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RESUMEN

Actualmente se sabe que la mayor parte del genoma se transcribe, dando origen a un gran
numero de transcritos no-codificantes. Dentro de estos transcritos sobresalen aquellos
genéricamente conocidos como RNAs largos no-codificantes o IncRNAs (por sus siglas en
inglés: long noncoding RNAs). En los ultimos afios, la caracterizacion funcional de este tipo
de transcritos ha demostrado que son importantes en la fisiologia celular, en particular al
nivel de la regulaciéon de la expresidon génica. En nuestro grupo de investigacién se ha
caracterizado previamente un IncRNA, al cual se llamé IncRNA-aGT (long noncoding RNA
a-globin transcript), que se extiende a lo largo de 23 kilobases sobre el dominio a-globina
de pollo. El objetivo de este proyecto de maestria fue determinar si esta molécula es
funcional dentro del contexto del dominio a-globina de pollo. Se observé mediante gRT-
PCR que la expresiéon del IncRNA-aGT es mayor en los eritrocitos de pollo de 10 dias post-
fecundacion con respecto a etapas del desarrollo anteriores, y que estos niveles de
expresion correlacionan positivamente con el enriquecimiento en la marca de histonas
H3K4me3 observado en el promotor del IncRNA-aGT en diferentes etapas del desarrollo.
Ademads, mediante un experimento de pérdida de funcion en la linea celular eritroide HD3
se demostrd que el IncRNA-aGT contribuye a la activacién transcripcional del gen de
expresion adulta a® durante la diferenciacién eritroide. Estos resultados sugieren que
IncRNA-aGT es un elemento importante en la regulacién diferencial de los genes a-globina

de pollo, en particular a nivel de la transicidn de expresién embrionaria a adulta.



ABREVIATURAS

c¢DNA- DNA complementario

IncRNA- RNA largo no-codificante

MRNA- RNA mensajero

shRNA- RNA pequeiio con estructura tallo asa

siRNA- RNA pequefio de interferencia

H3K4me3- Trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3
H3K27me3- Trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3
H3K36me3- Trimetilacion de la lisina 36 de la histona H3
ChIP- Inmunoprecipitacion de cromatina

qPCR- PCR cuantitativa

RT- Transcripcion reversa

gRT-PCR- Transcripcidn reversa analizada mediante PCR cuantitativa

RNA-seq- Secuenciacién de RNA



1. INTRODUCCION

Durante mucho tiempo, el atributo principal conferido al ndcleo celular fue el contener a
un universo de genes que constituyen la base de la herencia y diversos procesos
bioquimicos que perpetian la vida. Por lo tanto, conocer la cantidad de genes que
conforman el genoma, sus productos potenciales, asi como sus mecanismos de
regulacion, se volvié una prioridad. Con la secuenciacién del genoma humano (Consorcio
Internacional de Secuenciacion del Genoma Humano 2004) se hizo evidente que la
complejidad de los organismos vivos no podia explicarse simplemente a través del nimero
de genes contenidos en cada especie (Wilusz et al. 2009). El dogma central de la biologia
molecular establecié que un gen se transcribe produciendo un mRNA (por sus siglas en
inglés: “messenger RNA”), y este a su vez es traducido en una proteina (Crick, 1970). Sin
embargo, actualmente, se sabe que la porcion de genes codificantes ocupa Unicamente
1.5% del genoma humano (Wang et al. 2011), lo que llevé a pensar durante mucho tiempo
que el resto de las secuencias no-codificantes carecian de funcién, denominando a estas

secuencias “DNA basura” (Willingham y Gingeras, 2006).

Sin embargo, estudios globales del estado de transcripcion celular sugieren que la
mayor parte del genoma eucariota se transcribe (Bertone et al. 2004; Carninci et al. 2005).
Las primeras observaciones de transcripcidn ubicua en el genoma, provenientes de
analisis de microarreglos (técnica utilizada para analizar la expresién de genes), sugirieron
que el numero de genes de RNA no-codificantes era similar al nimero de genes
codificantes (mRNA/proteinas) (Kapranov et al. 2002; Rinn et al. 2003). Estos hallazgos

preliminares se tomaron con mucho escepticismo por parte de la comunidad cientifica



debido a los inconvenientes inherentes a la métodologia de microarreglo, y durante
mucho tiempo hubo debates controversiales sobre si se trataba de ruido transcripcional o
de transcritos con funciones especificas (Ponjavic et al. 2007). En este caso el ruido
transcripcional es toda aquella transcripcion que surge como un producto inespecifico de
la RNA polimerasa a partir de regiones del genoma que no contienen elementos
funcionales (genes), y por ello se asume que esta transcripcién no es funcional. El ruido
transcripcional tiene por tanto un componente estocastico, y la transcripcién que se
observa en este fendbmeno es en general varios niveles de magnitud inferior a la

transcripcién asociada con promotores o inicios de la trancripcion fidedignos.

Innovaciones recientes en las técnicas de secuenciacion masiva (RNA-seq) vy el
mejoramiento de las herramientas computacionales han permitido la realizacién de
analisis transcriptémicos mds finos que corroboraron las observaciones iniciales de
transcripcion ubicua (Djebali et al. 2012), concluyendo que el genoma esta constituido por

una proporcién de RNAs no-codificantes mucho mayor de lo antes pensado.

Dado que la mayor parte del genoma se transcribe, dando origen a una gran
cantidad de RNAs no-codificantes, se han impulsado muchos estudios con la finalidad de
entender el significado de este fendmeno transcripcional. Aunque no se espera que todas
las moléculas de RNA producidas a partir del genoma sean funcionales (Guttman y Rinn,
2012), en la literatura existen estudios que demuestran que varios de ellos son de
relevancia a nivel celular (Penny et al. 1996; Martianov et al. 2007; Rinn et al. 2007;

Pandey et al. 2008; Bartel, 2009; Wang et al.2011; Rinn y Chang, 2012).
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En un intento por clasificar aquellos nuevos transcritos no-codificantes
provenientes de estudios globales del estado de transcripcién celular, se hizo una
distincidn inicial entre RNAs pequenos y RNAs largos. Dentro de la clasificacion de RNAs
pequefios encontramos a los miRNAs (microRNAs), siRNAs (small interfering RNAs) y
piRNAs (PIWI-interacting RNAs), todos ellos moléculas involucradas en la regulacién
génica tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Bartel, 2009; Moazed,
2009; Siomi et al. 2011). Por otra parte, los RNAs largos, genéricamente llamados IncRNAs
(por sus siglas en inglés: long noncoding RNAs), se han definido convencionalmente como
transcritos de un tamafo mayor a 200 nucleétidos (nt) que ejercen diversas funciones
reguladoras dentro de la célula (Ponting et al. 2009; Mercer y Mattick, 2013), siendo los
mas largos que se han descrito hasta el momento de hasta 100 kb (Seidl et al. 2006;

Pandey et al. 2008).

Los IncRNAs, como su nombre lo indica, no poseen la capacidad de codificar para
proteinas, sin embargo, comparten muchas caracteristicas bioquimicas y estructurales con
los mRNAs codificantes: son transcritos por la RNA polimerasa Il (RNA pol 1), un gran
porcentaje de ellos presenta 5-cap y se poliadenilan en su extremo 3’, tienen una
estructura exdén-intrén, es decir, son procesados post-transcripcionalmente por la
magquinaria de splicing (Guttman et al. 2009; Cabili et al. 2011; Rinn y Chang, 2012, Derrien
et al. 2012). Estudios funcionales recientes han permitido concluir que los IncRNAs
participan en la regulacién de diversos procesos biolégicos importantes como: el
mantenimiento de la pluripotencia de células troncales (Loewer et al. 2010; Guttman et al.

2011), regulacion del desarrollo a través de la diferenciacion celular (Dinger et al. 2008;
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Bertani et al. 2011), regulacion del metabolismo (Mercer et al. 2009), asi como del ciclo
celular (Huarte et al. 2010; Hung, et al. 2011), compensacion de dosis en organismos con
determinacién sexual cromosomal (Nagano et al. 2008; Wutz, 2013), y hasta
enfermedades como por ejemplo, cancer (Gupta et al. 2010). Todos estos estudios, y otros
gue se mencionaran en detalle a continuacidn, muestran la importancia de los IncRNAs en

la fisiologia celular, en particular, al nivel de la regulacion génica global.

Dada la relevancia de esta nueva clase de genes no-codificantes, se iniciaron
esfuerzos en la anotacién de IncRNAs dentro del genoma con la finalidad de facilitar su
futuro estudio y caracterizacion funcional. Una de las primeras herramientas utilizadas en
la anotaciéon de IncRNAs hizo uso del andlisis de la estructura de la cromatina, en
particular de las modificaciones post-traduccionales de histonas, para la prediccidon de
unidades transcripcionales (Figura 1). Se sabe que los genes activamente transcritos por la
RNA Pol Il presentan un enriquecimiento en la trimetilacién de la lisina 4 en la histona H3
(H3K4me3) en su promotor, asi como en la trimetilacién de la lisina 36 en la histona H3
(H3K36me3) a lo largo del cuerpo del gen (Mikkelsen et al. 2007). Esta caracteristica de la
estructura de la cromatina se conoce como “la firma K4-K36”. Mediante ChIP-Seq
(Chromatin Immunoprecipitation, inmunoprecipitacién de la cromatina acoplada con
secuenciacion masiva) se buscé la presencia de la firma K4-K36 en los genomas de ratén y
humano fuera de las regiones previamente anotadas como genes codificantes (Figura 1), y
mediante microarreglos de DNA se corrobord cudl de estas regiones se transcribia
(Guttman et al. 2009). Como la naturaleza de los transcritos descritos en este estudio es

intergénica se les llamd lincRNAs (long intergenic noncoding RNAs). Este trabajo fue uno
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de los primeros en realizar una anotacidén gendmica de transcritos no-codificantes, aunque
cabe resaltar que su enfoque estuvo sesgado a las zonas intergénicas. Estudios
posteriores, utilizando RNA-seq, ampliaron el catdlogo de IncRNAs conocidos,
demostrando que la complejidad del transcriptoma es mucho mayor de lo antes

propuesto (Figura 1) (Guttman et al. 2010; Garber et al. 2011; Djebali et al. 2012).

H3K4dme3

H3K36me3 L e ———.

RNA-seq

rl H—

Arquitectura de un IncRNA

Figura 1.- Descubrimiento y anotacion global de IncRNAs en el genoma. En esta figura se dan ejemplos de
las técnicas empleadas en la anotacion gendmica de los IncRNAs, tales como el mapeo de las marcas de
cromatina H3K4me3 (inicio de la transcripcion) y H3K36me3 (elongacidén transcripcional), asi como
secuenciacion masiva del transcriptoma (RNA-seq, por sus siglas en inglés: RNA sequencing). El RNA-seq
ayuda de manera directa a definir la estructura madura o procesada (estructura exdnica), e incluso las
diferentes isoformas, de un IncRNA (Tomada y modificada a partir de Rinn y Chang 2012)

Otra caracteristica de los IncRNAs es que se expresan en muy bajos niveles con respecto a
los genes codificantes (Ravasi et al. 2006; Dinger et al 2009; Ponting et al. 2009, Cabili et
al. 2011, Derrien et al. 2012), lo cual fue tomado para muchos como un argumento en

favor de la teoria del ruido transcripcional. Ademads, la secuencia nucleotidica de los
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IncRNAs parece estar poco conservada (Wang et al. 2004; Pang et al. 2006), lo que apoya
la teoria de que se trata de elementos que evolucionan de manera rdpida, y por lo tanto
podrian tener una influencia en las diferencias bioldgicas observadas entre especies
(Mattick, 2007; Kutter et al. 2012). Estas caracteristicas (bajos niveles de expresion y
secuencias poco conservadas) propias de los IncRNAs dificultaron su descubrimiento y
caracterizacion inicial, ocasionando que la transcripcion no-codificante fuera un fenédmeno
poco tomado en consideracién de manera previa al desarrollo del RNA-seq. Los métodos
descritos anteriormente se utilizan de manera conjunta en la anotacion de IncRNAs
(Figura 1). Por un lado, la busqueda de la firma K4-K36 en el genoma permite identificar
loci transcripcionalmente activos; por otro lado, el RNA-seq facilita una deteccidn mas fina
y sensible, no solamente de diversas isoformas provenientes de un mismo locus, sino

también de aquellos IncRNAs poco abundantes (Rinn y Chang, 2012).

Clasificacion e inferencia de funcidn de RNAs largos no-codificantes

Gracias a todos los esfuerzos realizados en la caracterizacidn y anotacion global de los
IncRNAs, se ha propuesto una clasificacion de los mismos basada en su localizacién
relativa con respecto al gen codificante mas cercano (Derrien et al. 2012). En primer lugar,
un IncRNA puede ser génico (es decir, que traslapa con otros genes) o intergénico con
respecto a los genes codificantes previamente anotados (Figura 2A). Dependiendo de la
ubicaciéon del inicio de su transcripcion y de la orientaciéon de la misma, puede ser

divergente/convergente o sentido/antisentido (Figura 2B
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_ - LncRNA @ EE
LncENA intergenico
Gen codificante 10 S |
LncRNA génico LncRNA T
Exonico Gen codificante [ G o |
LncRNA s il
Intronico S
Codificante [} B
Traslapante LncRNA B -
Gen codificante [ B |

Transcritos de IncRNAs en la base de datos GENCODE (14,880)

Intergénicos (9,518) Génicos (5,362)
Misma Convergente | Divergente Exénico Intrénico Traslapante
orientacién (2,411) (2,784) (167)
4,165 1,937 3,416 S AS S AS S AS
NA | 2,411 | 563 |2,221| 52 115

Figura 2.-Anotacion manual y clasificacion de los IncRNAs del genoma humano. (A) Clasificacion de
IncRNAs basada en la interseccién con el gen codificante mas cercano. (B) Niumero de transcritos IncRNAs
identificados por categoria. (S), Transcripcion en direccién sentido; (AS), transcripcion en direccion
antisentido con respecto al gen codificante con el que traslapa (Tomada y modificada de Derrien et al.
2012).

Esta clasificacidon se hizo a partir del catdlogo de IncRNAs mas completo del genoma
humano hasta el momento realizado por el Consorcio GENCODE (proyecto ENCODE,
Derrien et al. 2012). Dicho catdlogo contiene 9,277 genes de IncRNAs, anotados
manualmente, a partir de los cuales se generan 14,880 diferentes transcritos (Figura 2B).

Por tanto, la transcripcién ubicua del genoma produce una poblacién compleja de
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transcritos, de los cuales un gran porcentaje son IncRNAs.

A pesar de que en los ultimos anos ha sido evidente que el genoma contiene miles
de IncRNAs, son pocos los que se han caracterizado funcionalmente. En algunos de los
genomas de los organismos modelo (humano, ratén) se cuenta ya con anotaciones y
catdlogos detallados de IncRNAs, sin embargo, el gran reto en los subsecuentes afos sera
determinar si la totalidad de estas moléculas son funcionales, asi como la descripcién de
sus respectivos mecanismos de accién. De los estudios masivos de expresién génica, se
dedujo que los IncRNAs presentan patrones de expresién altamente tejido-especifico
(Cabili et al. 2011, Derrien et al. 2012), lo que les ha valido ser considerados como
elementos muy importantes en el desarrollo y la diferenciacidon celular. Uno de los
primeros métodos bioinformaticos utilizados en la inferencia de las posibles funciones de
un IncRNA es la “culpabilidad por asociacion” (del inglés “guilt by association”). Este
método ayuda a realizar hipdtesis sobre las posibles funciones de un IncRNA con base en
su co-expresion con genes codificantes (Guttman et al. 2009). Mediante este método se
realizan correlaciones de expresién entre un IncRNA dado y un grupo de genes
codificantes, asumiendo que la observacion de una correlacién positiva en los patrones de
expresiéon se debe a una presunta co-regulacidn. Posteriormente, y con base en las
funciones conocidas del grupo de proteinas co-expresadas junto con el IncRNA, se
generan hipodtesis sobre sus funciones potenciales, asociandolo con una o varias rutas
metabdlicas. Aunque la mera observacion de estas correlaciones no es una prueba
suficiente y directa de que el IncRNA en cuestion efectivamente tiene una funcién en

estos procesos, este enfoque ha sido empleado en la prediccién funcional de cientos de
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IncRNAs (Huarte et al. 2010; Hung et al. 2011).

De manera conjunta, uno de los pasos importantes en la caracterizacién funcional
de un gen es la realizacidn de experimentos de perturbacidn, tales como experimentos de
pérdida y ganancia de funcion, y el analisis subsecuente del fenotipo ocasionado. Sin
embargo, este tipo de experimento puede tener la desventaja de que el fenotipo asociado
no siempre resulta evidente (Willingham et al. 2005). Las deducciones indirectas sobre la
funcién de un IncRNA realizadas mediante “culpabilidad por asociacién” dan una idea
general sobre qué fenotipos observar en los experimentos de perturbacién de funcién, y
en la mayoria de los casos sirven para generar hipdtesis mds directas sobre las posibles
funciones de un IncRNA, ayudando en la planeacion de experimentos de manera mas

directa (Guttman y Rinn, 2012).

El silenciamiento por RNA de doble cadena o RNA de interferencia (RNAI, por sus
siglas en inglés: RNA interference) ha sido la técnica mas utilizada en los experimentos de
pérdida de funcién de IncRNAs. La realizacidon del experimento de pérdida de funcion
puede llevarse a cabo mediante un enfoque mas global que permita analizar los efectos a
gran escala, es decir, monitorear los cambios en los perfiles de expresion global mediante
RNA-seq. Este tipo de estudios son los que precisamente han llevado a sugerir que algunos
IncRNAs tienen un impacto global en la regulacién génica (Guttman et al. 2011, regulaciéon
en trans, véase adelante). A continuacién se expondran diferentes tipos de mecanismos
de IncRNAs propuestos a partir de diversos estudios y caracterizaciones funcionales, tanto

a nivel global, asi como casos particulares.
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Mecanismos de accion propuestos para los IncRNAs

Aunque se ha podido determinar que muchos IncRNAs son importantes en la regulacion
génica, hasta hace poco se desconocian los mecanismos mediante los cuales estas
moléculas llevaban a cabo su funcién reguladora. En la actualidad, podemos decir que el
numero de IncRNAs que se han estudiado y caracterizado funcionalmente es minimo con
respecto a los miles de transcritos no-codificantes presentes en el genoma (Figura 2). Sin
embargo, este numero limitado de estudios va en aumento dia a dia debido a la necesidad
de conocer hasta qué grado este fendmeno de transcripcidon no-codificante ubicua es

relevante en la fisiologia celular.

En primer lugar, el conjunto de genes regulados por un IncRNA determinan el
alcance de su funcién. Se define como un regulador en cis a aquel que ejerce su funciéon
sobre el/los gen(es) vecino(s) presente(s) en el mismo alelo a partir del cual el IncRNA se
transcribe. Se asume que todos aquellos IncRNAs que no cumplen este criterio funcionan
en trans, es decir, regulando cualquier otro conjunto de loci dentro del genoma (Guttman
y Rinn, 2012). Es importante hacer notar que normalmente suele haber una co-expresion
de los IncRNAs y sus genes vecinos, asumiendo mediante “culpabilidad por asociacién”
gue los IncRNAs en cuestién podrian estar actuando en cis (Ebisuya et al. 2008; Ponjavic et
al. 2009, Cabili et al. 2011). Sin embargo, en algunos casos se ha demostrado que esta
correlacién en la expresién se debe a la utilizacidon de elementos regulatorios comunes, y
no necesariamente a que el IncRNA esté funcionando en cis sobre sus genes vecinos
(Guttman et al. 2009; Huarte et al. 2010). Por lo tanto, uno de los experimentos mas

utilizados para determinar el tipo de funcién de los IncRNAs es el experimento de pérdida
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de funcidn, el cual permite distinguir un mecanismo en cis de un mecanismo en trans. Si el
experimento de pérdida de funcién de un IncRNA afecta los patrones de expresién
normalmente observados para los genes vecinos, es muy probable que el IncRNA en
cuestion sea un regulador en cis (Sleutels et al. 2002; Pandey et al. 2008; Koerner et al.
2009; Bertani et al. 2011). Por otro lado, si este mismo experimento no permite identificar
un efecto sobre los genes vecinos, y por el contrario, muestra efectos en otros genes, el
IncRNA en cuestion podria ser un regulador potencial en trans (Rinn et al. 2007; Khalil et
al. 2009; Guttman et al. 2011). Adicionalmente, se han desarrollado métodos que
permiten mapear los sitios de unién de un IncRNA en el genoma (Chu et al. 2011; Simon et
al. 2011), lo cual se presenta como una herramienta util en futuras caracterizaciones de
IncRNAs para distinguir aquellos que funcionan en cis de los que funcionan en trans. Por lo
tanto, los resultados obtenidos en este tipo de experimentos constituyen un buen inicio
en la caracterizacién de los mecanismos de accién de un IncRNA y proveen evidencias que

permiten la elaboracion de nuevas hipdtesis de trabajo.

A pesar de que solo se conoce la funciédn de unas cuantas decenas de IncRNAs,
estos estudios han permitido proponer diversos mecanismos de accién que parecen estar
conservados entre especies, lo cual indica la relevancia de los IncRNAs en la regulaciéon
génica. En particular, se sabe que muchas proteinas poseen dominios especificos que les
conceden la capacidad de interactuar con RNA, permitiendo asi la formacién de complejos
ribonucleoproteicos necesarios en la correcta regulacién transcripcional (Maison et al.
2002; Wutz et al. 2002; Rinn et al 2007; Guttman et al. 2011; Khalil et al. 2009). En varios

casos, la funcién reguladora del IncRNA esta directamente ligada al tipo de proteinas con
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las que interactua, es decir, un IncRNA regula, por ejemplo, positivamente la expresion de
un gen o de un grupo de genes asocidandose con proteinas o complejos proteicos
involucrados en la activacion transcripcional (Bertani et al. 2011; Wang et al. 2011). Se ha
reportado que los IncRNAs participan tanto en el silenciamiento como en la activacién de
la expresidn génica, asocidandose con proteinas o complejos proteicos represores o
activadores, respectivamente. Las particularidades de estas interacciones RNA-proteina
han llevado a proponer diferentes mecanismos de accion para los IncRNAs, mismos que se

explicaran mas adelante.

Ademas, es importante sefialar que algunas proteinas poseen dominios de unién a
DNA y RNA (Searles et al. 2000; Lu et al. 2003; Brown 2005). Por ejemplo, se reportd
recientemente que el factor multifuncional CTCF, ampliamente reconocido como una
proteina de union a DNA involucrada en diversos procesos que van desde la regulacion
transcripcional, splicing alternativo, impronta gendmica, inactivacion del cromosoma X,
entre otros (Phillips y Corces, 2009; Holwerda y de Laat, 2013), también es capaz de unir
RNA mediante su dominio RBR (por sus siglas en inglés: RNA-binding region) (Saldafia-
Meyer et al. 2014). En este mismo trabajo se describe que CTCF regula la activacién
transcripcional del locus p53 a dos niveles: (i) mediante su unién directa al DNA en la
region del promotor de p53, y (ii) mediante la unién al RNA antisentido a p53, Wrap53.
Ademads, se demostré que la unidon a RNA a través del dominio RBR es necesaria en la
formacién de multimeros de CTCF, lo cual se prevee serd de gran relevancia en el estudio
de la formacién de asas cromosomales (loops) mediada por CTCF, y a su vez, presupone un

papel importante de los IncRNAs en la estructuracién del genoma (Saldafia-Meyer et al,

20



2014).

