiCheck2 sélo (barra azul
fuerte) o con el grupo que contiene ambos vectores vacios (barra naranja). Los barras
gue se comparten entre las Graficas S-7, S-8, S-9 y S-10, es decir la barra azul claro,
azul obscuro, las barras rojas y naranja, presentan los mismos valores de luciferasa en el

primer y segundo ensayo de luciferasa, tanto al co-transfectar el miR-7 y el miR-146a,
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porque la transfeccion de estos miRNAs se hizo en paralelo y se utilizaron los mismos

grupos de transfeccion control.

Es por lo anterior, que en las cuatro gréficas se puede ver que hay una reduccion de la
actividad de luciferasa muy marcada cuando se transfecta el vector vacio de pcDNA3.1
mas la construccion con la 3’'UTR de Merlin o psiM (barras rojas), en comparacion a
cuando la construccion psiM se encuentra sola (barra azul claro), ya que lo que se
esperaria de manera normal es que ambos grupos de barras presentaran niveles de
luciferasa muy parecidos, pero la baja al agregar el vector pcDNA3.1, a sus diferentes
concentraciones, creemos que se debe a una competencia entre promotores de los
vectores, ya que tanto el gen de luciferasa de Renilla sp. del vector psiCheck2 como el
vector pcDNAS3.1, cuentan con el mismo promotor, el SV40, de tal modo que la baja en
los niveles de luciferasa se puede deber a competencia entre factores promotores de la
transcripciéon. A pesar de lo inferido anteriormente, supusimos que el vector pcDNA3.1 por
si so6lo no estaria afectando los experimentos donde se comprobé la accion del miR-7 y
del miR-146a, ya que se puede ver que los grupos transfectado con las construcciones
con estos miRNAs mas la 3'UTR de Merlin, si generan una baja marcada de niveles de
luciferasa (barras verde obscuro y moradas) en relacién a cuando s6lo esta presente el

vector vacio (barras rojas).

Por otro lado, ambas gréaficas también mostraron una baja marcada en la actividad de
luciferasa en el grupo de transfeccion con vector vacio pcDNA3.1mas la construccion
psiCheck2/3"UTR-Merlin (barras rojas), en comparacion con el grupo con el vector vacio
pcDNA3.1 mas el vector vacio psiCheck2 (barra naranja), siendo que se esperaria que
ambos grupos se comportaran de manera parecida, ya que no hay miRNA que esté
afectando a la 3’'UTR de Merlin, pero esta baja de luciferasa en el grupo que cuenta con
la construccién con la 3’'UTR de Merlin la atribuimos a que probablemente factores
endégenos propios de las células HEK-293, incluyendo algunos miRNAs, estarian
reconociendo a la 3’'UTR y reprimiendo la traduccion de Merlin, bajando con ello los
niveles de luciferasa; este mismo fenébmeno de inactivacion de Merlin por factores
enddgenos, puede explicar el por qué en la Grafica S-7, se ve una baja de la actividad de
luciferasa en el vector vacio de psiCheck2 (barra azul fuerte) al compararlo con el mismo

vector pero con la 3’'UTR de Merlin (barra azul claro).
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