Cabe resaltar que algunos trabajos han propuesto que el RNA no sélo interactia
con proteinas, sino también con otros acidos nucleicos (con otros RNAs, y en particular
con DNA) (Rinn y Chang, 2012), proponiendo que estas interacciones también podrian ser
importantes en la funcién de un IncRNA, aunque la dificultad de su estudio in vivo
representa un obstaculo en su descripcion global (Martianov et al. 2007; Schmitz et al.
2010). Todas estas observaciones han llevado a sugerir que el RNA podria estar
funcionando como una interfaz dinamica entre el DNA y complejos proteicos, cuya
finalidad funcional es la correcta expresién transcripcional (Chu et al. 2011; Simon et al.

2011).

Se ha propuesto que la formacién de estructuras secundarias particulares en los
IncRNAs son la base principal de su interaccidn con las proteinas, por ello algunos grupos
de investigacion han comenzado a enfocarse en el desarrollo de nuevas técnicas que
permitan analizar las estructuras secundarias del RNA a nivel global de una manera mas
confiable (Kertesz et al. 2010; Underwood et al. 2010; Wan et al. 2011). La capacidad de
los IncRNAs para interactuar con proteinas les confiere diversas funciones reguladoras. A
continuacion se describiran algunos de los modelos de funcionamiento de IncRNAs

propuestos hasta el momento:

Modelo alostérico

Los IncRNAs pueden modular la actividad reguladora de ciertas proteinas o complejos

proteicos a través de la interaccion fisica (Figura 3). Por ejemplo, el IncRNA SRA (por sus
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siglas en inglés: steroid receptor RNA activator) tiene la capacidad de interactuar con la
proteina multifuncional CTCF, potenciando su actividad como elemento barrera (Yao et al.
2010). Otro ejemplo de este mecanismo de accion es el IncRNA NRON, cuya interacciéon
con el factor de transcripcién NFAT (nuclear factor of activated T-cells) evita su
acumulacién dentro del nucleo y por tanto, interviene con su funcién transcripcional

(Willingham et al. 2005).
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Figura 3.-Modelo del mecanismo de accidn alostérico. En este modelo se propone que una proteina
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reguladora cambia su configuracion alostérica, y por lo tanto modifica su actividad, cuando interactua
fisicamente con un IncRNA (Tomada de Guttman y Rinn, 2012).

Mecanismos de sefiuelo o competencia enddgena

Este tipo de IncRNAs, mejor conocidos como ceRNAs (competing endogenous RNAs),
funcionan titulando o “secuestrando” a otros elementos reguladores de manera
competitiva, tales como proteinas o miRNAs, y por tanto interfiriendo con su funcion
(Figura 4A). Por ejemplo, el IncRNA MALAT1 interactia con factores de procesamiento
post-transcripcional ricos en residuos de serinas/argininas (proteinas SR), secuestrandolas
en un compartimento particular del nicleo celular, lo cual tiene un impacto directo en el
proceso de splicing alternativo (Tripathi et al. 2010). Por otro lado, se ha reportado que

varios IncRNAs tienen la capacidad de hibridar de manera competitiva con miRNAs, lo cual
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tiene una influencia directa en los niveles intracelulares de miRNAs, asi como en los
niveles de sus respectivos mRNAs blanco. A este ultimo tipo de IncRNAs se les denomina
“esponjas de miRNAs” (Cesana et al. 2011). Un ejemplo muy interesante de este
mecanismo es el linc-RoR (long intergenic RNA regulator of reprogramming), el cual se une
competitivamente a diferentes miRNAs cuyos blancos candnicos son los factores
transcripcionales de pluripotencia Oct4, Sox2, y Nanog, previniendo asi la degradacion de
los mRNAs asociados a estos factores transcripcionales, promoviendo el mantenimiento
de la auto-renovaciéon en las células troncales embrionarias y, por lo tanto evitando su

diferenciacién (Wang et al. 2013).

Modelo de andamiaje molecular

Se dice que un IncRNA actia como un “andamio molecular” cuando tiene la capacidad de
funcionar como un adaptador que atrae en proximidad espacial dos o mas diferentes
complejos proteicos, lo cual permite el ensamblaje de una macro-estructura con una
funcién bioldgica definida (Figura 4B) (Spitale et al. 2011). El ejemplo clasico de andamio
molecular es HOTAIR, un IncRNA de 2.2 kb codificado en el locus HOXC, que se expresa
Unicamente en células con identidades posicionales distales y posteriores (Rinn et al.
2007). HOTAIR interactua de manera simultanea con los complejos PRC2 y LSD1-CoREST a
través de diferentes dominios estructurales en su extremo 5’ y 3’, respectivamente (Tsai
et al. 2010). Los complejos PRC2 y LSD1-CoREST son remodeladores de la cromatina, por

lo que el ensamblaje de esta macro-estructura bioldgica regula en trans la represion
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transcripcional de diversos genes mediante la regulacién coordinada de la metilacion de la
H3K27 (lisina 27 de la histona H3) y la desmetilacion de la H3K4me2 (lisina 4 de la histona
H3). Las modificaciones post-traduccionales de histonas H3K27me3 y H3K4me2 estan

implicadas en la represidn y activacion transcripcional, respectivamente.

Mecanismo de IncRNAs como potenciadores de la transcripcion

Los IncRNAs potenciadores de la transcripcion (del inglés: enhancer RNAs), como su
nombre lo indica, estan involucrados en la activacidon génica. En esta clasificacidon entran
tanto (a) los RNAs que se transcriben a partir de zonas gendmicas conocidas como
“potenciadores” (enhancers), como (b) aquellos que se transcriben a partir de cualquier

otra region del genoma (enhancer-like).

Los enhancers o potenciadores son regiones del DNA necesarias para la activacion
regulada y el mantenimiento de la expresién de ciertos genes. Se dice que los
potenciadores son elementos regulatorios distales ya que pueden encontrarse a cientos
de kilobases (kb) de distancia de los genes que regulan (De Laat y Duboule, 2013), o
incluso en cromosomas distintos (Spilianakis et al. 2005). Sin embargo, se ha propuesto
gue mediante la formacidn de asas cromosomales, estos elementos pueden entrar en
contacto con los genes que regulan (Figura 4D). Ademas, los potenciadores son elementos
importantes en la regulaciéon de la expresion génica tanto espacial (tejido-especifico)
como temporalmente (Lai y Shiekhattar, 2014). En general, estas regiones pueden llevar a

cabo su funcion mediante la unién de factores de transcripcién involucrados en la
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activacion génica; ademas, y de manera similar a lo que sucede con los promotores, los
potenciadores pueden ser identificados de manera global a través de la presencia de
“marcas” propias de estos elementos, como H3K4me1, H3K27ac (acetilacion de la lisina 27
en la histona H3), y la presencia de la acetiltransferasa de histonas p300 (Rinn y Chang,
2012). De manera adicional, estudios de secuenciacion masiva del transcriptoma
permitieron demostrar que estos elementos de regulacion pueden transcribirse,
produciendo IncRNAs (Kim et al. 2010; De Santa et al. 2010). Diversos estudios han
propuesto que los transcritos que se generan a partir de los elementos potenciadores no
son un simple by-product de la transcripcion por la RNA Pol Il. Por el contrario, se ha
reportado que estos transcritos, denominados eRNAs (por sus siglas en inglés: enhancer
RNAs), son funcionales y forman parte del mecanismo de activacidn transcripcional
mediante el cual una regién potenciadora regula a sus genes blanco. En algunos de estos
casos se demostrd que son las moléculas de RNA per se, y no el acto de la transcripcion,

las que son importantes en la activacién transcripcional de genes (Li et al. 2013).

Por otro lado, el IncRNA enhancer-like HOTTIP estd involucrado en la activacion
transcripcional de algunos genes homedticos del cluster HOXA (Wang et al. 2011). HOTTIP
interactua con WDRS5, proteina del complejo TrxG (Trithorax) que cataliza la H3K4me3,
marca de histonas asociada con la activacidon transcripcional. A diferencia de los eRNAs,
HOTTIP no se transcribe a partir de una regiéon potenciadora, sin embargo la regulacién
gue HOTTIP ejerce es dependiente de una cercania espacial entre el locus a partir del cual
HOTTIP se transcribe y los genes HOXA que regula, promovida por la formacion de un asa

cromosomal (Figura 4D). De esta manera, HOTTIP ayuda a reclutar al complejo trxG a los
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Figura 4.- Modelos funcionales de IncRNAs. (A) Los IncRNAs pueden actuar como “sefiuelos” o “esponjas”
titulando proteinas importantes, como factores transcripcionales, o miRNAs (no se muestra en la figura), y
por lo tanto evitando que lleven a cabo sus funciones reguladoras. (B) Los IncRNAs también pueden actuar
como andamios moleculares, es decir, como una interfaz de contacto entre dos o mas diferentes
proteinas/complejos proteicos. (C) Otros IncRNAs pueden actuar como “guias”, ayudando a reclutar diversos
tipos de proteinas, como remodeladores de la cromatina, a un locus de manera especifica. Se ha propuesto
que esto puede ocurrir a través de interacciones RNA-DNA, o a través de la interaccion del IncRNA con una
proteina con capacidad para unirse al DNA (Adapter). (D) A su vez, dos regiones linealmente distales en el
genoma, pueden entrar en proximidad fisica mediante la formacidn de asas cromosomales. Se dice entonces
que el IncRNA, transcrito a partir de una de esas regiones, promueve el reclutamiento en cis de ciertos
factores o remodeladores de la cromatina, regulando asi la activacién transcripcional (Tomada y modificada
de Rinn y Chang 2012).

genes HOXA, promoviendo asi el mantenimiento de la marca de histonas H3K4me3 y por
lo tanto, regulando en cis la activacién génica de los mismos (Wang et al. 2011). El
mecanismo de regulacién de HOTTIP es andlogo al mecanismo mediante el cual funcionan

las regiones potenciadoras o enhancers, lo que le ha valido a HOTTIP ser considerado
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como un IncRNA potenciador de la transcripcidn o enhancer-like.

Regulacién epigenética

Las evidencias iniciales que mostraron que un RNA per se puede funcionar como una
entidad reguladora provinieron de estudios de compensacién de dosis; por un lado con la
caracterizacién de Xist en la inactivaciéon del cromosoma X (Penny et al. 1996; Wutz y
Jaenisch, 2000), y por otro lado con el descubrimiento de diversos IncRNAs involucrados
en el proceso de impronta genémica (Lyle et al. 2000; Pandey et al. 2008). Desde hace
varios afios se tenian evidencias indirectas de que el RNA podia influenciar la estructura
de la cromatina, y por lo tanto, regular la expresiéon génica (Paul y Duerksen, 1975). En la
actualidad, gracias a diferentes estudios, se sabe que los IncRNAs juegan un papel
importante en la regulacidn epigenética, siendo esta funcion una de las mejor

caracterizadas hasta el momento.

El genoma de un organismo eucarionte se organiza en una serie de estructuras que
han mostrado ser fundamentales para efectuar diversas funciones, entre las cuales se
encuentra la expresion regulada de genes. El empaquetamiento y compactacién del
material genético en el nulcleo celular es posible gracias a la estructura conocida como
cromatina, un conjunto de DNA y proteinas. Estas proteinas, mejor conocidas como
histonas (Felsenfeld y Groudine, 2003), se organizan en octameros formando al
nucleosoma, alrededor del cual se enrollan aproximadamente 147 pares de bases (pb) de

DNA. El octamero de histonas esta constituido por un par de cada una de las histonas H2A,

27



H2B, H3 y H4. Los nucleosomas constituyen la unidad fundamental de la organizacion de
la cromatina y representan su primer nivel de organizacion (Figura 5). El siguiente nivel de
compactacion es el resultado del plegamiento de los nucleosomas en una fibra compacta
de 30 nm de didmetro, conocida como solenoide. Este nivel de organizacion se favorece
mediante la unién de una quinta histona, H1, que no forma parte del nucleosoma y que
interactla con las regiones internucleosomales. La fibra de 30 nm conforma la base de
niveles superiores de compactacién del material genético (Figura 5). Esta estructura
nucleoprotéica posee una organizacidn y regulacién definida dentro del nucleo celular.
Dicha organizacion, en conjunto con la participacién de elementos reguladores que se
localizan en el DNA, permite una regulacidn fina y especifica, la cual dicta los patrones de

expresion para cada gen en un momento y tejido dado en los organismos pluricelulares.

Funcionalmente, el compactar el genoma en cromatina es per se un impedimento
para la realizacion de diversos procesos; por ejemplo, la compactacién del genoma puede
generar una reducida accesibilidad a ciertas secuencias en el DNA. Afortunadamente, la
célula eucariota desarrollé, en paralelo con los mecanismos de compactacion,
mecanismos que revierten de manera regulada dicho proceso. La estructura de la
cromatina es por lo tanto dindmica y flexible, y varia dependiendo de: (a) su localizacién
en el nucleo, asi como de (b) modificaciones inducidas por diferentes tipos de proteinas
conocidas genéricamente como “remodeladores de la cromatina” (Felsenfeld et al. 1996;

Felsenfeld y Groudine, 2003).
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Figura 5.-Multiples niveles de compactacion del DNA. El DNA se enrolla alrededor de un octdmero de
histonas para dar lugar al nucleosoma. Esta estructura representa el primer nivel de organizacién de la
cromatina y se conoce como “collar de perlas” o fibra de 10 nm. El segundo nivel de compactacion
(solenoide) es posible gracias a la incorporacion de la histona H1 a la cromatina. Posteriormente, esta fibra
forma asas de cromatina de gran tamafio, mismas que seran la base de niveles superiores de organizacién
del genoma, hasta llegar a la formacion de cromosomas metafasicos, los cuales constituyen el maximo grado
de compactacion (Tomada de Felsenfeld y Groudine, 2003).
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Por lo tanto, la cromatina y su estructura tienen influencia en la regulacién de la
expresion génica. Por ejemplo, la forma mas compacta de la cromatina, denominada
heterocromatina, es inaccesible a la maquinaria transcripcional y por lo tanto se asocia
con el silenciamiento génico. Por otro lado, aquellas regiones que muestran actividad
transcripcional se asocian con zonas de la cromatina menos compactas o “abiertas” que se
conocen como eucromatina (Felsenfeld y Groudine, 2003). De esta manera, se pueden
distinguir dos diferentes estados estructurales de la cromatina con funciones antagonicas
al nivel de la expresién génica, concluyendo que la estructura cromatinica de un dominio
estd intimamente asociada a su actividad transcripcional. La transicion coordinada entre
un estado y otro, asi como su mantenimiento a través de divisiones celulares sucesivas es
posible gracias a la existencia de diversos mecanismos epigenéticos encargados de la

regulacion de la estructura de la cromatina.

Los complejos remodeladores de la cromatina (Figura 6, en azul) se expresan en
todos los contextos celulares de manera ubicua, sin embargo, regulan diferentes
conjuntos de genes en distintos tejidos celulares. Dado que para muchos de ellos no se
han descrito dominios de unién al DNA (Miller y Kassis, 2006), no es claro cdmo es que
estos complejos, esenciales en el dictamen de la estructura de la cromatina, se reclutan de

manera especifica a los loci que regulan.

Recientemente, se han descrito diversos IncRNAs que interactian con complejos
remodeladores de la cromatina. En estos estudios, se demostré que el RNA es un
elemento crucial en la localizacién global de los complejos remodeladores de la cromatina

(Maison et al. 2002), es decir, que los IncRNAs ayudan a reclutar de manera especifica, ya
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sea en cis o en trans, a los complejos remodeladores de la cromatina hacia los loci o
regiones que regulan (Koziol y Rinn, 2010). Por lo tanto, se ha llegado a proponer que los
IncRNAs son los factores que confieren especificidad a los complejos remodeladores de la
cromatina y modificadores de histonas, anclandolos a lugares especificos a lo largo del
genoma (Wang y Chang, 2011), y de ahi su emergente importancia en el campo de la

epigenética (Figuras 4Cy 6).

A continuacion se describirdn brevemente algunos de los IncRNAs descritos

recientemente en la regulacion epigenética:

PcG/TrxG.- El grupo de proteinas Trithorax (TrxG) y el grupo de proteinas Polycomb (PcG)
son complejos remodeladores de la cromatina que funcionan antagénicamente, es decir,
el complejo TrxG se encarga de mantener un estado de expresidn génica activo, mientras
gue las proteinas PcG estdn involucradas en el mantenimiento de un estado de represién
génica (Ringrose y Paro, 2004). A su vez, se han caracterizado dos diferentes complejos
multiproteicos Polycomb, PRC1 y PRC2 (por sus siglas en inglés: Polycomb Repressive
Complex), ambos involucrados en el silenciamiento epigenético. Los complejos PcG y TrxG
son responsables de las modificaciones post-traduccionales en las histonas H3K27me3 y
H3K4me3, respectivamente; sin embargo, no se conoce en detalle el mecanismo mediante
el cual PcG y TrxG son reclutados de manera especifica a los genes que regulan. Esta
pregunta es relevante dentro del campo epigenético si se considera que los complejos
remodeladores de la cromatina son factores ubicuos, presentes en todos los contextos
celulares, sin embargo regulan a un conjunto distinto de genes en diferentes tejidos

celulares. Ademas, las proteinas PcG y TrxG no poseen dominios de unién a DNA, por lo
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que no es claro cdmo es que estos factores se reclutan de manera especifica a los loci que
regulan (Muller y Kassis, 2006). Recientemente se describieron algunos casos en los que
estos remodeladores de la cromatina son reclutados de manera locus-especifica gracias a
su capacidad de interactuar con IncRNAs. A este mecanismo de reclutamiento se le

conoce de manera general como mecanismo de “guia” (Figura 4C).

Modificaciones
post-
traduccionales
de histonas

Complejos
Dinamica Remodeladores
nuclear ATP-

dependiente

Procesos

epigenéticos

RNA no
codificante

Metilacion /
Desmetilacion
del DNA

Figura 6.-Procesos involucrados en la regulaciéon epigenética. En muchos casos, los IncRNAs son los
elementos que confieren especificidad a los complejos remodeladores de la cromatina, reclutdndolos de
manera especifica, a los loci que regulan. Se ha observado una desregulacion en la localizacién de estos
complejos epigenéticos (en rojo) en la ausencia de IncRNAs (mediante experimentos de pérdida de funcion).
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Un ejemplo claro de un IncRNA involucrado en la regulacién epigenética es Xist,
quién es uno de los principales coordinadores del proceso de inactivacidon del cromosoma
X (Pontier y Gribnau, 2011). Codificado en la regién conocida como centro de inactivacion
del cromosoma X (Xic, por sus siglas en inglés: X inactivation center), la longitud de Xist
varia dependiendo de la especie, y en el humano mide aproximadamente 19 kb. Xist se
expresa unicamente en uno de los dos cromosomas X durante el desarrollo femenino, y su
expresion esta relacionada con una represion global de genes del cromosoma X a partir
del cual se transcribe. Se determind experimentalmente que una regidon de 1.6 kb
localizada al interior de Xist, conocida como RepA, interactla con Ezh2, una proteina del
complejo PRC2, y que esta interaccién coordina el reclutamiento de PRC2 al cromosoma X,
siendo este evento el inicio de la inactivacidn, por lo que se ha propuesto que RepA podria
estar funcionando como centro de nucleacion del silenciamiento epigenético del
cromosoma entero (Zhao et al. 2008). Tsix, transcrito no-codificante antisentido a Xist,
reprime la expresién de Xist en cis al competir con RepA por interactuar con PRC2; de esta
manera se evita el establecimiento prematuro de la marca de histonas H3K27me3 y se
controla temporalmente el inicio de la inactivacidn del cromosoma de una forma precisa.
Por lo tanto, se ha concluido que la expresidn de RNAs no-codificantes en el cromosoma X
es necesaria para la correcta formacién de la heterocromatina a lo largo del cromosoma X

inactivo (Lee, 2010).

Por otro lado, también se han descrito IncRNAs que interactian con proteinas del
complejo TrxG. Un ejemplo es Mira, un IncRNA de 800 pb localizado en el SDR (por sus

siglas en inglés: “spacer DNA region”) entre los loci Hoxa6 y Hoxa7. Mira activa la
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transcripcion de los genes homedticos Hoxa6/a7, reclutando a la metiltransferasa de
histonas del complejo TrxG MLL1. A su vez, la activacion de Hoxa6/a7 esta relacionada con
la diferenciacién de las células troncales a células del mesodermo, en especial, a células
germinales. Se ha propuesto que la formacion de un hibrido de RNA/DNA podria ser el
mecanismo mediante el cual se coordina el reclutamiento del activador epigenético MLL1

al locus Hoxa6/a7 por el IncRNA Mira (Bertani et al. 2011).

Metilacion del DNA.- Este proceso epigenético involucra una modificaciéon bioquimica que
consiste en agregar un grupo metilo (-CHz) a las citosinas, normalmente en un contexto
CpG. Esta modificacién es mediada por metiltransferasas de DNA (DNMT, por sus siglas en
inglés: DNA methyltransferase) y ha sido reportada en todos los vertebrados analizados,
siendo una de las marcas epigenéticas mas estudiadas. La metilacién del DNA se asocia
normalmente con regiones de heterocromatina, y por lo tanto con silenciamiento génico.
La metilacion del DNA puede afectar la transcripcion de genes en 2 maneras: i) la
presencia de los grupos metilo puede representar un impedimento estérico para la unién
de factores transcripcionales al DNA (Choy et al. 2010), ii) la metilacién del DNA es
reconocida por proteinas con dominios de unién a CpG metilados (MBD, por sus siglas en
inglés: Methyl-CpG-Binding Domain). Las proteinas MBD se unen a las citosinas metiladas,
y ayudan posteriormente al reclutamiento de desacetilasas de histonas (HDAC, por sus
siglas en inglés: Histone Deacetylase) y otros remodeladores de la cromatina (Ichimura et
al. 2005; Reese et al. 2007; Ramirez et al. 2012), regulando la compactacion de cromatina

en esa regidon (formacidn de heterocromatina), y promoviendo asi la represion
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transcripcional de un locus. La metilacion del DNA es un componente importante de
diversos procesos celulares, como por ejemplo el desarrollo embrionario, la inactivacidon
del cromosoma X, la impronta genédmica y la estabilidad cromosomal (Reik et al. 2001; Sun

et al. 2006; Ogawa et al. 2008; Lawson et al. 2013; Messerschmidt et al. 2014).

Recientemente se han reportado diversos trabajos que demuestran que los
IncRNAs estan involucrados en la metilacion del DNA. Por una lado, Kcnglotl es un
IncRNA de 91.5 kb involucrado en la impronta de un grupo de genes del dominio Kcng1. La
expresion de Kcnglotl conduce al silenciamiento transcripcional de los genes
improntados de ese locus (Pandey et al. 2008). Se ha propuesto que Kcnglotl no sélo
ayuda en el establecimiento de la represién transcripcional de los genes improntados en
el alelo paterno, sino también en el mantenimiento de la misma a través de su interaccion
con la enzima DNMTI1. Kcnglotl recluta a DNMT1 al dominio, y de esta manera
contribuye al mantenimiento de la metilacion del DNA durante divisiones celulares

subsecuentes (Mohammad et al. 2010).

Otro ejemplo que demuestra la importancia de los IncRNAs en la regulacion de la
metilacion del DNA a nivel local es el IncRNA ecCEBPA, que traslapa con la transcripcion
del gen codificante sensible a metilacion CEBPA. El IncRNA ecCEBPA es capaz de modular
localmente la metilacidn, y por lo tanto, la expresién de CEBPA. La DNMT1 interactia con
el IncRNA ecCEBPA con mayor afinidad incluso que al DNA. Esta interaccién es
dependiente de estructuras tallo-asa en el RNA que ayudan a “secuestrar” o titular a la
DNMT1, previniendo asi la metilacidn del locus (Di Ruscio et al. 2013), y dando lugar a una

mayor transcripcion del mRNA de CEBPA. Los ejemplos anteriormente descritos permiten
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aseverar que los IncRNAs son componentes importantes en la regulacién de la metilacién

del DNA, ya sea promoviendo o blogqueando la accién de la DNMT1.

Complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP.- Ademas de la
metilacion del DNA y de las modificaciones post-traduccionales de histonas, la estructura
de la cromatina depende también del posicionamiento de los nucleosomas a lo largo del
DNA (Figura 5). Los complejos remodeladores dependientes de ATP controlan la
accesibilidad a secuencias de DNA mediante la desestabilizacion de las interacciones entre
el DNA y las histonas, favoreciendo el reposicionamiento nucleosomal, la expulsién de
histonas del DNA y el intercambio de variantes de histonas (Jiang y Pugh, 2009;
Hargreaves y Crabtree, 2011). Estos complejos remodeladores poseen un dominio comun
de ATPasa, lo cual les confiere la capacidad de alterar la estructura de la cromatina, y por
lo tanto de regular la expresién génica, utilizando la energia proveniente de la hidrdlisis de
ATP. Es importante sefialar que el efecto que este tipo de remodeladores de la cromatina
tienen sobre la expresion génica puede ser tanto negativo como positivo (Vignali et al,
2000).

Existen diferentes tipos de familias de complejos dependientes de ATP.
Recientemente se determind que la actividad de los remodeladores de la cromatina
pertenecientes a la familia SWI/SNF es regulada también por IncRNAs. Existen al menos 2
diferentes trabajos que describen la interaccién de diferentes subunidades del complejo

SWI/SNF con RNA, asi como sus correspondientes efectos regulatorios.
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El primer trabajo se realizo en plantas y demostré que IncRNAs producidos a partir
de la RNA Pol V regulan el posicionamiento de nucleosomas reclutando al complejo
SWI/SNF de manera especifica a ciertos loci dentro del genoma, y promoviendo asi su

represion transcripcional (Zhu et al. 2013).

El segundo trabajo identificd un IncRNA que se transcribe a altos niveles en cancer
de préstata, y cuya expresién correlaciona con un mayor riesgo en la progresion de la
enfermedad, asi como con mayores tasas de mortalidad. Este IncRNA, denominado
SChLAP1, interactlia directamente con SNF5, una subunidad del complejo SWI/SNF. Esta
interaccién provoca un decremento en la unién del complejo SWI/SNF a 30% de los
promotores que regula, y en consecuencia, una disminucién en la expresidn de sus genes
blanco (Prensner et al. 2013).

Estos hallazgos sugieren que tanto el reclutamiento como la actividad de los
complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP son mediados por
IncRNAs, y que ademas, esta caracteristica se encuentra conservada durante la evolucidn,
por lo que podria representar un mecanismo de regulacién general que aln queda por

determinarse en detalle.

Dinamica nuclear.- El nucleo es el organelo celular que contiene a la informacidn genética
y posee una estructura dindmica y flexible definida espacio-temporalmente, es decir, es
especifica de cada tejido, asi como de cada etapa de la diferenciacion celular y del ciclo

celular (Kosak y Groudine, 2004; Misteli, 2005). La organizacién tridimensional de la
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cromatina al interior del nucleo juega un papel importante en la regulacion de la
expresion génica. De manera general y como se habia mencionado previamente la
cromatina se encuentra organizada en dominios de heterocromatina y eucromatina.
Desde una perspectiva citoldgica, la heterocromatina se ha encontrado
predominantemente asociada a la periferia nuclear y al nucléolo, mientras que la
eucromatina tiene una localizacién mas central al interior del nucleo (Geyer et al. 2011).
Ademas, y de manera contraria a lo antes pensado, los cromosomas no se distribuyen de
manera aleatoria al interior del nucleo. Diversas evidencias indican que el genoma de una
célula eucarionte se encuentra organizado en “territorios cromosomales” en los que cada
cromosoma ocupa un lugar definido al interior del nucleo (Cremer y Cremer, 2010). De
manera adicional, la maquinaria transcripcional y la produccién de RNA se localizan dentro
de foci discretos, lo que sugiere la existencia de “fabricas transcripcionales”, es decir,
sitios bien definidos dentro del nucleo celular ricos en componentes de la maquinaria
transcripcional, tales como la RNA polimerasa, y en donde genes transcripcionalmente
activos que se encuentran linealmente distales, o incluso en cromosomas distintos,
convergen espacialmente (Osborne et al. 2004). Por lo tanto, los genes se presentan como
elementos cuya posicién es dinamica dentro del nucleo, moviéndose hacia adentro y hacia
afuera de las fabricas transcripcionales, y en consecuencia activindose o reprimiéndose

transcripcionalemente, respectivamente.

En este sentido se han identificado varios IncRNAs con actividades reguladoras al
nivel de la estructura tridimensional de la cromatina. Uno de los ejemplos mas recientes

es el IncRNA FIRRE, cuyo locus se localiza en el cromosoma X y pertenece al grupo de
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Figura 7.- Modelo de accion del IncRNA FIRRE como un factor de organizacidn regional. El IncRNA FIRRE
interactia con la proteina hnRNPU mediante su dominio RRD (por sus siglas en inglés: repeating RNA
domain). Se sabe que tanto FIRRE como hnRNPU son necesarios en la formacion de las interacciones trans
cromosomales entre el cromosoma X y otros cromosomas. Se han sugerido 3 diferentes posibles
mecanismos que explican la naturaleza de las interacciones trans cromosomales mediadas por FIRRE y
hnRNPU: (i) La interaccion de hnRNPU con elementos adicionales de la matriz nuclear, (ii) la unién directa de
hnRNPU a secuencias de adhesidn a la matriz nuclear en el DNA, 6 mediante (iii) la interaccién indirecta con
otras proteinas con dominios de union a DNA (Tomada y modificada de Hacisuleyman et al. 2014).

genes que escapan a la inactivacidon del cromosoma X. En este estudio se demostré que
FIRRE, en conjunto con la proteina de la matriz nuclear hnRNPU, es responsable de la
formacién de una estructura tridimensional que facilita la interaccion en trans de
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diferentes regiones cromosomales, por lo que se puede decir que actia como un
organizador de la arquitectura nuclear (Figura 7).

Ya que la formacién de esta estructura es dependiente de FIRRE, se ha propuesto
que una de las funciones de los IncRNAs podria consistir en reunir espacialmente genes
involucrados en rutas metabdlicas o procesos celulares similares, ya sea mediante la
formacién de estructuras que propicien interacciones tanto intercromosomales
(Hacisuleyman et al. 2014) como intracromosomales mediante la formacion de asas de
cromatina (Zhang et al. 2014), regulando asi la co-transcripcién de genes de manera muy

similar a lo propuesto previamente para las fabricas transcripcionales.

Todos los ejemplos expuestos anteriormente demuestran que la regulacién de los
loci mencionados no es el resultado de transcripcién pasiva; por el contrario, las mismas
moléculas de RNA no-codificante son necesarias para facilitar el reclutamiento de los

remodeladores de cromatina, ayudando asi en el silenciamiento/activacion de estos loci.

Son contados los casos en los que se ha demostrado que el reclutamiento de algln
complejo remodelador a sus loci blanco es mediado por un RNA largo no-codificante (Tsai
et al. 2010); sin embargo se desconoce si este es un mecanismo general de reclutamiento
gue simplemente no habia sido reportado anteriormente, y que ademas podria ser propio

de todos los remodeladores de la cromatina, o solo de un subconjunto de ellos.

Conforme el poder tecnoldgico ha ido en aumento, las innovaciones en diversas
técnicas de secuenciacion han permitido el abaratamiento, asi como la facilitacion de la
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obtencion de secuencias de genomas y transcriptomas completos (asi como de
proteomas) que permitan abordar de una manera mas global el estudio de los procesos
bioldgicos y celulares. Con los nuevos proyectos de secuenciacion masiva (en particular
del GENCODE) se ha puesto en relevancia la anotacién de cerca de 10,000 nuevos loci de
RNA largos no-codicantes en el genoma humano (Derrien et al. 2012). Elucidar la funcién
de todos esos nuevos RNA largos no-codificantes se presenta como el siguiente reto. Las
caracterizaciones funcionales realizadas hasta el momento muestran que estos elementos
participan en la regulacion génica a distintos niveles, y en consecuencia, los IncRNAs estan
ganando importancia dia a dia como una nueva clase de genes (Mercer y Mattick, 2013).
Algunos esfuerzos recientes en la literatura han abordado el problema de manera inicial
llevando a cabo ensayos de pérdida (Knockdown) y ganancia de funcién (sobre-expresién)
de los RNA largos no-codificantes de interés, e incluso algunos estudios han realizado este
tipo de experimentos de manera sistemdtica y a gran escala (Guttman et al. 2011; Lin et
al. 2014). Sin embargo, este tipo de enfoques no deja de ser indirecto, por lo que la
validacion funcional de cada uno de estos elementos, asi como la elucidacién de sus
mecanismos de accidon, se muestran como necesarias. En todos los ejemplos de
caracterizaciones funcionales mencionados anteriormente se demostré que los RNA no-
codificantes son entidades moleculares con funciones reguladoras. En nuestro grupo de
investigacion, estamos interesados particularmente en la caracterizacion funcional de un

IncRNA presente en el locus a-globina de pollo.
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1.1. ANTECEDENTES GENERALES

El transporte de oxigeno es esencial en el desarrollo de cualquier organismo pluricelular,
sin embargo, los requerimientos de este gas durante cada etapa del desarrollo son
diferentes. Para poder trasladar el oxigeno por medio de la sangre a lo largo del
organismo se requiere de la hemoglobina, una proteina sintetizada en los eritrocitos (Palis
y Segel, 1998). La hemoglobina es una proteina tetramérica compuesta de dos diferentes
tipos de cadenas polipeptidicas denominadas a y B (Figura 8B). Cada cadena es producida
a partir de dominios multigénicos localizados en diferentes cromosomas, pero co-

regulados a lo largo del desarrollo (Figura 8A y 8C).

Durante el desarrollo, el genoma se somete a una compleja red de regulacién
transcripcional regida por diversos factores, tanto genéticos como epigenéticos, con el fin
de establecer patrones de expresidon propios que definen la identidad celular. Durante el
desarrollo, las células madre hematopoyéticas se comprometen a la produccion de células
con un linaje definido, proceso conocido como diferenciacion celular. Entre los diferentes
linajes a los que las células madre hematopoyéticas dan origen, se encuentra el linaje
eritroide (Figura 9; Ferreira et al. 2005). Una vez determinado el linaje eritroide, la
diferenciacidn celular avanza hacia estadios eritroides maduros. La culminacién de este
proceso es la generacién de células terminalmente diferenciadas, en este caso, los
eritrocitos (Figura 12). Este proceso de diferenciacién celular se conoce como

eritropoyesis (Hattangadi et al. 2011).
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La produccién de sangre es similar para todos los vertebrados y se da en etapas
secuenciales durante el desarrollo embrionario, distinguiéndose dos fases: la primitiva
(fase transitoria) y la definitiva (fase permanente, adulta). Se denomina eritropoyesis

primitiva al proceso de produccidn de eritrocitos que tiene lugar en etapas tempranas del

fetal adulta embrionaria
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Figura 8.- Estructura de la hemoglobina y dominios multigénicos a y B-globina de pollo. (A) El dominio B-
globina se localiza en el cromosoma 1 y estd compuesto por el gen € de expresién embrionaria, el gen p de
expresion fetal, y los genes BA y BH de expresion adulta. (C) El dominio a-globina se localiza en el
minicromosoma 14 y se compone del gen embrionario 1, y los genes de expresion adulta o’ y o (B) La
estructura tetramérica que se muestra en la figura corresponderia a la hemoglobina de pollo que se expresa
en la etapa adulta, la cual se conforma de 2 cadenas polipeptidicas a y 2 cadenas polipeptidicas B.
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desarrollo, y que se define por la expresion de las globinas embrionarias
(Stamatoyannopoulos, 2005). A su vez, la eritropoyesis definitiva remplaza a la
eritropoyesis primitiva en etapas posteriores o tardias del desarrollo embrionario, y se

caracteriza por la expresién de las globinas adultas.
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Figura 9.- Determinacidon de los diferentes linajes celulares sanguineos durante la hematopoyesis. La
hematopoyesis se entiende como el conjunto de diferentes procesos de diferenciacion celular encargados
de la produccién de las células sanguineas a partir de las células madre hematopoyéticas (CMH). En las
flechas de la figura se indican algunos de los factores transcripcionales mas importantes en el proceso de
determinacién y diferenciacién celular durante la hematopoyesis. PML: Progenitores multilinaje; PMC:
Progenitor Mieloide Comun; PLC: Progenitor Linfoide Comun; PME: Progenitor Megacariocitico-Eritroide;
PGM: Progenitor Granulocito-Monocito (Tomada y modificada de Ferreira et al. 2005)
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Como mencionamos anteriormente, la produccion de hemoglobina se realiza a
partir de la sintesis de cadenas polipeptidicas independientes, codificadas a partir de
diferentes dominios multigénicos. En el contexto de esta tesis, nos enfocaremos
exclusivamente en el dominio a-globina de pollo. En la Figura 10 se presenta el dominio a-

globina de pollo:

FDT
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Figura 10.- Estructuracion del dominio a-globina de pollo En rojo se encuentran los genes a-globina, el gen 1t
codifica para la globina que se expresa durante la etapa embrionaria, mientras que aDy ot corresponden a los genes de
expresion adulta. Las flechas verticales en color negro corresponden a sitios de hipersensibilidad a la DNasa I. La
orientacion de la transcripcion de los genes se indica con las flechas horizontales.

Durante el desarrollo embrionario del pollo, los eritrocitos primitivos aparecen en la
circulacion entre los dias 4 y 5 post-fecundacion, y expresan la globina embrionaria it
(Figura 10 y 11). A partir de los dias 6 y 7 post-fecundacién, el linaje adulto inicia de
manera especifica la transcripcion de los genes a° y o (Felsenfeld, 1993). Conforme se
avanza en el desarrollo, se da una inversién en los patrones de expresion: el gen
embrionario m se silencia en etapas tardias del desarrollo, mientras que las globinas
adultas a® y a” incrementan sus niveles. A partir del dia 10 del desarrollo de pollo, el linaje

adulto de eritrocitos se impone en el organismo de manera definitiva (Figura 11).
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Figura 11.- Expresion diferencial de los genes a-globina de pollo durante el desarrollo embrionario. En la
grafica se muestran los niveles de expresidon de las a-globina en eritrocitos de pollo obtenidos a diferentes
dias post-fecundacion (Tomada y modificada de Valdes-Quezada et al. 2013, ANEXO 1).

El reemplazo de la eritropoyesis embrionaria o primitiva por la eritropoyesis definitiva o
adulta a lo largo del desarrollo embrionario de pollo esta definido a nivel molecular por un
“recambio” en la expresion de los genes globina (Figura 11) (conocido en inglés como
hemoglobin switching) (Palis y Segel, 1998; Baumann y Dragon, 2005). A su vez, la
expresiéon de los genes globina se encuentra regulada a través del proceso de
diferenciacion eritroide. Para este fin, en el laboratorio se cuenta con una serie de lineas
celulares aisladas a partir de tejido adulto de pollo (MATERIALES Y METODOS) que
mimetizan la diferenciacion eritroide adulta (Beug et al. 1979 y 1982; Graf, 2002). Estas
lineas celulares estdn comprometidas a un linaje eritroide adulto, y se encuentran
arrestadas en diferentes estadios de la eritropoyesis (Figura 12). En este sistema celular,
se ha observado que la expresidn de los genes a-globina adultos, a° y a”, se presenta en la
etapa final de la diferenciacidn eritroide, que a su vez es un simil de eritrocitos maduros

de 10 dias (Figura 12, células HD3 inducidas a diferenciacidn). La expresion de la globina

46



embrionaria 1 no se detecta en ninguna de las lineas celulares utilizadas en el sistema de
la Figura 12. Lamentablemente, la falta de un sistema analogo para el estudio de la
diferenciacién eritroide primitiva no nos permite establecer si este proceso es similar

durante la diferenciacion eritroide embrionaria.

HD24
Célula pluripotente
mieloide-eritroide

I-iDS no inducidas
Eritoblasto

6C2
Precursor eritroide
L]

- HDSImdu.l:u:las
Eritrocito

Figura 12.- Tipos celulares eritroides utilizados para el estudio de la diferenciacion eritroide adulta de
pollo. En el esquema se indican algunos de los estadios mas importantes en la diferenciacion eritroide, asi
como las lineas celulares con las que se cuenta en el laboratorio (en negrita) para su estudio. Las flechas
indican el flujo de un estado menos diferenciado a uno mas diferenciado. Todos los precursores eritroides
mostrados presentan niveles basales de expresion de los genes a-globina, con excepcion de las células HD3
inducidas a diferenciacion, las cuales incrementan considerablemente los niveles de expresion de los genes
adultos a” y o Gnicamente.

Por lo tanto, los genes globina representan un paradigma en la regulacion génica ya que
estan sujetos a una fina regulacion transcripcional, tanto a través del desarrollo
embrionario de pollo (Figura 11), como a través de la diferenciacién eritroide (Figura 12).
Es importante sefialar que los dominios a y B-globina de pollo han sido objeto de estudios

muy importantes en la regulacién diferencial de genes ya que los eritrocitos de pollo, a
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diferencia de los eritrocitos de la mayoria de los mamiferos, no carecen de nucleo, lo que
ha permitido el abordaje de preguntas a nivel transcripcional con enfoques tanto

genéticos como epigenéticos.

El dominio a-globina de pollo se localiza en el minicromosoma 14 y se extiende a lo
largo de una regién de ~40 kb. En el extremo 5’ del dominio se han descrito diferentes
sitios de hipersensibilidad a la DNasa | (Figura 10). La hipersensibilidad se entiende como
una mayor propensién de esa zona al corte por parte de la DNasa |, lo que se interpreta
como la presencia de una estructura cromatinica laxa en esa regién. Se sabe que la
presencia de estos sitios correlaciona con elementos reguladores de la actividad
transcripcional, muy probablemente debido a la unién de diferentes factores, como por
ejemplo, factores transcripcionales. A su vez, los promotores de los genes a-globina de
pollo poseen una organizacion modular y contienen la informacién necesaria para su
expresion durante las diferentes etapas de la diferenciacién eritroide (Felsenfeld, 1993);
sin embargo, requieren del elemento potenciador localizado en el extremo 3’ del dominio
(enhancer, Figura 10) para alcanzar los niveles de expresién adecuados (Rincén-Arano et
al. 2005; Escamilla-Del-Arenal y Recillas-Targa, 2008). En el extremo 5’ del dominio se
encuentra el gen C160rf35/CGTHBA, el cual se transcribe en direccion opuesta a los genes
a-globina y cuyo promotor se identific6 como una isla CpG (regién gendmica con una alta
frecuencia de sitios CpG) situada 4 kb rio arriba del gen de expresién embrionaria m. Se ha
propuesto que el dominio a-globina de pollo estd embebido en una regién con una
estructura cromatinica constitutivamente abierta, misma que parece estar conservada a lo

largo de la evolucién (Razin et al. 2003; Brown et al. 2006). Nuestro grupo de investigacién
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se ha dedicado durante afios a la elucidacién de los mecanismos moleculares responsables
de la regulacién de los genes a-globina durante el desarrollo de pollo y la diferenciacion
eritroide, con un énfasis particular en los mecanismos involucrados en el recambio de la

hemoglobina.

Con respecto a la regulacion de los genes a-globina de pollo en el contexto del
desarrollo, resultados recientes de nuestro grupo de investigacion utilizando la técnica de
3C (del inglés: Chromosome configuration capture), sugieren que el elemento potenciador
(enhancer 3, Figura 10) interactia con los promotores de los genes t y a” desde etapas
tempranas del desarrollo embrionario (eritrocitos de 5 dias post-fecundacion), y no asi
con el gen o (Figura 13). Se ha propuesto que el contacto fisico entre el promotor de T,
el promotor de a° y el potenciador 3’ es promovido por la formacién de asas
cromosomales (Figura 13), lo cual es consistente con el mecanismo de funcionamiento
previamente reportado para los potenciadores (Song et al. 2007). Ademas, esta estructura
(o como se le denomina en inglés: hub) parece ser especifica del linaje eritroide (Gavrilovy
Razin, 2008). Con respecto a la expresiéon de los genes globina, se ha propuesto que en
etapas tempranas del desarrollo embrionario (5 dias), la expresion del gen i es promovida
por la presencia de factores transcripcionales especificos para ese estadio, con una
ausencia concomitante de factores especificos para los genes adultos que Unicamente se
encuentran presentes en la etapa adulta (Valdes-Quezada et al. 2013, ANEXO 1). De esta
manera, los eritrocitos circulantes en las etapas embrionarias tempranas expresan
preferencialmente al gen m. Conforme se avanza en el desarrollo, el recambio en la

expresion de las globinas es favorecido por el silenciamiento de la globina embrionaria m,
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con un aumento en paralelo de la expresion de las globinas adultas a® y a” (etapa de 10
dias del desarrollo). Los resultados de este trabajo también sugieren que la metilacion del
DNA, en particular al nivel del promotor y del cuerpo del gen i, es el mecanismo
involucrado en el establecimiento y mantenimiento del silenciamiento transcripcional de
la globina embrionaria (Figuras 11 y 13). Ademas, la unién del factor CTCF a un sitio
cercano del promotor del gen a° parece delimitar este sub-dominio de silenciamiento
génico, funcionando como una barrera o limite entre el nuevo sub-dominio con el gen it
silenciado, y el gen ahora transcripcionalmente activo a®. Adicionalmente, la metilacién
del gen m, y en consecuencia su silenciamiento transcripcional, se ven acompafiados por
su disociacién del hub (Figura 13), es decir, el contacto observado en etapas tempranas
entre 1t y el potenciador 3’ se pierde en etapas tardias del desarrollo (Valdes-Quezada et

al. 2013, ANEXO 1).

Por otro lado, en el contexto de la diferenciacidn eritroide adulta también se
reportd la formacion de esta estructura tri-dimensional o hub (Gavrilov y Razin, 2008). En
este caso, los experimentos de 3C se realizaron en células HD3 (no expresan los genes
globina) y HD3 inducidas a diferenciacién (expresién de oy o). Dado gue los resultados
obtenidos en un experimento de 3C son poblacionales, lo que se concluyé es que la
formacién de este hub es dependiente del estadio de la diferenciacion celular, con la
presencia de hubs “inmaduros” y poco frecuentes en el estadio de eritoblastos, y hubs
completamente formados y en mayores frecuencias en el estadio terminal de
diferenciacién (HD3 diferenciadas = simil de eritrocitos terminalmente diferenciados). En

el hub descrito en este trabajo se observa nuevamente que el potenciador 3’ interactua
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con el gen a®, y no asi con m ni o®. Dado que la expresién de las a-globina adultas
correlaciona con la formacién de este hub, esto sugiere fuertemente que esta estructura

es importante para la activacion transcripcional de los genes globina.

Q )
AO AT
Desarrollo temprano Desarrollo tardio
m H3-H4ac S 2
. C™pG idios r> Activo r’ No activo
’ CTCE . Factores transcripcionales
AO generales y eritroides

Figura 13.- Conformacién topoldgica del dominio a-globina de pollo durante el desarrollo. En etapas
tempranas del desarrollo (5 dias) los genes mt y a contactan al potenciador 3’ (3’-Enh), formando una
estructura conocida como hub. En esta etapa se expresa preferencialmente m. En etapas tardias del
desarrollo, una vez que el recambio de hemoglobina ha ocurrido y que la eritropoyesis definitiva se ha
impuesto, el gen T se encuentra silenciado via metilacién del DNA (C"pG), disocidndose del hub. En esta
etapa se expresan Unicamente las globinas adultas o’ y o,

Por otro lado, un estudio reciente establecid la presencia de transcripcion no-codificante
gue corria por las zonas intergénicas del dominio a-globina de pollo. Se ha propuesto que
este transcrito se extiende a lo largo de 33 kb, cubriendo la totalidad del dominio (Razin et

al. 2004), e incluso, traslapando con los genes globina, por lo que se le llamé FDT (por sus
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siglas en inglés: Full Domain Transcript). En la Figura 10 se muestra la localizacion
propuesta para el FDT sobre el dominio a-globina de pollo. Sin embargo, hasta el
momento no se contaba ni con la caracterizacidon detallada de este transcrito, ni con
pruebas experimentales que nos permitieran concluir que este RNA es funcional. Dada la
creciente importancia de los IncRNAs en la regulacién génica, en nuestro grupo de
investigacion nos sentimos particularmente atraidos hacia la posibilidad de que este
elemento pudiera ser funcional, en particular, dentro del contexto de la regulacién de los

genes a-globina de pollo.

1.2. ANTECEDENTES PARTICULARES

Con los reportes iniciales del FDT vy la relevancia creciente de los IncRNAs en la regulacion
génica, en nuestro grupo de trabajo se inicié un proyecto de investigacién dedicado a la
caracterizacidon de este transcrito. El objetivo central del proyecto era demostrar si se
trataba de un IncRNA importante para la regulacién de sus genes vecinos, las a-globinas.
Cabe resaltar que esta hipétesis inicial presupone un modelo de regulacién en cis dado
gue parecia una pregunta mas sencilla de abordar en comparacién con el modelo de
regulacién en trans. Los resultados de este proyecto inicial sugieren la presencia de un
RNA largo no-codificante de ~23 kb, al cual se nombré IncRNA-aGT por sus siglas en inglés:
long non-coding RNA a-globin transcript (Arriaga-Canon et al. 2014, ANEXO 2). En este
mismo trabajo se encontré que el IncRNA-aGT se transcribe en la misma direccion con

respecto a los genes a-globina de pollo, y a su vez, muestra un patrén de expresion
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especifico del linaje eritroide.

Caracterizacion de la transcripcion a lo largo del dominio a-globina de pollo

Con el objetivo de definir la zona abarcada por este transcrito (el inicio y el final de su
transcripciéon) asi como la hebra de DNA a partir de la cual era sintetizado (transcripcion
en direccién sentido o antisentido), se realizaron RT-PCRs de cadena especifica a partir de
RNA total aislado de eritrocitos de pollo de 5 y 10 dias post-fecundacién (5dRBCy 10dRBC,
respectivamente, por sus siglas en inglés: Red Blood Cells) con pares de oligos (primers)
disefiados en distintas zonas a lo largo del dominio a-globina de pollo (Figura 14). Cabe
resaltar que se diseflaron 14 diferentes primers (P1-P14), algunos de ellos ubicados en
zonas intergénicas (P9-P14, ver Figura 14), y se detectd transcripcion en todas las regiones
analizadas por RT-PCR, aun en aquellas zonas que no coincidian con ninguna anotacién

génica previa (Figura 14).

Con este experimento se observo transcripcion en direccion antisentido (Figura 14,
flechas azules) de la zona P1 a P8, lo cual concuerda con la transcripcién del gen
C160rf35/CGTHBA. Sin embargo, a partir de la zona P6 (33 kb) se empieza a detectar
sefial de transcricpidn en direccién sentido (Figura 14, flechas rojas), tanto en una regién
que traslapa con el gen C160rf35/CGTHBA (primers P6-P8), como en regiones intergénicas
rio abajo (P9-P14). La transcripcion sentido se extiende a lo largo de ~23 kb, aunque en
este punto no se puede concluir que la transcripcion detectada en diferentes regiones del

dominio a-globina corresponda a un transcrito continuo.
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Figura 14.- RT-PCR cadena especifica en diferentes regiones del dominio en 5dRBC y 10dRBC. Se disefiaron
los primers P1-P14 a lo largo del dominio (cajas azules) cuyas posiciones se indican en la figura de arriba. El
esquema del dominio a-globina de pollo se encuentra a escala (unidad = 1 kb), la cual esta indicada en la
parte inferior del esquema. Se extrajo RNA total de eritrocitos de pollo en las etapas de 5 y 10 dias del
desarrollo embrionario (5dRBC y 10dRBC, respectivamente), mismo RNA que fue sometido a RT-PCR cadena
especifica, lo cual permitié definir la presencia de transcritos en diferentes regiones intergénicas del
dominio (P1-P14) asi como su direccionalidad. La presencia de transcripcion sentido y antisentido se
encuentra representada por flechas rojas y azules, respectivamente. El inicio de la transcripcién en direccion
sentido se encuentra esquematizado con una flecha roja, alrededor de la kilobase 33 (figura tomada de
Arriaga-Canon et al. 2014, ANEXO 2).

Para este punto se ha analizado ya la expresidn en zonas intergénicas, aunque Unicamente
de manera cualitativa, en eritrocitos de pollo provenientes tanto de la etapa primitiva
(expresion predominante del gen ) asi como de la etapa definitiva de la eritropoyesis
(expresion predominante de los genes adultos a® y o’). Se pensd en ampliar este analisis
hacia otros tejidos y lineas celulares, con la intencién de analizar dos aspectos: i) si esta
transcripcion era propia del tejido eritroide, y en cuyo caso estudiar ii) si esta transcripcion
podria tener alguna implicacién directa en la diferenciacion eritroide. Como podremos
recordar, en el laboratorio contamos con lineas celulares arrestadas en diferentes estadios

de la diferenciacion eritroide. Lo que se hizo fue extrapolar el andlisis de la Figura 14 a las
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lineas celulares eritroides HD24, 6C2, HD3 vy dif-HD3 (representando en el orden
mencionado los siguientes estadios de la diferenciacién: progenitor mieloide-eritroide->
precursor eritroide-> eritoblasto-> eritrocito, respectivamente) utilizando como controles
negativos (células no eritroides) a la linea linfoide DT40 y a células primarias de cerebro de
pollo (obtenidas a partir de cerebros de embriones de pollo a 10 dias del desarrollo).
Ademas es importante recordar que en el modelo de diferenciacién eritroide antes
mencionado, la expresion de los genes a-globina no es detectable en células HD24, 6C2 ni
HD3. Sin embargo, la inducciéon de la diferenciacion en las células HD3 conlleva a un
incremento en la expresion de las globinas adultas o’ y o, En la Figura 15 se muestran
Unicamente los resultados obtenidos de la RT-PCR cadena especifica en las zonas P4, P9 y
P10 (ver Figura 14), siendo P4 correspondiente a la transcripcion del gen
C160rf35/CGTHBA, y P9 y P10 a la transcripcion observada previamente en la zona

intergénica entre C160rf35/CGTHBA y el gen m.

A P4 primers P10 primers B HD3 cells
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Figura 15.- RT-PCR cadena especifica en diferentes estadios de la diferenciacion eritroide. (A) RT-PCR
cadena especifica a 40 y 50 ciclos de amplificacién en las zonas P4 y P10 (Figura 14) con RNA total de
cerebro de pollo (Brain) y de las lineas celulares eritroides HD24, 6C2, HD3 y linfoide DT40. (B) RT-PCR
cadena especifica radioactiva en la zona P9 en células HD3 y HD3 inducidas a diferenciacion (dif-HD3). De
nuevo, las flechas azules y rojas indican transcripcidn antisentido y sentido, respectivamente (Tomada de
Arriaga-Canon et al. 2014).
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La figura muestra que el transcrito de C160rf35/CGTHBA se detecta en muy bajas
cantidades en todas las lineas celulares analizadas (Figura 15A, amplificacion de PCR
tardia a 40 y 50 ciclos); sin embargo, en la zona P9, la transcripcion en direccién sentido
fue Unicamente perceptible en las células HD3 diferenciadas (Figura 15B). Cabe resaltar
gue en cerebro no se detectd transcripcidon en ninguna de las dos zonas analizadas. Estos
resultados sugieren que la transcripcidon en direccidén sentido previamente observada en
eritrocitos (RBCs) corresponde a transcritos propios de las etapas finales de la
diferenciacién eritroide, y por lo tanto correlaciona con la expresién de los genes adultos

o’y o

Por otro lado, la deteccién de transcritos de alto peso molecular por ensayos de northern
blot (Figura 16) utilizando distintas sondas a lo largo del dominio sugiere la existencia de
transcritos de gran tamano (mayores a 10 kb) que en principio abarcan gran parte del
dominio a-globina de pollo y cuyo tamafo exacto es dificil de estimar (Arriaga-Canon, et
al, 2014, ANEXO 2). En la Figura 16 se muestran Unicamente los resultados de northern
blot obtenidos con las sondas A y C. Esta fue la primera evidencia obtenida en nuestro
laboratorio de que la transcripcién intergénica observada previamente (Figura 14)
correspondia en realidad a un mismo transcrito de gran tamafno (Arriaga-Canon et al.

2014, ANEXO 2).

Determinacion del potencial codificante y de un promotor especifico del linaje eritroide

Por definicion un IncRNA es un RNA de tamafio mayor a los 200 nucledtidos que no posee

capacidad alguna para traducirse a proteina, razén por la cual demostrar que un RNA
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Figura 16.- Ensayos de Northern Blot en eritrocitos de pollo (RBCs) de diferentes etapas y en distintas
lineas celulares. En la figura se muestran Unicamente dos de las sondas utilizadas (probes Ay C) y su
localizacion en el dominio a-globina de pollo. La hibridacion observada con la sonda A se atribuye al gen
antisentido C160rf35/CGTHBA y corresponde, como se esperaba, con la deteccion de transcritos de alto
peso molecular (El tamafio del 28S es aproximadamente 5 kb). Por otro lado, la sonda C corresponde a una
regidn intergénica entre C160rf35/CGTHBA y el gen m, y el resultado sorprendentemente apunta a que la
transcripcion previamente observada en esa zona (Figura 14) corresponde a un transcrito largo (Figura
tomada de Arriaga-Canon et al. 2014).

carece de potencial codificante se muestra como imperativo en la caracterizacién de un
IncRNA. Por lo tanto para la evaluacion del potencial codificante del RNA largo observado
previamente en el dominio a-globina de pollo se utilizd el programa Coding Potential
Calculator (CPC), el cual es capaz de discriminar con mucha precision entre un mRNA que
codifica para proteina y un verdadero RNA no-codificante (Figura 17). En este andlisis

usamos como control las secuencias de los genes codificantes C160rf35/CGTHBA, TMEMS,
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n ol y o ademds, las secuencias de Gomafu, Xist y HOTAIR fueron utilizadas como
controles validados de IncRNAs. La prediccién arrojada por este programa indica que este
RNA largo no parece tener potencial codificante, por lo que podria estar funcionando

como un RNA largo no-codificante (Figura 17B, Arriaga-Canon et al. 2014, ANEXO 2).
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Figura 17.- Prediccidn in silico de la estructura de IncRNA-aGT y de su potencial codificante. (A) Analisis in
silico de la estructura exén-intrén de IncRNA-aGT con los programas SSPNN y NetGen2. (B) Evaluacién con
con el programa CPC del potencial codificante de IncRNA-aGT. Se analizé la secuencia de 23 kb que es en
principio abarcada por IncRNA-aGT. Todas las secuencias analizadas tienen un score basado en su potencial
para codificar proteina: <-1, secuencia no-codificante bona fide; de -1 a 0, secuencia no-codificante débil; de
0 a 1, secuencia codificante débil; y >1, secuencia codificante bona fide (Tomada de Arriaga-Canon et al.
2014).

No obstante, y como hemos mencionado antes, los IncRNAs comparten ciertas

caracteristicas con los mRNAs. Ambos, tanto mRNAs como IncRNAs, poseen una
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estructura exon-intrén y por lo tanto estan sometidos a procesamiento o splicing, motivo
por el cual mediante un analisis in silico con los programas SSPNN y NetGen2 se predijo

que el IncRNA-aGT posee 2 exones (Figura 17A).

Con base en los experimentos anteriores, el inicio de la transcripcidon en direccién
sentido se ubica entre las kilobases 32 y 33 del dominio a-globina (Figura 14). Pensando
que en esta posicidon pudiera ubicarse el inicio de la transcripcion del RNA largo no-
codificante, se decidié analizar esa zona con la finalidad de encontrar evidencia en favor
de la presencia de un promotor para este IncRNA en esa regién. Una vez que mediante
ensayos de RT-PCR cadena especifica se delimitd de manera mds precisa el inicio de la
transcripcion sentido (Arriaga-Canon et al. 2014), se decidié analizar la actividad
promotora de un fragmento de DNA de 1 kb utilizando a la luciferasa como gen reportero
(Figura 18). El resultado indica que el fragmento de DNA de 1 kb analizado (Figura 18A,
region representada con una caja roja alrededor de la kilobase 32 del dominio) es capaz
de promover la transcripcidén de la luciferasa cuando se clona en direccién 5'-3’ en un
contexto eritroide (linea celular HD3), y no asi cuando se clona en la direccién contraria 3’-
5 (Figura 18B). Los resultados muestran ademas que la actividad promotora de este
fragmento de DNA parece ser especifica del tejido eritroide, ya que el mismo experimento
se realizd en fibroblastos de pollo, en dénde se observé que este fragmento de DNA no

conlleva a la expresidn de la luciferasa con respecto al control (Figura 18C).

En resumen, proponemos que existe un RNA largo no codifcante (Figuras 16 y 17)
que se extiende a lo largo de 23 kb en el dominio a-globina de pollo (Figura 14), al cual se

denomind IncRNA-aGT (por sus siglas en inglés: long noncoding RNA a-globin transcript).
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A su vez, IncRNA-aGT presenta un patrén de expresion eritroide (Figuras 15, 16 y 18) que
correlaciona con la expresion de los genes adultos a® y a” en un modelo de diferenciacién

eritroide (Figura 15).
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Figura 18.- Ensayo funcional de la region rio arriba del inicio de la transcripcion de IncRNA-aGT. (A)
Esquema que muestra la posicion del fragmento de 1 kb (caja roja alrededor de la kilobase 32) que fue
clonado en direccidn 5’-3’ y 3’-5’ rio arriba del gen de la luciferasa con la finalidad de evaluar su capacidad
promotora. (B) Transfeccidn transitoria en células HD3 de los plasmidos con luciferasa como gen reportero
analizando la capacidad promotora del fragmento de DNA de 1 kb con respecto al control (Empty vector, en
el control no se clond ningun fragmento rio arriba de la luciferasa). (C) Mismo experimento realizado en
cultivos primarios de fibroblastos de pollo (Tomada de Arriaga-Canon et al. 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de un gen no-codificante, IncRNA-aGT, en el dominio a-globina de pollo abre
nuevas preguntas, sobre todo, al nivel de su funcidn. Cabe resaltar que existen algunos
ejemplos en la literatura de transcritos no-codificantes largos que funcionan en cis
regulando la expresion de sus genes vecinos (Bertani, et al, 2011; Wang, et al, 2011). Por
lo tanto, deseamos entender la posible funciéon del IncRNA-aGT en la regulacién de los
genes a-globina de pollo. Como se demostrd previamente mediante RT-PCR en eritrocitos
de pollo de 5 y 10 dias del desarrollo, el IncRNA-aGT parece expresarse en una etapa de
eritropoyesis tanto temprana como definitiva. Estos datos nos llevan a hipotetizar que si el
transcrito se expresa durante esas etapas es porque juega un papel en ambas. Sin
embargo, esta posibilidad queda abierta para ser comprobada. Ademas, la expresién del
INcRNA-aGT en eritrocitos de distintas etapas del desarrollo fue analizada
cualitativamente, lo que no nos permite realizar conjeturas mas sélidas sobre su patrén de
expresion durante el desarrollo de pollo desde un punto de vista cuantitativo. Debido a
gue se desconoce si IncRNA-aGT tiene un papel importante en el contexto del dominio a-

globina de pollo, una valoracién de su posible contribucion es necesaria.
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3. HIPOTESIS

El RNA largo no-codificante aGT (IncRNA-aGT) regula la expresién de los genes a-globina

de pollo.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe una relacién entre IncRNA-aGT y la expresién de los genes a-globina

tanto en el contexto del desarrollo de pollo, como en la diferenciacidn eritroide.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar la expresion del IncRNA-aGT mediante RT-PCRs cuantitativas en distintas

etapas del desarrollo del pollo.

2.- Estudiar el efecto de la pérdida de funcién de IncRNA-aGT en la expresién de los genes

a-globina de pollo en células HD3 diferenciadas.

3.- Evaluar el efecto de la ganancia de funcién del IncRNA-aGT en la expresidn de los

genes a-globina de pollo en células HD3.
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5. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular HD3 corresponde a eritoblastos de pollo adulto transformados con el virus
de la eritoblastosis aviar (Beug et al. 1979). Las células HD3 se cultivan en DMEM
adicionado con 2% de suero de pollo y 8% de SFB (suero fetal bovino) en una atmdsfera de
5% de CO,; a 37°C. A su vez, se utilizaron cultivos primarios de eritrocitos de pollo,
obtenidos mediante puncién de la vena apical de embriones de pollo incubados durante
distintos dias, con el fin de obtener glébulos rojos de las etapas del desarrollo requeridas

(embriones de Gallus gallus domesticus, Alpes, Puebla, México).

Plasmidos

Para la transfeccion estable en la linea celular HD3 se realizé una construccidn a partir del
pldsmido pSilencer3.1-H1 puro (Applied Biosystems) clonando el shRNA disefiado en
contra de IncRNA-aGT bajo el control del promotor H1 RNA pol Il por medio de una
restriccion BamHI/Hindlll (shRNA aGT). Esta construccidn posee resistencia a puromicina.
Adicionalmente, y como control del experimento, se utilizé la transfeccién del vector
pSilencer3.1-H1 puro “vacio” (Ctrl.). Para la transfeccidén transitoria en HD3 se realizaron
las siguientes construcciones: a partir del vector pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen) se clonaron
los fragmentos de 1 y 2 kb en direccion sentido (+) y antisentido (-) bajo el control del
promotor CMV en los sitios BamHIl y Notl, respectivamente. Como control del

experimento (MOCK), se utilizé la transfeccion del vector pcDNA3.1/Hygro/lacZ
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(Invitrogen).

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

Los eritrocitos de pollo una vez colectados se lavan 2 veces con PBS suplementado con 2%
de SFB. Se fijan las células en PBS con formaldehido al 1% y se incuban a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Se afade glicina a una concentracién final de 125 mM para
detener la fijacidon y se lavan las células dos veces con PBS frio. Posteriormente, las células
se resuspenden en buffer de lisis (1% SDS, 5mM EDTA, 50 mM) suplementado con
diversos inhibidores de proteasas (SIGMA). Se sdnica la muestra con el fin de fragmentar
la cromatina en fragmentos de 300-600 pb (este rango se evalud por electroforesis antes
de proseguir con el experimento). Cada reaccién de inmunoprecipitacion se realiza en un
volumen final de 1 mL en un buffer que contiene 1% de Tritén X-100, 2 mM de EDTA, 20
mM de Tris-HCI pH 8.1, 150 mM de NaCl y diversos inhibidores de proteasas, y se utilizan
800 pg de cromatina y 3 pg de anticuerpo por reaccion. La inmunoprecipitacion
(cromatina+anticuerpo) se incuba toda la noche a 4°C en un agitador giratorio. Los
anticuerpos utilizados fueron anti-H3K4me3 (Millipore), anti-H3K27me3 (Abcam). A su
vez, se utilizaron como controles inmunoprecipitaciones con anticuerpos inespecificos, IgG
de conejo (Millipore) e I1gG de raton (Millipore). Posteriormente, se agregaron a cada
muestra 50 pL perlas magnéticas recubiertas de proteina G (Invitrogen). Las perlas se
recuperaron por centrifugacion durante 1 minuto a 2400 rpm a 4°C. El material

recuperado con las perlas se purificé utilizando proteinasa K, y el DNA recuperado en cada
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reaccion se analizé mediante PCR cuantitativa (Platinum Tag DNA polymerase, Invitrogen)
utilizando SYBR Green (SIGMA). Los enriquecimientos se calcularon mediante el método
AAC; normalizando contra una region de no enriquecimiento (H1) y contra el control de

inmunoprecipitacion inespecifica (IgG).

Extraccion de RNA y RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)

Para todos los andlisis de expresién de este trabajo se procedié a extraer RNA total de las
células de interés (eritrocitos de diferentes etapas del desarrollo embrionario, células HD3
y HD3 diferenciadas) resuspendiendo en 1 mL de Trizol (Invitrogen). EI RNA obtenido se
traté con DNasa | (RQ1, Promega) previamente a su utilizacion en la Reverso
Transcripcidn. Para preparar cDNA, se partid de 1 ug de RNA utilizando “random primers”
(Reverse Transcription System, Promega). El cDNA fue analizado mediante PCR
cuantitativa (Platinum Taq DNA polymerase, Invitrogen) utilizando SYBR Green (SIGMA).
En el caso de los analisis de expresidn en eritrocitos, se utiliz6 como normalizador al RNAr
28S, y para las HD3 y HD3 diferenciadas se utiliz6 ACTB (B-actina). Esta diferencia en el
normalizador utilizado para cada condicidn se debe a que los calculos de expresidn son
mas precisos a una menor diferencia de C; entre el gen blanco y el normalizador. Si se
comparan los niveles de expresion de los genes a-globina adultos entre eritrocitos y
células HD3 diferenciadas, observamos que a pesar de que la induccién produce un
incremento de los mismos con respecto a las células HD3 no inducidas, la expresidn en

eritrocitos sigue siendo por mucho, mayor a la observada en células HD3 diferenciadas.
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Esto significa que aunque el 28S es un buen normalizador dentro del contexto de
eritrocitos, no necesariamente funcionara como un buen normalizador dentro de otro

contexto (HD3) en dénde los niveles de expresion difieran en mayor medida.

Disefio de un shRNA especifico en contra del IncRNA-aGT

A continuacidn, hablaremos del disefio del siRNA especifico para IncRNA-aGT, tanto del

procedimiento que se siguid, como de las consideraciones que se tomaron en cuenta:

En primer lugar, se procedio a la eleccion de la zona blanco. Como podremos recordar, el
analisis in silico predijo un procesamiento del IncRNA-aGT en dos exones (Figura 17A). Ya
que el primer exdn traslapa con el gen antisentido C160rf35/CGTHBA, garantizar el disefio
de un shRNA especifico en contra del IncRNA-aGT (y por lo tanto, dirigido de manera
especifica a la cadena sentido) es dificil. Por lo tanto, se decidié disefiar un shRNA dirigido
en contra del segundo exdn predicho, cuya naturaleza es intergénica. Este exdn putativo
mide 1,103 nucledtidos, y sus coordenadas dentro del dominio a-globina de pollo son

43,691-44,794 (NCBI AY016020).

Existen hoy en dia multiples programas bioinformaticos para el disefio de siRNAs. Estos
programas predicen varios posibles siRNAs a partir de una secuencia gendmica de interés.
Los programas utilizados fueron: SiRNA at Whitehead del MIT

(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/) 'y Blockit RNAi Designer de Invitrogen

(https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/). Se dio como input a ambos programas
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la secuencia del exdn 2, antes especificada, los cuales predijeron muchos siRNAs que
fueron sometidos a varios filtros para una eleccidn final. Como primer paso, se trabajé con

todos aquellos siRNAs predichos por ambos programas.

Para la eleccion del siRNA mads adecuado se tomaron en consideracién algunas
caracteristicas de secuencia propias de los siRNAs. La primera de ellas fue “la regla de la
termodindmica asimétrica” entre hebras (Khvorova et al. 2003; Schwarz et al. 2003). En
general se ha visto que la hebra con el extremo 5" menos estable (lo cual se atribuye a
apareamientos mas débiles) es preferencialmente ensamblada en el complejo RISC
(Hutvagner, 2005). Por lo tanto, en el filtro de los candidatos obtenidos previamente in
silico se dio prioridad a aquellos con un extremo 5 enriquecido en nucledtidos A+U

(posicion 1 - 7) (Ui-Tei et al. 2004; Pei y Tuschl 2006).

De manera congruente con el paso anterior, multiples analisis de secuencia de siRNAs han
identificado de manera independiente nucledtidos individuales ubicados de manera
preferencial en ciertas posiciones. Por ejemplo: se ha observado que la mayoria de los
siRNAs contienen una A é U en la posicidn 1 (Reynolds et al. 2004; Jagla et al. 2005) y en la

posicién 10 (Takasaki et al. 2004; Shabalina et al. 2006).

El contenido de G+C en los siRNAs suele ser de 30%-52% (Chalk et al. 2004; Reynolds et al.
2004). Se ha visto que contenidos de G+C muy bajos correlacionan con siRNA duplex poco
estables y con una afinidad de apareamiento menor hacia los transcritos blanco. Por otro
lado, contenidos de G+C muy altos pueden impedir el ensamblaje de una cadena guia en

el complejo RISC.
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De manera adicional, la presencia de estructuras secundarias locales en los transcritos
blanco puede restringir la accesibilidad de [RISC + cadena guia] a la zona complementaria,
y por lo tanto disminuir la eficiencia del knockdown (Luo y Chang, 2004; Schubert et al.
2005). Por esta razon, este criterio se muestra como un filtro importante dentro de
nuestro andlisis, motivo por el cual se analizaron in silico las posibles estructuras
secundarias presentes en la secuencia blanco, que en nuestro caso es la regiéon que
corresponde al exén 2 de IncRNA-aGT predicho previamente. Este andlisis se llevd a cabo
utilizando el algoritmo PITA (Kertesz et al. 2007)

(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07 prediction.html). Este programa acepta

como inputs a la secuencia blanco de nuestro interés (exén 2) y a una lista de siRNAs
candidatos (los que obtuvimos previamente con los dos programas de disefio de siRNA).
Después realizé predicciones de estructuras secundarias a lo largo del exén 2, lo cual
permite predecir regiones de accesibilidad dentro del mismo, y en funcidén de esto, ordend

la lista de siRNAs candidatos del mas al menos efectivo.

Al final, dentro de una lista considerable de siRNAs candidatos en contra del IncRNA-aGT,
se escogid Unicamente a uno de ellos. Todos los criterios anteriormente mencionados se
tomaron en cuenta para la eleccidn y finalmente el siRNA elegido satisfizo cada uno de
ellos. La secuencia de siRNA elegida fue predicha por ambos programas bioinformaticos
previamente utilizados, con un extremo 5’ enriquecido en A+U, siendo el nucleétido de la
posicién 1 una A, y el nucleétido de la posicion 10 un U. Su contenido de G+C es de
42.86%, lo cual indica que esta dentro del rango aceptable. Ademas, este siRNA alcanzé

los mejores scores con el algoritmo PITA. La secuencia del siRNA elegido es: 5'-
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AUGAAGCUGUGAGAUGUCC-3".

Transfecciones en HD3

Todas las transfecciones se hicieron por lipofeccién (Invitrogen). Por cada transfeccién se
utilizaron 1x10° células que se resuspendieron en 800 pL de DMEM sin suero y se
colocaron en placas de 6 pozos. Se transfectd en todos los casos 1 pL de plasmido. En el
caso de las transfecciones estables para el experimento de pérdida de funcion, las
construcciones a transfectar (vector vacio y vector shRNA aGT) fueron previamente
linearizadas con la enzima de restriccion Xmnl. Una vez transfectados los pldasmidos, se
dejé incubar a 37°C durante 6 horas antes de inactivar con suero. Posteriormente, se
dejaron recuperando las células durante 48 horas antes de ser sometidas a seleccidn con
puromicina (SIGMA) a una concentracion final de 1 ug/mL. En el caso de las transfecciones
transitorias, los plasmidos a transfectar (pcDNA3.1_1kb(+), pcDNA3.1_1kb(-),
pcDNA3.1_2kb(+), pcDNA3.1_2kb(-), pcDNA3.1/lacZ) no se linearizaron previamente y a

las 48 horas de recuperacidn se extrajé RNA para los analisis de expresién.

Diferenciacion de células HD3

Las células HD3 se encuentran arrestadas en el estadio de eritoblasto, pero dicho arresto
puede ser revertido mediante la inactivacion del virus de la eritoblastosis aviar incubando
a 42°C durante 48 horas. Adicionalmente, la eficiencia de la diferenciacion puede

incrementarse suplementando el medio de cultivo con el farmaco ISO-H-7 a una
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concentracion final de 20 uM (SIGMA) y HEPES 10 mM (pH 8.0), en una atmdsfera con 1%

de CO; (Nicolas et al. 1991).

Tabla de secuencias de oligonucleétidos

Regién amplificada Secuencia 5’-3’ Tamaiio del
amplicén

(1)Promotor o Forward | CTGCTCTCAGCATTGCACAG 129pb
Reverse | GGGCTGGTGGCTGGTGG

(2)Promotor Forward | CTTCACAACATTGGCCTGGTC 224 pb

IncRNA-aGT
Reverse | GGTGTCCTCGGAAGCTGAC

(3)P8 Forward | AGAAAGGGACATTCACGTCC 161 pb
Reverse GCACATGAAGAAACCTGTTGC

(4)HI Forward | GGAACAAGTTGGCAAGGTCCTAT 145 pb
Reverse | TCTTCTGCCCTGCCCGTAT
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(5)mRNA &t (oligos Forward | TCACTGGAGAGGCTTTTTGCC 227 pb
exdn-exon)
Reverse GTGGGAAAGCAGCTTGAAGTT
(6)mRNA a” (oligos | Forward | GCTCTGACTAGGATGTTCACC 225 pb
exon-exoén)
Reverse | CTGCGACAACAGCTTGAAATTG
(7)mRNA o* (oligos | Forward | CCCTGGAAAGGATGTTCACC 224 pb
exon-exon)
Reverse | GGCCCAGGAGTTTGAAGTTG
(8)IncRNA-aGT Forward | GCGAGACACGGCAGGACAGG 143 pb
(regién P9, Figura
14) Reverse | GCACCTCAGTGCAGGCTGTGT
(9)28s Forward | CCTAGCAGCCGACTTAGAACTG 327 pb
Reverse | GCTCAACAGGGTCTTCTTTCC
(10)ACTB Forward | CCCAGACATCAGGGTGTGATGG 120 pb
Reverse CCAGTTGGTGACAATACCGTGTTC
(11)Regién 1 kb Forward | AGCACCCGCAGTGAGGGCTTA 974 pb
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Reverse | CTGGAGCTCCTGGCCTACGC
(12)Region 2 kb Forward | ACATGCATCCATGGCACACA 2104 pb
Reverse | CGTGGCTGTGCAATGCTGA
(13)2 kb qPCR Forward | GTTCCACCTACACCTTCG 159 pb
Reverse | TGAGCAGTGACAGTCACAGG
(14)shRNA contra Forward | GATCCGGACATCTCACAGCTTCA 63 pb
IncRNA-aGT
TTTCAAGAGAATGAAGCTGTGAG
ATGTCCTTTTTTGGAAA
Reverse AGCTTTTCCAAAAAAGGACATCT

CACAGCTTCATTCTCTTGAAATGA

AGCTGTGAGATGTCCG
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6. RESULTADOS

6.1. Expresion de IncRNA-aGT y su correlacion con la estructura local de la cromatina

durante el desarrollo del pollo

Estudios recientes sobre los IncRNAs han puesto en evidencia que: i) los IncRNAs
presentan patrones de expresién muy bien definidos espacio-temporalmente, es decir,
que en muchos casos su expresion es tejido-especifica, ademas de estar acotada a una
etapa del desarrollo y/o a un estadio en particular tanto de la diferenciacién como de la
division celular; ii) los IncRNAs se expresan en muy bajos niveles. Dado que se ha
observado la presencia del IncRNA-aGT en varias etapas del desarrollo de pollo mediante
RT-PCR convencional, lo que se busca ahora es realizar un analisis cuantitativo de su
expresion durante el desarrollo de pollo que nos permita conocer en detalle sus niveles de

expresion.

Para abordar estas preguntas aislamos eritrocitos de pollo a partir de sangre
circulante de huevos de 5, 6, 7, 8 y 10 dias post-fecundacidon, y posteriormente se
procedid a la extraccidn de RNA total con trizol. Después se realizé una RT con random
primers y el cDNA obtenido se utilizd como templado para la qPCR (quantitative PCR). Se
utilizé como gen normalizador al 28S (oligos (9), consultar tabla de oligonucledtidos en la
seccion de Materiales y métodos), y como control se analizd simultdneamente la
expresién de las globinas 1y o (oligos (5) y (6), respectivamente, Materiales y métodos)
en 5, 7 y 10 dias del desarrollo embrionario. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 19.
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Figura 19.- Expresion de IncRNA-aGT en eritrocitos durante el desarrollo embrionario de pollo. (A)
Expresion de las globinas m y o en eritrocitos de 5, 7 y 10 dias del desarrollo analizada por gqRT-PCR. (B)
Expresion de IncRNA-aGT (oligos (8), Materiales y métodos) durante diferentes dias del desarrollo
embrionario analizada por gRT-PCR. (C) Expresion relativa de o’ y IncRNA-aGT en eritrocitos de 10 dias.
Mediante este experimento se estimoé que IncRNA-aGT se expresa alrededor de ~130,000 veces menos que
el mRNA de a”. En estas graficas se muestra la expresion promedio y las barras de error corresponden a las
desviaciones estandar de dos diferentes experimentos. * indica un valor P < 0.05 (Figura 19A).

En la Figura 19A se muestra que la globina embrionaria m presenta niveles altos de
expresion en eritrocitos de 5 dias, mismos que disminuyen a lo largo del desarrollo de
pollo. En la figura es claramente apreciable el momento de recambio (7 dias), etapa que
se caracteriza por la transicién de eritropoyesis embrionaria a eritropoyesis definitiva, y

gue al nivel de expresién génica se entiende como el reemplazo de las globinas
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embrionarias, en este caso T, por las globinas adultas a® y o”. Por otro lado observamos
gue IncRNA-aGT niveles bajos de expresién en etapas mas tempranas del desarrollo
embrionario (de 5 a 8 dias), y que posteriormente sus niveles aumentan
considerablemente en eritrocitos de 10 dias (Figura 19B). A su vez, se determind que los
niveles de expresion de InNcRNA-aGT son bajos en comparacién con los de a®, ya que en la
etapa de 10 dias, IncRNA-aGT es ~130,000 veces menos abundante que el mRNA
codificante a® (Figura 19C). Este célculo se obtiene dividiendo la expresién promedio del
mRNA de a® entre la expresion promedio del INcRNA-aGT obtenidas en la etapa de

eritrocitos de 10 dias.

Con el objetivo de validar estos datos, asi como la caracterizacién del promotor de
IncRNA-aGT hecha previamente (ver Antecedentes particulares, Arriaga-Canon et al.
2014, ANEXO 2), se decidié analizar el potencial de activacion del promotor durante el
desarrollo. Diferentes estudios en la literatura han documentado que las modificaciones
post-traduccionales de las histonas estan intimamente relacionadas con la actividad
promotora. En particular, la presencia de trimetilacion en la lisina 4 de la histona H3
(H3K4me3) en el promotor de un gen se asocia con un estado de activaciéon
transcripcional, e incluso, el enriquecimiento de esta modificacién post-traduccional de
histonas ha sido un criterio ampliamente utilizado en la identificacién y anotacién a nivel
global de promotores activos (Schneider, et al, 2004; Bernstein, et al, 2005; Pokholok, et
al, 2005). Como se menciond antes, se procedié a analizar el estado de los promotores de
INcRNA-aGT y a® mediante el andlisis del enriquecimiento de la H3K4me3. Esto se realizé

por ChIP (por sus siglas en inglés: Chromatin immunoprecipitation), método utilizado para
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conocer los sitios gendmicos ocupados por una proteina de nuestro interés mediante una
inmunoprecipitacion de la cromatina con el anticuerpo anti-H3K4me3. A su vez, se decidid
incluir en el andlisis a una regiéon no promotora para fines comparativos (oligos P8 (3), ver
Materiales y métodos). En la Figura 20A se muestra la ubicacién en el dominio a-globina
de cada una de las zonas analizadas, asi como sus correspondientes enriquecimientos en
la marca de histona H3K4me3 (Figura 20B). El enriquecimiento de esta marca se evalud
mediante PCR cuantitativa (qQPCR) normalizando contra una zona de no enriquecimiento;
en este caso, se utilizé a la zona HI del dominio B-globina de pollo que se ubica dentro de
una regién de heterocromatina (oligos (4), Materiales y métodos), por lo que se espera
que la H3K4me3 no esté enriquecida. Ademas, el enriquecimiento se mide a partir del
“ruido de fondo” del experimento, que en este caso se dedujo a partir de la
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) con un anticuerpo inespecifico (para este
experimento se utilizé 1gG de conejo). Estos dos ultimos controles (normalizacién en
contra de la zona HI y sustraccién del ruido de fondo) son necesarios para calcular el
enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3 en una zona determinada mediante
gPCR. Ademas, en este experimento se analizdé también el enriquecimiento de otra marca
de histonas, la trimetilacion de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me3), modificacién
propia de heterocromatina facultativa (Figura 20C). La marca H3K27me3 es antagonica a
la H3K4me3, y su enriquecimiento, por ejemplo, en un promotor, se asocia con
silenciamiento génico (Li et al. 2007). Cada una de las graficas mostradas en las Figuras
20B y 20C contiene una “linea de base” o umbral (valor de enriquecimiento = 1). Todos los

valores observados por encima de la linea punteada son considerados como enriquecidos,
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ya sea en mayor o menor medida, con respecto al ruido de fondo. Todos los resultados
mostrados en la Figura 20 corresponden a ensayos de ChIP realizados en eritrocitos de

embriones de pollo de 10 dias.
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Figura 20.- Enriquecimiento de H3K4me3 y H3K27me3 en eritrocitos de 10 dias del desarrollo. (A) Esquema
del dominio a-globina de pollo que muestra la localizacién de las diferentes zonas analizadas (“primers”,
cajas azul claro): paGT, P8 y paD (oligos (2), (3) y (1), respectivamente, consultar en Materiales y métodos).
(B) ChIP-gPCR con el anticuerpo anti-H3K4me3 en eritrocitos de 10 dias del desarrollo. Los datos se
normalizaron contra la zona HI (regién de heterocromatina del dominio B-globina de pollo), misma que se
incluyd en la grafica con fines comparativos. (C) ChIP-gPCR con el anticuerpo anti-H3K27me3 en eritrocitos
de 10 dias del desarrollo.

Los resultados de este experimento son congruentes con la previa caracterizacion del
promotor del IncRNA-aGT (ver Figura 18), ya que se observd un enriguecimiento
considerable de la modificacion de histonas propia de promotores activos H3K4me3 en el
paGT con respecto a HI (region de heterocromatina) y P8 (regidon no promotora, Figura
20B). A su vez, y también de manera congruente con los analisis de expresiéon previos
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(Figura 19A), se observé un enrigquecimiento de la histona H3K4me3 aun mayor en el
promotor del gen a®. Por otro lado, el ChIP para la marca H3K27me3, asociada a
heterocromatina facultativa, reveld que esta modificacién post-traduccional en las
histonas presenta niveles minimos de enriquecimiento en todas las zonas analizadas

(Figura 20C).

Por otra parte, el enriquecimiento de la histona H3K4me3 en el promotor de
IncRNA-aGT indica que se trata de un promotor activo, dato congruente con los resultados
previos que indican que es justo en la etapa de 10 dias en donde se observa una mayor
transcripcion de IncRNA-aGT (Figura 19B). Asimismo, se analizé el enriquecimiento de la
histona H3K4me3 en estas mismas regiones en etapas previas del desarrollo (eritrocitos

de 5y 7 dias; Figura 21).

Por una parte, lo que observamos al comparar 3 diferentes etapas del desarrollo
de pollo es que, si bien la marca de histona H3K4me3 parece estar enriquecida en todas
las etapas y en todas las zonas analizadas con respecto al ruido de fondo (linea punteada),
las zonas paGT y paD muestran un comportamiento dindmico a lo largo del desarrollo
(Figuras 21A y 21C). Asimismo, en etapas mas tempranas del desarrollo (5 y 7 dias) el
promotor de IncRNA-aGT muestra un enriquecimiento basal de la marca de histona
H3K4me3, mismo que se dispara considerablemente en el dia 10 del desarrollo (Figura
21A). Por otro lado, el promotor del gen o muestra niveles similares de enriquecimiento
en la histona H3K4me3 tanto en el dia 5 (eritropoyesis primitiva, niveles de expresiéon de
a” bajos) como en el dia 10 (eritropoyesis definitiva, nivel maximo de expresién de o), asi

como una disminucion notoria en 7 dias (Figura 21C). Esto contrasta con los enriquecimi-
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Figura 21.- Enriquecimiento de la H3K4me3 en los promotores de IncRNA-aGT y a’ durante el desarrollo
de pollo. Se realizé ChIP utilizando un anticuerpo anti-H3K4me3 en eritrocitos de 5, 7 y 10 dias del
desarrollo, y se analizé el enriquecimiento de la histona H3K4me3 en los promotores de (A) IncRNA-aGT
(paGT) y (C) o’ (paD) mediante gPCR. (B) En el andlisis se incluyd a la zona P8 como un control negativo, ya
que esta region no coincide con ningln promotor anotado previamente.

entos de la marca de histona H3K4me3 observados para la zona control P8, en donde los
enriquecimientos para la histona H3K4me3 no solo fueron minimos (Figura 20B), sino
ademads se mantuvieron constantes a lo largo del desarrollo (Figura 21B), lo que refuerza

la idea de que paGT, al igual que paD, es un promotor regulado de manera diferencial a lo

largo del desarrollo.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta primera parte del proyecto permiten

concluir que el promotor del IncRNA-aGT (paGT) es activo mayormente a los 10 dias del
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desarrollo embrionario, ya que el enriquecimiento observado para la histona H3K4me3 es
mayor en esa etapa (Figura 21A). Cabe resaltar que este resultado es consistente con la
expresion del transcrito, para la cual se observé que hay una mayor cantidad de IncRNA-
aGT en eritrocitos de 10 dias (Figura 19B). Por otra parte, aunque los niveles de expresion
del gen o en 5 dias son menores con respecto a sus niveles de expresion en eritrocitos de
10 dias, su promotor (paD) muestra niveles altos de enriquecimiento para la histona
H3K4me3 en 5 dias (Figura 21C). Cabe resaltar que este ultimo dato, a pesar de no
correlacionar con el patrén de expresién observado para el gen a® durante el desarrollo,
es consistente con otros resultados de nuestro grupo y otros que llevaron a proponer que
el dominio a-globina de pollo posee una configuracién de la cromatina constitutivamente

abierta (Valdes-Quezada et al. 2013, ANEXO 1)

6.2. Determinacion de la funcion del IncRNA-aGT

6.2.1. Ensayo de pérdida de funcion del IncRNA-aGT en células de pollo HD3

diferenciadas

Con base en los datos obtenidos previamente en este proyecto se puede deducir que si
INcRNA-aGT lleva a cabo alguna funcién de relevancia en los eritrocitos muy
probablemente sea en la etapa de la eritropoyesis definitiva (eritrocitos de 10 dias de
desarrollo), ya que es en esta etapa donde se demuestra que tanto los niveles de
expresion, asi como la actividad promotora del IncRNA-aGT son mayores (Figuras 19B y

21A). Ademas, y de manera congruente con estos resultados, la correlacién positiva entre
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la expresion del IncRNA-aGT vy las globinas adultas se habia observado previamente en el
contexto de la diferenciacion eritroide, particularmente, en la etapa terminal (células HD3
diferenciadas, simil de eritrocitos adultos terminalmente diferenciados, Figura 15B).
Debido a su localizacién gendmica y tamafio (parece abarcar gran parte del dominio a-
globina, incluso traslapando con genes codificantes), asi como su expresidon espacio-
temporal (expresidn propia de los eritrocitos adultos), el IncRNA-aGT se presenta como un
elemento importante en el estudio del dominio, tanto a nivel de la regulacién como
estructural. Con base en las evidencias previas, podemos sugerir que la posible funcién del
IncRNA-aGT podria estar relacionada de manera especifica con las a-globina adultas o y
o, Para determinar si existe una contribucién de IncRNA-aGT en la expresion de los genes
a-globina, se realizaron experimentos de pérdida de funcion del IncRNA-aGT. En este
trabajo de tesis se realizd Unicamente el experimento de pérdida de funcién (knockdown)
en el contexto de la diferenciacion eritroide, en particular, en las células HD3 inducidas a
diferenciacién. En cuanto a la técnica de knockdown se optd por un silenciamiento
mediado por RNA de doble cadena, mejor conocido como RNA de interferencia (RNAI).
Para ello se disefid un shRNA (por sus siglas en inglés: short hairpin RNA) especifico en
contra del IncRNA-aGT, mismo que se cloné en un vector de sobre-expression
(pSilencer3.1/H1-puro) para ser transfectado de manera estable en la linea celular HD3.
Adicionalmente, se utilizdé como control de este experimento la transfeccién de un

plasmido vacio.
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Knockdown del IncRNA-aGT mediante RNAi

Antes de proseguir, recordemos de manera general cdmo funciona el sistema de RNA de
interferencia. El RNAi es un proceso conservado entre diferentes organismos, cuya
finalidad es reducir significativamente la expresion de un gen de manera secuencia
especifica a través de RNA de doble cadena (Meister y Tuschl, 2004). Los siRNAs son RNAs
duplex o de doble cadena que miden 21-23 nucledtidos. Las hebras que conforman el
duplex son perfectamente complementarias entre ellas; ademds este RNA bicatenario
presenta 2 nucledtidos adicionales no complementarios en el extremo 3’ de ambas
hebras. Este duplex de RNA es un intermediario natural del procesamiento de RNAs mas
largos de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en inglés: double-stranded RNA) por
endonucleasas de la familia RNAsa Ill. Sin embargo, los siRNAs pueden ser también
introducidos de forma exdgena en las células utilizando métodos de transfeccién, por lo
gue pueden sintetizarse quimicamente con base en un disefio previo que permita que la
secuencia del siRNA sea totalmente complementaria a la del mRNA de nuestro interés,
garantizando un efecto de silenciamiento especifico para ese gen. El mecanismo general
del RNA de interferencia se explica en la Figura 22. A partir del RNA duplex, una de las dos
hebras es elegida de manera preferencial para ser ensamblada en un complejo proteico
conocido como RISC (por sus siglas en inglés: RNA-induced silencing complex). La hebra
incorporada a RISC es conocida como “cadena guia”, mientras que la hebra
complementaria a ésta se denomina “cadena pasajera”. Es importante resaltar que
virtualmente cualquiera de las dos cadenas podria ser ensamblada a RISC, sin embargo,

estudios han demostrado que en general suele existir una preferencia por alguna de ellas.
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Posteriormente, la cadena pasajera es destruida una vez que la cadena guia se incorpora a
RISC. Asi, RISC bloquea la expresion de un gen promoviendo, mediante un apareamiento
que puede ser perfecto o parcial (microRNAs), la degradacién de transcritos

complementarios a la cadena guia (Sontheimer, 2005).

5 l::'-|-|-|1-|-|-|-|-|-|-|-|-l-|-|-|-|-|-|-|-j- OH 3’ cadena pasajera [preferencialmente destruida)
3 0OH P 5 Cadena guia [preferencialmente ensamblada a RISC)

Ensamblaje de RISC

\ Cadena pasajera destruida
3 OH @. P& Cadena guia

Complejo RISC

#HECDH ocimiento del blanco

%p mRMNA blanco

3 OH P 5 Cadena guia

Figura 22.- Silenciamiento génico mediado por siRNAs. La asimetria en la secuencia primaria de cada una
de las hebras que conforman el duplex dicta cual es la cadena que sera preferencialmente cargada en el
complejo RISC. De esta manera, la cadena guia (siRNA) es ensamblada en el complejo RISC. El siRNA, a través
de un apareamiento por complementariedad, promueve el reconocimiento especifico de RNAs blanco. Una
vez que el siRNA y su RNA diana se han apareado, el complejo RISC induce una escisidén en el RNA blanco, la
cual es interpretada por la maquinaria celular como una sefial de degradacion (Figura tomada de Pei y
Tuschl, 2006).

En el contexto de esta tesis, es importante contar con un sistema de knockdown estable y
eficiente en contra del IncRNA-aGT, por lo que se requerird de una fuente continlda que
provea a los siRNAs necesarios. Por esta misma razén, se optd por la utilizacién de un

shRNA clonado en un vector de sobre-expresion que se transfecté de manera estable en
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las células HD3, ya que los siRNAs pueden ser generados a partir del procesamiento de
shRNAs expresados de manera ectdpica (Bernards et al. 2006; Chang et al. 2006). Los
shRNAI (short hairpin RNA interference) son RNAs pequefios con estructura tallo-asa que
se mimetizan con intermediarios naturales del proceso de RNAI, y en consecuencia son
procesados a siRNAs por la RNAsa Il Dicer (Figura 23D). La estructura general de una
secuencia de shRNAi se muestra en la Figura 23A. Para la generacion del shRNA se
mandaron a sintetizar dos oligonucledtidos de DNA complementarios entre si de 63 nt
(Figura 23B). Estos oligonucleétidos se aparean para formar DNA de doble hebra y
posteriormente se clonan bajo un promotor de interés. En nuestro caso, se utilizé el
promotor de expresion constitutiva H1 RNA pol Il (Figura 23C). Una vez transfectados de
manera estable, la produccion del shRNA, y por lo tanto del siRNA en contra del IncRNA-

oGT, sera constante.

Una vez con el shRNA en contra del IncRNA-aGT clonado en el vector de expresion
(shRNA aGT), se procedieron a realizar las transfecciones estables en las células HD3 por
medio de lipofeccidon. Una vez seleccionadas las células HD3 mediante puromicina, se
indujeron a diferenciaciéon con el farmaco ISO-H-7, incubando a 42° durante 48 horas.
Posteriormente, se extrajo RNA total de estas células y se procedid a realizar una
Transcripcién reversa (RT) con random primers. A su vez, con el cDNA obtenido, se evalué
la transcripcion, tanto del IncRNA-aGT como de los genes a-globina de pollo mediante
PCR cuantitativa (qPCR). Los resultados obtenidos se normalizaron mediante el método de

AAC; y se muestran en la Figura 24.
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Figura 23.- Estructura y secuencia del shRNAi disefiado en contra del IncRNA-aGT. (A) Estructura general
de un shRNAI. La cadena guia es la secuencia reverso complementaria de la cadena pasajera; ademas es muy
importante enfatizar la presencia de un loop entre ellas con una secuencia no complementaria, de tal
manera que se promueva la formaciéon de una estructura secundaria tallo-asa. (B) Secuencia de los 2
oligonucledtidos mandados a sintetizar para la generacion del shRNA (secuencia (14), consultar “Tabla de
oligonucleétidos” en Materiales y métodos). (C) Vector de sobre-expresion de shRNAi. La secuencia
mostrada en la Figura 23B se clond en los sitios BamHI-HindlIl. (D) Estructura secundaria tallo-asa predicha
bioinformaticamente a partir de la secuencia de la hebra 5’-3’ mostrada en la Figura 23B.

Los resultados muestran que el knockdown en contra del IncRNA-aGT funciona (shRNA
aGT). Ademas y de manera relevante, la disminucidn del IncRNA-aGT afecta la expresion
de la globina adulta a®, pero no la expresién de o y rt (Figura 24), lo cual sugiere que el
transcrito INcRNA-aGT es un elemento importante dentro de la regulacién de la expresién

del gen adulto a®.
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Figura 24.- Knockdown del IncRNA-aGT en células HD3 diferenciadas. Analisis de qRT-PCR para estudiar la
expresion de IncRNA-aGT, a°, a”, y it (con oligos (8), (6), (7) vy (5), respectivamente. Consultar en Materiales
y métodos) en el contexto knockdown de IncRNA-aGT (shRNA aGT) con respecto al contexto control (Ctrl).
En estas graficas se muestra la expresion promedio y las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar de tres experimentos independientes. * indica un valor P < 0.05

6.2.2. Ensayo de ganancia de funcién del IncRNA-aGT en células HD3

Los resultados previos del experimento de knockdown de IncRNA-aGT pusieron en
evidencia que este transcrito es necesario para la completa activacion transcripcional del
gen a® durante la diferenciacién eritroide adulta. Con el fin de realizar un experimento
analogo al experimento de pérdida de funcién, que al mismo tiempo nos permita abordar
la posible funcion del IncRNA-aGT desde otra perspectiva, se decidié llevar a cabo un

experimento de ganancia de funcién o sobre-expresién del IncRNA-aGT.

Ya que la expresion del IncRNA-aGT se observa Unicamente en la etapa final de la
diferenciacién eritroide adulta (células HD3 diferenciadas, Figura 15B) y estd involucrada

de manera especifica con la activacién transcripcional del gen a°, se analizaron los efectos
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de una expresion ectdpica del IncRNA-aGT sobre la transcripcion del gen a® en células
HD3 no inducidas a diferenciacién (un estadio previo, en dénde no hay expresion ni de los
genes globina, ni de IncRNA-aGT). En nuestro caso especifico el tamafio del IncRNA-aGT
(~23kb) implica un problema en la realizacién de la sobre-expresion de IncRNA-aGT.
Debido a que este IncRNA es muy grande, una estrategia de clonacion del transcrito
completo resulta muy dificil. Por ello, se decidié elegir zonas especificas del transcrito de
tamafios experimentalmente manejables, y para la eleccidén de las mismas se tomaron en

cuenta los siguientes criterios de exclusion/inclusion, respectivamente:

i) Se eliminaron del andlisis aquellas zonas que traslapan con otros genes codificantes del
dominio a-globina de pollo. Por lo tanto, de acuerdo a la Figura 25, las zonas intergénicas

gue podrian tomarse en cuenta para la sobre-expresién (cajas en azul) sonla 7,8,9, 10y

11.
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h SH SH sk CpG IncRNA-aGT
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Figura 25.- RT-PCR cadena especifica en diferentes zonas a lo largo del dominio a-globina de pollo. Arriba
se muestra un esquema del dominio a-globina de pollo. Las cajas azules representan las zonas amplificadas
mediante RT-PCR cadena especifica.

ii) Las zonas a elegir tendrian que ser en principio importantes en la funciéon del RNA largo.
Hasta el momento, no se conocen en detalle los mecanismos mediante los cuales los
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IncRNAs llevan a cabo su funcién; sin embargo, se han descrito multiples interacciones
RNA-proteinas que parecen ser importantes y necesarias para su correcto funcionamiento
(Rinn et al. 2007; Khalil et al. 2009; Guttman et al. 2011). En particular, y con base en
algunos ejemplos de la literatura, se ha propuesto que algunos IncRNAs presentan
estructuras modulares (Guttman y Rinn, 2012). De acuerdo con este modelo, y de manera
similar a lo que ocurre convencionalmente con las proteinas, un IncRNA contiene
diferentes “dominios” o “mddulos funcionales” bien definidos, que actian de manera
independiente pero que en conjunto son necesarios para la funcién global del IncRNA en
cuestion (Wutz et al. 2002; Zappulla y Cech, 2004; Tsai et al. 2010). Estos dominios
importantes para la funcion de un IncRNA suelen estar definidos por la presencia de
motivos particulares, mismos que le confieren al IncRNA la capacidad, entre otras cosas,
de interactuar con proteinas (Di Ruscio et al. 2013; llik et al. 2013), para en conjunto llevar
a cabo funciones especificas. Por lo tanto, la identificacién de dominios funcionales en un
IncRNA es un paso importante para la descripcidon de sus mecanismos de accién in vivo,
por lo que se piensa que la sola sobre-expresion de aquellos fragmentos de RNA
correspondientes a dominios funcionales dentro de un IncRNA puede ser suficiente para
recapitular su funcién. Analisis bioinformaticos previos del laboratorio (catRAPID web

server: http://service.tartaglialab.com/page/catrapid group) predicen que la zona

intergénica entre 1 y a® (Figura 25) presenta un mayor potencial de interaccién con
proteinas (ej: MLL y CTCF) con respecto a la zona intergénica entre o” y a” (Figura 26), lo
cual posiciona a la zona intergénica m-a® como una regién del INcRNA-aGT que podria

estar interactuando con proteinas, y por lo tanto, como una zona importante para el
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desempefio de su funcion. Las zonas intergénicas n-a® y a’-a* miden aproximadamente 2

kb (Figura 26).

iii) Adicionalmente, para este experimento de sobre-expresién se eligid clonar un
fragmento de DNA de 1 kb localizado en la zona 7 del dominio a-globina de pollo (caja
azul, Figura 25). A diferencia de nuestras otras opciones de fragmentos a ser sobre-
expresados (zonas 8, 9, 10 y 11, Figura 25), la zona 7 no corresponde a ningun elemento
de regulacién propio de los genes a-globina de pollo, es decir, no corresponde a ningln
promotor (zonas 8, 9 y 10) o enhancer (zona 11); sin embargo, el experimento previo de
pérdida de funcién reveld6 que la zona 7 pudiera ser una regidon importante
funcionalmente para el IncRNA-GT, ya que, no solo coincide con el exdn 2 predicho
bioinformaticamente (Figura 17A), sino ademas el shRNAi previamente utilizado en contra

de IncRNA-aGT se disefid en esta misma zona.

Finalmente, se decidio sobre-expresar dos fragmentos:

1) Fragmento “A”: Regién de 1 kb situada en la zona intergénica rio arriba del gen
1t (Figura 27A). Esta region se amplificé con los oligonucledtidos (11) (consultar

en tabla de Materiales y métodos).

2) Fragmento “B”: Regidn intergénica entre m-a° que mide 2 kb (Figura 27A). Esta
region se amplificd con los oligonucledtidos (12) (consultar en tabla de

Materiales y métodos).
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Figura 26.- Prediccion bioinformatica de posibles interacciones RNA-proteina. (A) Interaccion entre
IncRNA-aGT y CTCF. Izquierda: prediccién de interaccidn entre la proteina CTCF y la region intergénica r-a”
(zona 9, Figura 25). Derecha: prediccidn de interaccidn entre la proteina CTCF y la region intergénica a’-a*
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(zona 10, Figura 25). (B) Interaccion entre IncRNA-aGT y la proteina MLL. Debajo de cada grafica (heat-map)
se muestra la zona gendmica cuyo potencial de interaccidn fue analizado. La escala de tonos rojos indica una
mayor propension de interaccion RNA-proteina en esa zona, mientras que la azul indica una menor
propensidn. La ausencia de color se interpreta como una incapacidad del programa para predecir una
interaccion.

Para la sobre-expresién, estas zonas se clonaron bajo un promotor CMV y se
transfectaron de manera transitoria en las células HD3 (Figura 27B, C y D). Los resultados
de este experimento indican que la sobre-expresidon de los fragmentos “A” y “B” no
parecen influir de manera significativa en la transcripcion del gen a® (La expresién del gen

a® se analizé con los oligos (6)).
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Figura 27.- Sobre-expresion de los fragmentos de DNA intergénicos de 1 y 2 kb en células HD3. (A)
Esquema del dominio a-globina de pollo que muestra la localizacion de los fragmentos de DNA “A” y “B”
(cajas en color morado y verde, respectivamente) que se clonaron en el vector de sobre-expresion
pcDNA3.1/Hygro(+) bajo el promotor CMV, y posteriormente se transfectaron de manera transitoria en las
células HD3. Estos fragmentos de DNA miden 1 y 2 kb, respectivamente. (B) Transfeccidn transitoria del
fragmento “A”. Como controles negativos se utilizaron las construcciones con el fragmento “A” clonado en
direccion opuesta (3’-5) y LacZ (MOCK). (C) Transfeccién del fragmento de 2 kb. (D) Co-transfeccion de los
fragmentos de DNA de “A” y “B”. La expresidn se analizd mediante qRT-PCR, con una normalizacion tipo
AAC.tomando la condicidn MOCK (sobre-expresién de LacZ) como referencia. En estas graficas se muestra la
expresion promedio y las barras de error corresponden a las desviaciones estdndar de dos diferentes
experimentos. * indica un valor P < 0.05.
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7. DISCUSION

El “recambio de hemoglobina” durante el desarrollo embrionario tiene su base en la
expresion diferencial de los genes globina y constituye un ejemplo muy claro de
regulacion transcripcional diferencial mediada por mecanismos tanto genéticos como
epigenéticos. En particular, el dominio a-globina de pollo ha sido muy utilizado como
modelo de estudio de diversos mecanismos que permiten una correcta expresion de los
genes en su interior. Esfuerzos a lo largo de muchos afios han permitido describir de
manera mas detallada como es que los genes globina logran presentar patrones de
expresion altamente especificos en tiempo y espacio, los cuales conllevan a una
produccién adecuada de hemoglobina dependiente de la etapa del desarrollo.
Adicionalmente, es importante resaltar que la expresién de los genes globina se regula
también a lo largo de la diferenciacion eritroide. En consecuencia, no es sorprendente que
la expresidn de los genes a-globina esté sujeta a una regulacion altamente controlada a
distintos niveles. Por ello, la descripcion de los diferentes elementos reguladores
involucrados en este proceso, los cuales van desde factores trancripcionales especificos,
aspectos epigenéticos, estructurales y elementos gendmicos tanto locales (promotores)
como distales (enhancers), es necesaria para entender su funcién. Por lo tanto, la
caracterizacidon previa de un RNA largo no-codficante, IncRNA-aGT, que se transcribe a
partir del dominio a-globina de pollo pone en evidencia la existencia de un elemento
génico adicional y abre la puerta a nuevas preguntas debido a la relevancia creciente de

los IncRNAs en la regulacion génica (Arriaga-Canon et al. 2014, ANEXO 2).

Inicialmente y basados en observaciones de RT-PCR y Northern blots, se observé
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gue IncRNA-aGT se expresa, en el contexto del desarrollo de pollo, en etapas tempranas
(5 dias) y tardias (10 dias) del desarrollo embrionario. Por otro lado, en el contexto de la
diferenciacion eritroide adulta, se habia demostrado que el IncRNA-aGT se expresa
Unicamente en las etapas terminales. Cabe resaltar que esta observacion se hizo en las
células HD3 diferenciadas, cuya induccion promueve Unicamente la expresién de las
globinas adultas a® y o®, por lo que se dice que las HD3 diferenciadas son un simil de los
eritrocitos de 10 dias. Esta observacién permitié describir una correlacién entre la
expresion del INcRNA-aGT y las globinas adultas a® y o en el contexto de la diferenciacién
eritroide adulta. Lamentablemente, la falta de un sistema in vitro que pudiera mimetizar
la diferenciacion eritroide propia de las etapas embrionarias no nos permitié hacer estas
observaciones en el contexto de la eritropoyesis primitiva. A pesar de ello, en el
laboratorio nos encontramos desarrollando una estrategia para aislar y mantener en
cultivo células troncales embrionarias de pollo. Uno de nuestros objetivos es que una vez
obtenidas estas células podamos diferenciarlas al linaje hematopoyético, vy
posteriormente al linaje eritroide, y de esta manera recapitular el proceso embrionario de
eritropoyesis primitiva, seguido de andlisis detallados que nos permitan estudiar, por
ejemplo, si INcRNA-aGT es importante en la regulacion del gen embrionario mt durante la

diferenciacidn eritroide primitiva.

Por lo tanto, se decidid analizar la expresion del IncRNA-aGT de manera
cuantitativa, lo que nos permitié concluir que IncRNA-aGT presenta niveles basales de
expresiéon en las etapas tempranas del desarrollo, y posteriormente incrementa

considerablemente en el dia 10 del desarrollo (Figura 19B), etapa en la cual la
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eritropoyesis adulta se ha establecido definitivamente, lo cual indica que las globinas
adultas o y o® han alcanzado sus niveles maximos de expresidn, mismos que se

mantendrdn durante el resto de la vida del pollo (Groudine y Weintraub, 1981).

A su vez, los analisis de ChIP corroboraron que:

i) El inicio de transcripcién del IncRNA-aGT previamente caracterizado mediante RT-PCR
cadena especifica presenta caracteristicas propias de un promotor fidedigno regulado
diferencialmente a lo largo del desarrollo del pollo. Por una parte, se determiné que el
enriquecimiento en la marca de histona H3K4me3 asociada al promotor del IncRNA-aGT
(paGT) es mayor en comparacién con los controles utilizados P8 (zona del dominio a-
globina no promotora) y HI (regién de heterocromatina del dominio B-globina) (Figura
20B). A su vez, el enriquecimiento en la marca de histona H3K4me3 asociado a paGT
muestra un comportamiento dindamico a través del desarrollo (Figura 21A), lo que sugiere
gue paGT es un promotor regulado de manera especifica, tanto espacial (linaje eritroide;

Arriaga-Canon et al. 2014), como temporalmente (Figura 21A).

ii) La marca de histonas H3K4me3 se encuentra mayormente enriquecida en el promotor
del IncRNA-aGT en la etapa de 10 dias. Ya que la H3K4me3 es una marca de histonas
caracteristica de promotores activos, por lo tanto resulta congruente observar un
enriguecimiento mayor en paGT justo en la etapa en que el INcRNA-aGT se expresa mas.
Esta correlacién positiva entre enriquecimiento de la marca de histona H3K4me3 en el
promotor y niveles de expresion es consistente con resultados de otros grupos que

demuestran que la actividad promotora, no solo estd intimamente relacionada con las
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modificaciones post-traduccionales de histonas, sino ademas parece depender de la
abundancia de las mismas, por lo que podriamos decir que un enriquecimiento mayor de
la marca H3K4me3 en un promotor (o de cualquier otra modificacion post-traduccional de
histonas asociada a promotores activos, como por ejemplo: la acetilacién) se traduce en

niveles transcripcionales mas altos (Heintzman, et al, 2007).

Sin embargo, no se observa esta misma correlacion para el gen adulto a’. Ya que
los niveles de expresion de a® son mayores en 10 dias con respecto a 5 dias (Figura 19A),
podriamos esperar que el enriquecimiento de la marca H3K4me3 en el promotor del gen
o” fuera también mayor en 10 dias. Para nuestra sorpresa, encontramos que este
promotor presenta también niveles altos de la marca H3K4me3 en 5 dias del desarrollo
(Figura 21C), lo cual es congruente con resultados previos de nuestro grupo y otros que
sugieren que la expresion del gen adulto o es dependiente de muchos otros factores que
citaremos a continuacion. En primer lugar, ha sido bien descrito que el dominio a-globina
se encuentra en un contexto cromatinico constitutivamente abierto (Razin et al. 2003;
Valdes-Quezada et al. 2013), por lo que la expresion diferencial de los genes a-globina a lo
largo del desarrollo parece estar controlada por factores especificos para cada estadio. De
esta manera, la expresion del gen embrionario 1t en las etapas tempranas del desarrollo es
controlada por factores transcripcionales especificos para 1, y a su vez la expresién de los
genes adultos se mantiene como minima debido a la ausencia de factores especificos para
su transcripcién que solo estan presentes en la etapa de la eritropoyesis definitiva (Valdes-
Quezada et al. 2013). Ademads, resultados previos del laboratorio sugieren que un

e e , D .
enhancer del dominio interactia con los promotores de los genes my a” desde los 5 dias
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del desarrollo embrionario; sin embargo, a los 10 dias del desarrollo la interaccién con 1
se pierde, mientras que la interaccién con a®se mantiene (ver Figura 13). Este fenémeno
se acompafiia del silenciamiento del gen 1, mismo que es mediado por la metilacién del
DNA a nivel del promotor y del cuerpo del gen (Valdes-Quezada et al. 2013). Esto ultimo
ha llevado a proponer que el silenciamiento de T es necesario para la activacion de a°y o
en la etapa adulta, y que durante la eritropoyesis temprana la expresion de m es
predominante y proritaria sobre la de a®y o, razén por la cual la transcripcién del gen a®

es minima en 5 dias (Figura 19A), a pesar de que el promotor parece estar “abierto” en

esa misma etapa (Figura 21C).

Asimismo, los resultados de expresion mediante ensayos de gRT-PCR sugieren que
el INcRNA-aGT es 130,000 veces menos abundante que el mRNA del gen a® en eritrocitos
de 10 dias, resultado congruente con lo reportado anteriormente, en dénde se afirma que
los RNA largos no-codificantes se expresan a muy bajas concentraciones con respecto a
los genes codificantes (Ravasi et al. 2006; Cabili et al. 2011, Guttman y Rinn, 2012).
Ademds, cabe resaltar que los niveles de expresion del gen a® y del IncRNA-aGT se
correlacionan nuevamente con los respectivos enriquecimientos de la marca en la histona
H3K4me3 en sus promotores (Figuras 19C y 20B), ya que el enriquecimiento de la marca
H3K4me3 en el paGT, si bien es considerable y suficiente para considerarlo como un

promotor activo, es menor que el observado en el paD al dia 10 del desarrollo.

Por otro lado, sabemos que no todos los transcritos de naturaleza no-codificante
son necesariamente moléculas de RNA funcionales. Existen en la literatura muchos

ejemplos de transcripcion intergénica en ddnde se describid que el proceso de
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transcripcion puede ser en si mismo el responsable de cambios a nivel de la cromatina e
influye en la presencia de ciertos factores transcripcionales, los cuales a su vez permiten la
activacion o represion de genes vecinos (Martens et al. 2004; Schmitt et al. 2005). Sin
embargo, la técnica de RNAi, que promueve la degradacién de RNA posterior a su
transcripcion, permite distinguir entre una molécula de RNA funcional y el acto de la
transcripcion como los responsables de un proceso regulador dado. En nuestro caso, el
knockdown contra el IncRNA-aGT conlleva a una disminucién en la transcricpcion del gen
a” en células HD3 diferenciadas, por lo que podemos concluir que el transcrito del
IncRNA-aGT per se es necesario en la activacién y mantenimiento de la transcripcién del
gen a® en el contexto de la diferenciacion eritroide. Por otra parte, el experimento de
ganancia de funcién indica que la sobre-expresion de los fragmentos de DNA de 1y 2 kb

correspondientes al INcRNA-aGT no tiene efecto alguno sobre la transcripcion del gen o

A pesar de que el experimento de ganancia de funcién no fue tan informativo
como el de pérdida de funcién, creemos que la técnica en si podria no ser la adecuada
para nuestro estudio. Por una parte, la elecciéon de los fragmentos de DNA a sobre-
expresar pudo no haber sido la indicada, por lo que futuros experimentos de sobre-
expresién utilizando diferentes zonas correspondientes al IncRNA- aGT podrian realizarse
para corroborar si estas diferentes regiones influyen en la expresion del gen o, y por lo
tanto son mas importantes para la funcion reguladora del IncRNA- aGT. Por otra parte,
sabemos que el IncRNA-aGT parece estar involucrado en la regulacién de su gen vecino
a°, lo que nos hace pensar en un mecanismo de accidn en cis. Un IncRNA que funciona en

cis coordina la atraccién, reclutamiento y ensamblaje de complejos reguladores
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importantes de manera especifica debido a que su extremo 3’ permanece anclado a su
locus de origen a través de la RNA Pol Il durante el acto de la transcripcion, lo que
promueve que el IncRNA funcione como una “guia” especifica de complejos reguladores
hacia su locus de origen o hacia loci vecinos (Lee, 2009). Esta propiedad es Unica de los
IncRNAs que actuan en cis, lo que lleva a deducir que para que un IncRNA lleve a cabo su
funcién reguladora, es indispensable que se encuentre en cercania con los loci que regula,
por lo que la expresion ectdpica de los fragmentos del IncRNA-aGT (1 y 2 kb) podria
explicar por qué no se observé un efecto sobre la transcripcion del gen a’ en el
experimento de ganancia de funcién, y por lo tanto, ser congruente con la propuesta de
que el IncRNA-aGT funciona en cis (Wang et al. 2011). Sin embargo, en la literatura ya se
han reportado experimentos de sobre-expresiéon en dénde se observd que las moléculas
de RNA, generadas a partir de la expresién ectdpica de un IncRNA previamente
caracterizado como un regulador en cis, tienen la capacidad de encontrar a sus sitios
blanco dentro del genoma, y recapitular su funcién reguladora (Martianov et al. 2007;
Schmitz et al. 2010; Jeon y Lee, 2011), lo que deja abierta la posibilidad de que muchos
IncRNAs que funcionan en cis, pudieran potencialmente funcionar también en trans
regulando muchos otros blancos dentro del genoma (Rinn y Chang, 2012). Por lo tanto,
analisis mas detallados seran necesarios en un futuro para determinar si el IncRNA-aGT
funciona en cis o en trans, asi como una descripcién mas detallada sobre su mecanismo de
accion. Cabe resaltar que las transfecciones del experimento de ganancia de funcién
fueron transitorias, lo que deja abierta la posibilidad de que en la transfeccion estable,

cuya eficiencia es mayor, pudieran observarse resultados diferentes. La elecciéon del
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método transitorio se tomd ya que se buscaba comprobar si el IncRNA-aGT era un
elemento necesario y suficiente para la activacion de a°, asumiendo que en caso de
funcionar como un activador de a° durante la diferenciacion eritroide, una sobre-
expresidon transitoria podria ser suficiente para observar un efecto sobre la activacién
transcripcional del gen a°. Sin embargo, los resultados aqui reportados sugieren que
INcRNA-aGT es un elemento necesario, mas no suficiente para la activacidon de Ia

expresion del gen a® durante la diferenciacién eritroide.

Este mecanismo de regulacidon de genes globina por IncRNAs podria encontrarse
conservado en otras especies, ya que al menos en ratén y humano se ha descrito la
presencia de transcritos a lo largo del dominio B-globina (Bastos y Aviv, 1997; Ashe et al.

1997; Gribnau et al. 2000).
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8. CONCLUSION

Hasta el momento, a pesar de que la funcién del IncRNA-aGT no es clara, podemos
concluir debido al patron temporal de expresion observado en el contexto del desarrollo
del pollo que el transcrito largo no-codificante juega un papel en la eritropoyesis
definitiva, y por el contrario, no parece ser necesario en las etapas mds temparanas del
desarrollo. Dado que el gen o’ comienza a incrementar sus niveles de expresion desde los
7 dias del desarrollo, podemos descartar que el IncRNA-aGT regule etapas tempranas de
la activacion de los genes a-globina adultos a° y o, Si el InNcRNA-aGT tiene un papel en la
regulacion de los genes a®y o, muy probablemente sea en una etapa posterior y el
mecanismo queda por determinarse. Por otro lado, en el contexto de la diferenciacion
eritroide adulta, se demostré que el IncRNA-aGT es necesario para la activacidon del gen

D
a.

9. PERSPECTIVAS

Futuros estudios de caracterizacion funcional serdn necesarios para determinar el
mecanismo de accion a través del cual el IncRNA-aGT regula la expresién del gen globina

adulto o en el contexto de la diferenciacidn eritroide adulta.

En primer lugar, quedan por redondearse y repetirse los experimentos de sobre-
expresion. Recordemos que la sobre-expresién analizada en este trabajo se realizd
transitoriamente, por lo que proponemos que la transfeccion estable de estas

construcciones podria tener efectos diferentes. Ademds, en lugar de analizarse
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Unicamente lo que sucede en las células HD3, se puede analizar los efectos asociados a la

sobre-expresion en el contexto de HD3 inducidas a diferenciacion.

Por otro lado seria interesante determinar si este transcrito interactda con alguna
proteina, ya sea mediante pulldowns con sondas de RNA biotiniladas o mediante
inmunoprecipitacion de RNA. En el laboratorio nos gustaria estudiar si existe una
interaccion entre IncRNA-aGT y la proteina CTCF, ya que recientemente se demostré que
CTCF posee un dominio de unidon a RNA (Meyer et al. 2014), y ademds CTCF es un factor

crucial en la regulacién del dominio a-globina de pollo.

Un aspecto muy interesante que atafie a la configuracion tridimensional del
dominio a-globina de pollo es la formacion de un hub “activo” de cromatina propio de la
etapa final de la diferenciacidn eritroide. La adquisicién de esta estructura topoldgica
correlaciona con la expresion de los genes adultos a® y a”, asi como con la de IncRNA-aGT.
Ya que existen antecedentes de IncRNAs involucrados en la estructuracion de la cromatina
(Zhang et al. 2014), seria interesante demostrar si IncRNA-aGT es necesario en el
establecimiento y mantenimiento del hub. Dado que la expresién del IncRNA es tardia en
el contexto del desarrollo de pollo, el IncRNA-aGT podria estar involucrado en el

. . .7 D .
mantenimiento de la expresion del gen a” a lo largo de la vida del pollo.
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CTCF demarcates chicken embryonic a-globin
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to adult stage-specific gene expression
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enhancer-promoter interaction

Genomic loci composed of more than one gene are frequently subjected to differential gene expression, with the chicken
a-globin domain being a clear example. In the present study we aim to understand the globin switching mechanisms
responsible for the epigenetic silencing of the embryonic  gene and the transcriptional activation of the adult «® and o*
genes at the genomic domain level. In early stages, we describe a physical contact between the embryonic w gene and
the distal 3' enhancer that is lost later during development. We show that such a level of regulation is achieved through
the establishment of a DNA hypermethylation sub-domain that includes the embryonic gene and the adjacent genomic
sequences. The multifunctional CCCTCC-binding factor (CTCF), which is located upstream of the a® gene promoter,
delimits this sub-domain and creates a transition between the inactive sub-domain and the active sub-domain, which
includes the adult a® gene. In avian-transformed erythroblast HD3 cells that are induced to differentiate, we found active
DNA demethylation of the adult a® promoter, coincident with the incorporation of 5-hydroxymethylcytosine (5hmC)
and concomitant with adult gene transcriptional activation. These results suggest that autonomous silencing of the
embryonic m gene is needed to facilitate an optimal topological conformation of the domain. This model proposes that
CTCF is contributing to a specific chromatin configuration that is necessary for differential a-globin gene expression

during development.

Introduction

Compartmentalization of the eukaryotic genome is one of the
initial regulatory steps for gene expression. Subsequently, interde-
pendent chromatin remodeling is needed to define sub-domains
to allow highly specific regulation of gene expression at a local
level.? To address these aspects of gene regulation in more detail,
we adopted the chicken a-globin gene domain as a paradigm
to understand the influence of chromatin domain structure on
gene expression (Fig. 1A).? For years we have been interested in
understanding genomic domain-level mechanisms of differential
a-globin gene expression, not only during organism development
but also during erythroid differentiation.

Hemoglobin switching represents the transition from embry-
onic to fetal and adult globin peptide synthesis in order to adjust
oxygen requirements in the organism during development. This
is accomplished through coordinated and differentially regulated
a- and B-globin gene expression (Fig. 1A). This process depends
on a complex interplay among gene promoters, distal regulatory
elements, nuclear dynamics, and the epigenetic milieu.**

Unlike the chicken B-globin gene domain, the a-globin
domain lies in a constitutive open chromatin context on

*Correspondence to: Félix Recillas-Targa; Email: frecilla@ifc.unam.mx
Submitted: 04/11/13; Revised: 06/17/13; Accepted: 06/20/13
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minichromosome 14 and contains the embryonic 7 gene and
adult o and o* genes (Fig. 1B). The a-globin locus covers a
genomic region of around 50 kilobases (kb). On its 5' non-cod-
ing region there are several DNase I hypersensitive sites, includ-
ing the locus control region known as the a-major regulatory
element (a-MRE), followed by the « EHS-1.4 element, which is
a CTCF-dependent insulator.” This insulator is located within
an intron of the CI6orf35 gene antisense transcript,®’ between
the a-MRE element and the a-globin genes (Fig. 1B). Further
downstream, 4 kb upstream of the  gene, there is a CpG island
that corresponds to the promoter element of the CI607f35 anti-
sense transcript (Fig. 1B).

Besides three a-globin genes (m, o, and o) and their pro-
moters, the domain contains several regulatory elements located
on its 3' non-coding region. In particular, there is an erythroid-
specific 3" enhancer located at a distance of 0.9 kb after the o*
gene.'® As the promoters of the 3 genes, the 3' enhancer activity
depends on the binding of the erythroid-specific transcription
factor GATA-1, other transcription factors and its chromatin
structure.'

In the field, it has been suggested that hemoglobin switch-
ing is a process that involves, in part, autonomous silencing
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transition zone.

Figure 1. Different DNA methylation patterns of the chicken a-globin locus during development. (A) Differential a-globin gene expression profiles
during chicken development.? (B) Scheme of the a-globin domain showing the location of intergenic CpG-islands, the a-MRE locus control region and
the anti-sense cgthba/C160rf35 transcript. Dotted lines define the genomic region analyzed by bisulfite transformation. In the lower panel we show
the DNA methylation distribution of the 5- and 10-days RBCs (5dRBCs and 10RBCs, respectively). Open circles correspond to unmethylated CpGs and
black circles represent methylated CpGs. Only the 3' end of the embryonic  body gene was analyzed. The empty triangles indicate the methylation

of the embryonic gene promoter and competition for proxi-
mal and distal regulatory elements.>*!"" Unfortunately, there
is scarce experimental evidence describing the mechanisms for
such autonomous silencing. Previous work from our research
group suggests there is autonomous epigenetic repression of
the embryonic m gene.> We have shown that the embryonic
7 gene promoter is DNA methylated and bound by MeCP2,
and the histones are mainly deacetylated in order to induce
embryonic gene silencing, which then allows regulated tran-
scriptional activation of the adult chicken a-globin genes late
in development.® In our previous studies, we have described the
regulatory action of an enhancer, located in the 3' non-coding
region of the locus, over the three chicken a-globin genes.®!'*!?
One conclusion of those studies is that the autonomous silenc-
ing of the embryonic 7 gene also contributes to the selectivity
of the 3' enhancer during development. Here, we decided to
address the mechanisms responsible for the establishment of
the autonomous silencing.

828 Epigenetics

In the present study, we systematically analyzed the DNA
methylation status of the embryonic  gene, its promoter and
the 3' intergenic sequences up to the adult aP promoter region
in different developmental stages and during erythroid cell dif-
ferentiation. Based on our previously published genome-wide dis-
tribution of the multifunctional nuclear factor CTCEF, we found a
recognition site in proximity of the adult a® promoter. A series of
mutant constructs stably integrated in an erythroid cell line seem
to contribute to the formation of a stage-specific DNA methyla-
tion sub-domain. These observations further support our model
in which delimited chromatin structural changes are responsi-
ble for directing the autonomous silencing of the embryonic
gene, which subsequently allows activation of the adult o” and
o genes late in development and during definitive erythropoi-
esis. A model is discussed based on the possible role of CTCF in
defining the sub-domain chromatin transition, in addition to its
possible role in long distance interactions between the regulatory
elements of the locus.
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Results

Differential DNA methylation of the embryonic  globin gene
and surrounding genomic sequences during development.
Based on our previous observations that the embryonic m gene
promoter is not DNA methylated in 5-days-old chicken embryos
(5dRBC:s) but is methylated in 8dRBCs and 10dRBCs,? we asked
whether such methylation is restricted to the promoter or if it can
be expanded, in particular, toward the adult aP gene (Fig. 1B).
This aim is further supported by the fact that DNA methylation
can be propagated along the genome.’"> We performed sodium
bisulfite transformation of genomic DNA and sequencing from
5dRBCs (where only the embryonic m gene is expressed) in
comparison to 10dRBCs (where the adult o® and o* genes are
expressed) (Fig. 1A and B). We found that the promoter regions
of the  and P genes and the intergenic sequences in 5dRBCs
are unmethylated, with the exception of two characteristic CpGs
that are located 540 bp from the transcription start site (TSS) of
the o gene (Fig. 1B). In contrast, in 10dRBCs, the 7 promoter
and the intergenic region between the  and o genes are heavily
methylated (Fig. 1B). However, the most appealing observation
is the presence of a notorious transition between a DNA meth-
ylated and non-methylated state delimited by 2 constitutively
methylated CpG-dinucleotides (C"pG). This result supports a
well-defined DNA methylation sub-domain (Fig. 1B, see empty
triangles) coincident with the silencing of the embryonic  gene
and the transcription of the adult o and o* genes.

Partial DNA demethylation during erythroid differentia-
tion. In order to further understand the role of DNA methyla-
tion during erythroid differentiation we took advantage of HD3
cells, which are AEV-transformed chicken pro-erythroblast
cells corresponding to chicken adult erythroid cells arrested at
early stages of differentiation.'” Importantly, these cells do not
express globin genes, even though they posses a permissive glo-

bin domain chromatin structure.'®"

Interestingly, these cells
can specifically transcribe the adult o and o* genes after induc-
tion of terminal erythroid differentiation (Fig. S1A). With this
inducible system we were able to examine the DNA methyla-
tion distribution during the transition from the inactive state to
transcriptional activation. Thus, we compared the DNA meth-
ylation patterns of genomic DNA from HD3 cells and differ-
entiated HD3 cells (Fig. 2A). To induce HD3 differentiation
(dif-HD3) we cultured the cells in the presence of the Iso-H-7
inducer at 42°C for 48 h or exclusively at 42°C (dif-HD3/42°C)
(Fig. S1A)." Total RNA and genomic DNA were then isolated to
verify the induction efficiency through the transcriptional acti-
vation of the adult P and a* genes (Fig. 2B).*7 We found that
the entire region is DNA hypermethylated in undifferentiated
conditions (Fig. 2A). However, once the HD3 cells were induced
to terminally differentiate and o and o gene expression was
initiated, we observed a localized DNA demethylation of the o®
promoter region (69.1% vs. 42.7%) (Fig. 2A). This is confirmed
by a control genomic region located in the upstream intergenic
region that does not show any reduction in DNA methylation
(Fig. 2A). Supporting these data, intermediate levels of induc-
tion reached only by a shift in temperature to 42°C (Fig. 2B,
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dif-HD3/42°C; Fig. S1A) clearly show intermediate levels of o
gene expression and promoter DNA demethylation (58.2%) in
comparison to the levels seen upon robust induction conditions
(dif-HD3). Interestingly, we notice that the position of individ-
ual CpGs in the o promoter that suffer a pronounced DNA
demethylation under differentiation conditions are located in
proximity to the binding sites for GATA-1 and Spl transcription
factors (Fig. 3).°

Since there is growing evidence supporting active enzymatic
reactions capable of erasing or modifying pre-existing DNA

methylation patterns,'

we first investigated the possibility of
active DNA demethylation over the o promoter region. We
analyzed the presence and abundance of the 5-hydroxymethyl-
cytosine (5hmC) modification in RBCs and chicken cell lines
(Fig. S1C). Using a specific antibody against ShmC, we detected
a modest recognition in chicken erythroid and non-erythroid
cells compared with mouse embryonic stem cell genomic DNA,
which was used as positive control (Fig. SIC).” Then, we per-
formed a quantitative 5ShmC-DNA immunoprecipitation (hMe-
DIP) analysis (Fig. S1D). We found that ShmC is already present
in early erythroid differentiation stages as seen in the pre-eryth-
roblast 6C2 cells and the undifferentiated HD3 cells (Fig. 2C).
These results are further supported by no enrichment of ShmC
and DNA hypermethylation in the non-erythroid chicken lym-
phoid DT40 cell line (Fig. 2C; Fig. S1B). Therefore, we observe
an erythroid-specific gain in 5hmC that is coincident with the
activation of the a” gene (Fig. 2C). We do not believe that DNA
demethylation of the o® gene promoter has a direct effect in its
robust transcription activation. Different levels of regulation
are probably involved including the activation of specific-signal
transduction cascades, the synthesis of stage-specific transcrip-
tion factors, the recruitment of chromatin remodelers and the
silencing of the embryonic 7 gene. This finding suggests an indi-
rect correlation between DNA demethylation and transcriptional
activation of the adult P gene once HD3 cells are induced to dif-
ferentiate. Taking these results together, we conclude that DNA
demethylation is, to some extent, coincident with adult gene
transcriptional activation. Further investigations are needed to
determine a direct link between DNA demethylation and tran-
scriptional activation of a-globin adult genes.

Active histone marks and CTCF enrichment at the DNA
methylation transition zone. Next, we focused our study on
understanding the chromatin features of the DNA methylation
transition zone (Fig. 1B, see empty triangle). We assessed the
enrichment of a series of histone marks, the presence of the H2A.Z
histone variant, and the nuclear factor CTCF. For CTCF, we
used an antibody that we generated to recognize the N-terminal
of chicken CTCF, and we took advantage of our previously pub-
lished ChIP-seq series of experiments using immunoprecipitated
chromatin from RBCs isolated from chicken embryos at 5 and 10
days of development.?® In this report, we found more than 5,000
CTCEF binding sites were identified in 5dRBCs, and more than
21,000 in 10dRBCs,* among them a novel CTCF-binding site
that was found 190 bp upstream of the o gene TSS (Fig. 4A;
Fig. 5A). Based on this novel CTCF location, in the present study
we decided to validate its presence by semiquantitative duplex
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Figure 2. DNA demethylation and gain of the 5hmC modification correlates with adult a® gene transcriptional activation. (A) Analysis of the DNA
methylation status in the transformed avian HD3 cell line in non-induced (HD3) and differentiation-induced (dif-HD3; Iso-H-7 and 42°C) conditions. For
comparative purposes an intermediate degree of induction is incorporated (see dif-HD3/42°C; induction only with 42°C). The percentage of the CpG
methylation in the promoter region of the a® gene is shown. The empty triangle indicates the methylation transition zone as in (Fig. 1B). (B) Quantita-
tive real-time PCR showing the differentiation efficiency through the adult «® gene transcription activation. (C) Quantitative 5-hydroxymethylcyto-
sine-DNA immunoprecipitation was assessed using an antibody against 5hmC and primers located in the o promoter. As controls we used bisulfite
transformation to test the chicken B-lymphocyte DT40 cell line, where the a® promoter is DNA hypermethylated, and also 6C2 pre-erythroblast cells
(Fig. S1B). Values higher than 1 (discontinuous line) are considered real enrichments. All the error bars were calculated from two independent experi-

ments.

PCR using primers extending from the CTCF site and associated
histone marks (Fig. 4B; Fig. S2). The results show that CTCF
is bound to the upstream limit of the chicken a® promoter in
5dRBCs and 10dRBCs, but absent in HD3 cells, consistent with
the DNA hypermethylation seen in this cell line. Interestingly,

there is no enrichment of negative histone marks in any condi-
tion (H3K9me3 and H3K27me3; Fig. S3), and this observation
is in agreement with the data published by others.? Instead, we
observed a constant incorporation of active histone marks like

H3ac, H4ac, and H3K4me2 (Fig. 4B).
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Figure 3. DNA methylation overview at individual CpG-dinucleotides in the o promoter. (A) A comparative percentage of DNA methylation is shown
in the graph. The data are generated from the results in Figure 2A. HD3 cells represent undifferentiated erythrocytes, dif-HD3/42°C which corresponds
to the intermediate condition of differentiation induction, and dif-HD3 represents the highest differentiation induction condition. At the bottom, the
distribution and position of the CpGs in the o® promoter is indicated. Interestingly, CpGs located in positions 3, 4, 6, and 8 are subjected to most sig-
nificant levels of DNA demethylation. (B) DNA nucleotide sequence of the o promoter region analyzed by sodium bisulfite conversion and sequenc-
ing. The CpGs that are preferentially demethylated (positions 3, 4, 6, and 8) coincide with a DNA segment where a tandem GATA-1 binding-site and

In order to verify the chromatin status of the region in induced
HD3 cells, we performed a comparative ChIP from HD3 cells
and induced HD3 cells (Fig. 4C). In undifferentiated HD3 cells
there is no enrichment of H3ac and a modest increment of H4ac.
Furthermore, there is no binding of CTCEF. These observations
are in accordance with the DNA hypermethylation status of the
region and the lack of o gene expression. In contrast, under
HD3 cells differentiation conditions (difHD3) there is a gain
of open histone chromatin marks and binding of CTCEF, favor-
ing the idea of barrier element formation. Such a configuration
may delimit the spreading of DNA methylation and it defines a
chromatin sub-domain necessary for the autonomous silencing
of the embryonic  gene and the expression of the adult genes in
terminally differentiated erythroid cells.

The absence of the CTCEF site in the transition zone induces
rapid epigenetic silencing in stably transformed cells. Based
on its location and the results obtained up to this point, we
decided to demonstrate the barrier function of this CTCF motif
located upstream of the a” gene promoter. Reducing the relative

www.landesbioscience.com

abundance of CTCF in HD3 cells was an alternative that we dis-
carded based on the fact that CTCF is bound in vivo at least to
four different sites along the locus, rendering the interpretation
of the results very difficult.”?*?? In addition, RNA interference
experiments are inefficient in the non-dividing 5dRBCs and
10dRBCs. Thus, to address this aim we generated a series of con-
structs that incorporate or remove the different CTCF-binding
sites (Fig. 5). On the basis of the canonical CTCF motif that
emerged from the published ChIP-seq data and bioinformatics
2 we analyzed the genomic sequence in more detail
and found two potential binding motifs about 190 bp upstream
of the aP gene TSS (Fig. 5A).?° Derived from this prediction
and the size of CTCF-binding sites, we designed two differ-
ent deletions that excluded each predicted motif (Cl: proximal
site and C2: distal site) (Fig. S4). It is worth mentioning that
none of the previously characterized binding sites for transcrip-

prediction,

tion factors required for P promoter activity were removed.>!?
These constructs were stably transfected in HD3 cells and pools
were selected and maintained in continuous cell culture. GFP

Epigenetics 831

©2013 Landes Bioscience. Do not distribute.



A 5 kbt '

1
RefSeq Genes| 7 |J1 A HH A W
CTCF-10dRBCs |
CTCF-5dRBCs >] ]

Scale

[]5dRBCs
Il 10dRBCs
EHD3

99)

O = NWHHIMOO N
]

Enrichment over
Heterochromatin

Enrichment over
Heterochromati

CTCF H3ac H4ac I1gG

Figure 4. In vivo association of the CTCF nuclear factor and histone marks

over the adult «® gene promoter. (A) Location of the new CTCF binding site
determined in a previous publication by chromatin immunoprecipitation and
massive sequencing (ChlP-seq);?° black squares represent CTCF in vivo oc-
cupancy (May 2006, WUGSC 2.1/galGal3 Assembly; UCSC, Genome Browser). (B)
Semi-quantitative and comparative ChIP assays validating the in vivo binding of
CTCF and the incorporation of histone post-translational modifications at the o®
gene promoter. (C) ChIP experiments comparing non-induced HD3 cells (HD3)
and differentiation-induced cells (dif-HD3). The same primers are used in (B) and
(€). Asterisks indicate experiments not done. Values higher than 1 represent real
enrichments (discontinuous line). The error bars were calculated from two or

With the intention to differentiate CTCF activity
from classical transcription factor and barrier element
activity, we repeated the same experiment but this time
incorporating the 3' a-globin enhancer in our trans-
genes.>!” The rationale behind this experiment is that
in the absence of CTCF, the enhancer may compensate
by trans-activating the transgene through the formation
of an optimal chromatin configuration. This prediction
is further supported by published data demonstrating
that enhancers can positively influence the chromatin
structure of a transgene and favor their trans-activation
potential.?*** However, with the incorporation of the 3'
enhancer there was between 40-60% transgene expres-
sion reduction in the ®ACl-enh transgene, but the over-
all expression was maintained in the other constructs and
over time (Fig. 5C). The absence of CTCF binding was
corroborated by ChIP analysis (Fig. 5E). In agreement
with our prediction the absence of the CTCEF site did not
affect promoter functionality and the enhancer retained
its trans-activation potential. Of note, and based on the
ChIP-seq data,” we validated another CTCF site in the 3'
enhancer (Fig. 7 and B). Thus, the presence of CTCF at
both the o® promoter and the 3" enhancer favors a robust
and sustained transgene expression by the establishment
of a permissive chromatin configuration. Therefore, these
results also suggest that CTCEF is acting as a chromatin
remodeler but at this point we are not able to discard a
role of CTCEF as a classical transcriptional factor. In any
case, both activities cannot be excluded.

Gain of DNA methylation in the o gene promoter
upon CTCEF binding site removal. To further assess the
role of CTCF and on the basis of its capacity to nucle-
ate histone acetylases and methylases, we incubated the
cells expressing the different transgenes with the histone
deacetylase inhibitor, trichostatin-A (TSA), in the absence
or the presence of the 3" enhancer (Fig. 6A). Interestingly,
we found that in the absence of the enhancer there was

more independent experiments.

no transgene reactivation in the ®ACI constructs. In con-

trast, when the enhancer was incorporated in the trans-

expression was evaluated by GFP fluorescence emission by flow
cytometry (FACS), revealing that the loss of the proximal CTCF
site (2AC1) is associated with a rapid and robust decay of trans-
gene expression (Fig. 5B). Next, we performed a ChIP assay
comparing the intact transgene (aDIG) and the transgene lack-
ing the proximal CTCEF site (a¢ACl1), which resulted in loss of
CTCEF binding, a drastic decrease in histone H3 and H4 acetyla-
tion and a decrease in GFP expression after 35 days of continu-
ous cell culture (Fig. 5D). From these data we predict that the
CTCF-1 motif is the preferential site responsible for such activ-
ity. These results support our model in which CTCEF is creating
a barrier against silencing chromatin signals. Nevertheless, based
on the rapid loss of transgene activity in the ®ACI construct, we
cannot rule out the possibility that CTCEF is also having a tran-
scriptional activation function on the o gene promoter (Fig.
5B; Day 1).

832 Epigenetics

gene, we observed a more robust transgene expression
in response to TSA (Fig. 6A). Thus, the presence of CTCF is
probably necessary to recruit histone modifiers such as HATs and
HMTs to the oP promoter region.

To further explore the contribution of CTCF in demarcat-
ing the DNA methylation sub-domain, we surveyed the DNA
methylation of the o gene promoter in the transgenes both with
and without the CTCF-binding sequence (aDIG vs. ®ACI and
aACl-enh). We found a gain in DNA methylation after 25 days
of continuous cell culture in the absence of the CTCF-binding
sequence (Fig. 6B; Fig. S5). It is worth mentioning that at Day
1 no DNA methylation was found in any of the three transgenes
analyzed (Fig. 6B). This is consistent with the low expression
levels of the aACI transgene (Fig. 5B), and is in agreement
with previous published data demonstrating that transgene
silencing begins with histone deacetylation followed by gain in
DNA methylation.” In addition, even in the presence of the 3'
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Figure 5. CTCF is a key component for o gene promoter function. (A) Schematic representation and nucleotide sequence of the putative CTCF bind-
ing motifs in the 7 - a® intergenic region. Using the Logo generated from the chicken CTCF ChIP-seq experiments we identified a potential binding
motif located 190 bp upstream of the a®-TSS (CTCF-1, black square 1).*° Additionally, we looked for other potential binding sites using bioinformatics
tools (MathInspector) and we found another CTCF-binding motif (CTCF-2, black square 2). Both binding sites are shown and for the CTCF-1 site the
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enhancer (¢AC1-enh), we observed an increment in DNA meth-  the 3" enhancer and absence of the CTCEF-1 binding site (Fig.

ylation concomitant with a partial reduction of transgene expres-
sion (Fig. 5C; compare aDIG-enh with «ACl-enh). This result
was confirmed when transgenic cells where treated with the DNA
methylation inhibitor 5-aza-2'-deoxycytidine (5-azadC), which
induced reactivation of transgene expression in the presence of

S6; aACl-enh).

Alrogether, this series of experiments is in agreement with a
model whereby the CTCEF site located 190 bp from the o gene
TSS represents a barrier element that counteracts the propaga-
tion of silencing chromatin, in particular, DNA methylation. In
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independent experiments.

Figure 6. Transgene reactivation assays and DNA methylation analysis. (A) TSA-treatment at day 35 of culture. (B) DNA methylation analysis over the
transgene. The percentage at individual CpG-dinucleotides of the transgene comparing day 1 and day 25 of continuous cell culture is shown. Interest-
ingly, CpGs located in the vicinity of the deleted CTCF binding-site gain preferentially DNA methylation. The error bars were calculated from two

conjunction, all these factors facilitate the establishment of a
chromatin configuration that allows the specific and regulated
transcriptional activation of the adult o gene.

Stage-specific chromatin loop formation between the
embryonic T gene promoter region and the 3" enhancer. Up
to this point, we cannot exclude stage-specific three-dimensional
contacts between the gene promoters, the 3' enhancer and other

regulatory components of the locus.*®

The spatial organization of
the chicken a-globin locus has already been established during
erythroid differentiation (HD3 cells) and only during late devel-
opment, revealing the differential formation of chromatin hubs.”

With all this in mind we asked whether there is a physical inter-
action between the 3" enhancer and the embryonic 7 promoter
region, an aspect that has not been previously explored (Fig. 7A).
To address this question, we performed a chromosome confor-
mation capture (3C) assay in 5dRBCs vs. 10dRBCs (Fig. 7; Fig.
§7).#7?% In agreement with the data presented here, we found a
physical association between the embryonic promoter region and
the 3' enhancer only in 5dRBCs (Fig. 7C). No significant associ-
ation was seen in 10dRBCs, when the promoter and surrounding

834 Epigenetics

regions of the T gene are DNA hypermethylated and the o gene
is transcriptionally active. Of note, such interactions do not seem
entirely dependent on CTCE, as suggested for other loci,? since
we have not been able to demonstrate CTCF binding around the
w gene (Fig. $8). In contrast, we found CTCF binding at the 3'
enhancer in 5dRBCs and 10dRBCs (Fig. 7A and B). Of note,
we found that the 3" enhancer is constitutively contacting the a®
promoter region even though there is no trans-activation (like in
the 5dRBCs) (Fig. 7). This is in agreement with the previously
proposed role of the aP promoter region as a constitutive anchor
point for the a-globin domain chromatin hub."* In conclusion,
even though the locus is in a general open chromatin conforma-
tion there is a preference for the 3' enhancer to interact with the
T promoter region in early stages of development.

Discussion
The genomic distribution and its topological orientation within

the nucleus hierarchically represent one of the first levels of gene
regulation. On the local scale the genome requires another degree
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is the case in 5dRBCs (Fig. 3B; Fig. 4B).>1>32%
Similarly, this type of barrier function that pre-

5dRBCs 10dRBCs

HD3 5dRBCs 10dRBCs

vents DNA methylation was described in asso-
ciation with the activity of the VEZF1 nuclear
factor in the chicken B-globin cHS4 insulator
elements.? Interestingly, mutation of the VEZF1
binding site in stably transfected constructs dem-
onstrated the spreading of DNA methylation over
the B* promoter and transgene silencing.**** The

stable lines that we generated with the deletion

Figure 7. Physical contacts between the 3' enhancer and the 7 and a® genes. (A) The
scheme shows the distribution of the 4-base cutter Dpnll restriction enzyme over the
a-globin genes and the 3' enhancer (3'-Enh; black boxes represent gene exons). The
arrowheads correspond to the test-primers and the asterisk marks the anchor-primer. (B)
CTCF occupancy over the 3'-Enh region analyzed by ChlP. (C) 3C experiments performed
in 5dRBCs and 10dRBCs. The cross-linking frequency was calculated from two indepen-
dent experiments (Table S2) and associated controls are shown in detail; see Figure S7.
The error bars were calculated from two or more independent experiments.

of the CTCEF site support an equivalent role for

CTCEF, even though the CTCF partners and/or
post-translational modifications associated with such a particular
role remain to be determined.’

The enrichment of the histone mark H3K4me2 in 5dRBCs
and 10dRBCs is in accordance with the published data demon-
strating that hypomethylated CpG-islands show elevated levels
of H3K4me2, even in the absence of transcription. In fact, it
has been demonstrated that the H3K4me2 modification occurs
uniformly on all types of CpG-island promoters, supporting
the concept that this in an inherent feature of CpG-islands.®®
Furthermore, it has also been shown that broad histone H3
hyperacetylation occurs in CpG-islands.?® Together, we consider
CTCEF and its associated co-factors and chromatin remodelers
to be responsible for the formation of an active chromatin state
which precludes the propagation of DNA methylation. A remark-
able aspect of the genomic region under study is its capacity to
be DNA demethylated through the gain of ShmC in response
to cellular differentiation signals (dif-HD3 cells). Interestingly,
a regular distribution of 5hmC around CTCF binding sites has
recently been reported in mouse embryonic stem cells.’® This
observation implies that CTCF and/or its associated partners are
involved in the establishment of a 5ShmC profile in a regulated
manner to achieve regular and optimal nucleosome positioning.*®
Thus, future investigations should address the DNA demethyl-
ation of gene promoters in response to cellular differentiation and
the role, if any, of CTCEF in this process.

An alternative mechanism for CTCF could be related
to the work of Caiafa and collaborators showing that the

www.landesbioscience.com

poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) is self-poly (ADP-ribo-
syl)ated in the presence of CTCE.* Such an interaction generates
a CTCF-PARP-1-Dnmtl complex that interferes with the activ-
ity of the Dnmtl DNA methyltransferase. Interestingly, CTCF
dissociation abolishes such interactions and favors DNA hyper-
methylation in the vicinity of the CTCEF sites.?® Studies from our
group in the chicken a-globin locus demonstrated that CTCF
activity can be modulated by poly(ADP-ribosyl)ation.” Together,
we conclude that the activity of CTCF located in proximity to
the o gene promoter can be, in part, regulated by poly(ADP-
ribosyl)ation and/or by blocking DNA methylation through its
interaction with PARP-1.

A complementary aspect of the regulation and structure of the
chicken a-globin domain is its three-dimensional organization.
One of the most relevant aspects of such a spatial organization
is that the promoter region of the adult o gene is apparently a
key contact point, which is coincident with the newly identified
CTCF-binding site."”?° In such a scenario, one possible model is
that the embryonic 7 region can be excluded from the hub, in
part, by its autonomous silencing in later stages of development.
This view is consistent with the one described for the mouse
B-globin locus.*” Furthermore, and as suggested previously,” the
combination of molecular allies and post-translational modifica-
tions may also induce a differential selectivity in the function
of the CTCEF sites located along the domain. At this point, we
cannot discard the complementary intervention of non-coding
RNAs in such multi-step regulation.
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Materials and Methods

Cell culture. RBC primary cultures were obtained
from chicken embryos at 5 and 10 days of develop-
ment (5dRBCs and 10dRBCs, respectively). The cell
culture conditions for RBCs and the chicken cell lines
(DT40, 6C2, and HD3) were as previously described.?
To induce erythroid differentiation, HD3 cell line were
treated with Iso-H-7 (20 wM, Sigma) in HD3 cell
medium containing 8% of FBS (Multicell), 2% chicken
serum (Gibco), 1% penicillin/streptomycin (Gibco),
and 10 mM Hepes pH 8.0 in a 1% CO, atmosphere at
42°C for 48 h. HD3 cell transfections were performed
using Lipofectamine plus 2000 (Invitrogen) under anti-
biotic resistant selection in the presence of 0.8 mg/ml

of Geneticin (Calbiochem). Transgene expression was

previously described interactions.”

Figure 8. Autonomous silencing of the embryonic  gene and the derived topo-
logical conformation of the a-globin domain. In early development (5dRBCs), the
model shows the formation of a hub composed by interactions between the
gene, the a® promoter region and the 3' enhancer. In late development (10dRBCs),
the embryonic w gene and surrounding genomic regions are DNA methylated
with its concomitant dissociation of the hub. At this stage, the physical contact
between the a® gene promoter and the 3' enhancer is maintained among other

evaluated by flow cytometry as described.? For drug
treatments, Trichostatin-A (TSA, Sigma) and 5-aza-
2'-deoxycytidine (5-azadC, Sigma) were used at 2.5 ng/
ml and 3 wM, respectively.

Plasmids. The pGaD, pGaDIG, pGACI, and
pGAC2 plasmids and their associated versions con-
taining the 3'-enh were generated by PCR amplifica-

In summary, the results presented here allow the proposal
of an integrative model of regulation that incorporates diverse
components and the coordination of multiple genetic and epi-
genetic processes (Fig. 8). Historically, it has been assumed that
the chicken a-globin locus is found in a constitutively open
chromatin conformation.”’ Tissue- and stage-specific transcrip-
tion factors are then needed for the activation of the embryonic
T gene in a context in which the rest of the domain remains
in an open chromatin structure.’ In such an embryonic con-
text no stage-specific factors are present for the activation of
the adult genes. Once switching between embryonic and adult
gene expression occurs, CTCF and its co-factors act as a barrier
and a nucleation center to shield the silencing of the embryonic
7 gene and surrounding genomic regions through DNA meth-
ylation in an autonomous way (Fig. 8). As a consequence, the
embryonic T gene region is excluded from the active chroma-
tin hub. Based on our model, such a well-delimited silencing
is needed to allow the transcriptional activation of the adult
oP and o genes in later stages of development. A controversy
has been raised arguing that there is no silencing in any part of
the chicken a-globin locus.?! This is based only in the study of
active and repressive histone marks but no survey on the DNA
methylation status of the regions was assessed.?’ Our results
support combinatorial regulatory events which could be similar
to those observed for RARP2 gene expression, where the XPG
endonuclease promotes DNA breaks and DNA demethylation
at promoters, including CTCF recruitment and looping, which
are events that can also be mediated by specific TAFs.*"% This
attempt to integrate genetic and epigenetic levels of regulation
represents a starting point to address more detailed mechanistic
questions.
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tion of the a® promoter (Fig. S4), the intergenic region
between the 7 and o genes and the 3'-enh using the
specific primers listed in Table S1. The PCR DNA fragments
were sub-cloned and restriction enzyme-digested for introduc-
tion into the pEGFP-1 (Clontech) vector reporter system.

Sodium bisulfite DNA conversion and sequencing. Three
pg of genomic DNA from DT40, 6C2, HD3, difHD3 cells,
5dRBC, and 10dRBCs were denatured at 95°C for 5 min, chilled
on ice, and incubated with 0.3 M NaOH at 37°C for 5 min.
Freshly-prepared solutions of sodium bisulfite (Sigma), adjusted
to pH 5.0 with NaOH, and hydroquinone (Sigma) were added
at final concentrations of 1.7 M and 0.5 mM, respectively. DNA
solutions were mixed and incubated at 55°C for 13 h in the
dark. Non-reacting bisulfite was removed by column purifica-
tion (Wizard DNA Clean-Up System; Promega). Purified DNA
samples were de-sulfonated with NaOH at a final concentration
of 0.3 M, incubated at 37°C for 15 min followed by ethanol pre-
cipitation. DNA fragments of interest were PCR-amplified using
the modified primers listed in Table S1, then cloned into the
pGEM-T Easy system (Promega), and sequenced using SP6 or
T7 sequence primers.

Quantitative RT-PCR. RNA isolation was performed as
described previously.? For quantitative RT-PCR the primers used
for amplification are listed in Table S1. All primers were intron-
spanning. For quantitative real time PCR (gPCR), Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen) was used mixed with SYBR-Green
I (Sigma) dissolved in DMSO. The qPCR reactions were per-
formed in a StepOne™ detection system (Applied Biosystems).
The relative expression levels of the o” gene were determined by
using the ribosomal 285 mRNA levels as an endogenous refer-
ence and the AACT method was used for normalization.

5-hydroxymethylcytosine DNA  immunoprecipitation
(hMeDIP). In order to detect only 5ShmC present in the o gene
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promoter and not in the surrounding sequences, the genomic
DNAs were first BamHI-digested and then used for hMeDIP
experiments. The 5-hydroxymethylcytosine DNA immuno-
precipitation (hMeDIP) technique was performed using an
anti-5hmC antibody (Active Motif; 39769) as described.”® The
technique was validated by Dot-Blot analysis (Fig. S1D). qPCR
was performed using the primers listed in Table S1. The ShmC
enrichment was calculated, first by normalizing a® promoter
amplification values over a ShmC-depleted region (HI, repetitive
region in a heterochromatic context),>* and then over the IgG
background value. The calculations were performed as follows:
Enrichment = antibody (Ct, - Ct)/IgG (Ct, - Ct_); where Ct,
= amplification of the test region, and Ct. = amplification of the
negative control region (HI, Fig. S2A).

Identification of in vivo CTCF interacting regions in the
chicken genome. The chicken CTCF binding maps previously
published were incorporated into the chicken assembly Genome
Browser (May 2006, WUGSC 2.1/galGal3 Assembly; UCSC)
and the in vivo binding of CTCF was determined at the a-globin
locus.?® The accession codes for the ChIP-seq data previously
published are the following: GEO: GSM691016 for 5dRBCs and
GSM691017 for 10dRBCs.?° The identified CTCF binding sites
were validated by quantitative PCR (see below).

Chromatin immunoprecipitation analysis. Chromatin was
prepared for immunoprecipitation as previously described.’ The
chromatin was immunoprecipitated with anti-CTCF antibody,®
anti-Acetyl histone H3 antibody (06-599, Millipore), anti-Ace-
tyl histone H4 antibody (06-866, Millipore), anti-H3K4me2
antibody (07-030, Millipore), anti-H2A.Z antibody (ab18263,
Abcam), anti-H3K27me3, and anti-H3K9me3 antibodies
(kindly supplied by Dr Thomas Jenuwein, IMP-Freiburg), and
anti-Normal rabbit IgG (12-370, Millipore). The purified and
recovered DNA was assayed by qPCR using the primers listed in
Table S1. For the CTCF and open chromatin marks, the enrich-
ment was calculated over a repetitive sequence region in a het-
erochromatic context (HI in Fig. S2A).>% In the inverse sense,
for close chromatin marks, the enrichment was calculated over
346 The enrichment
calculations were performed as follows: Enrichment = antibody
(Ct, - Ct)/1gG (Ct, - Ct); where Ct, = amplification of the
test region, and Ct. = amplification of the negative control region
(HI or FII; Fig. S2A). Alternatively, we used semi-quantitative
radioactive duplex PCR using the same formula described for the
enrichment calculations.

Chromosome conformation capture assay (3C). The 3C
experiments were performed as described with minor modifi-
cations.” In brief, 4 x 107 RBCs were cross-linked with either

a constitutive open region (FII in Fig. S2A).
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Long non-coding RNAs (IncRNAs) were recently shown to regulate chromatin remodelling activities. Their function
in regulating gene expression switching during specific developmental stages is poorly understood. Here we describe a
nuclear, non-coding transcript responsive for the stage-specific activation of the chicken adult a® globin gene. This non-
coding transcript, named a-globin transcript long non-coding RNA (IncRNA-aGT) is transcriptionally upregulated in late
stages of chicken development, when active chromatin marks the adult a® gene promoter. Accordingly, the IncRNA-aGT
promoter drives erythroid-specific transcription. Furthermore, loss of function experiments showed that INcRNA-aGT is
required for full activation of the o adult gene and maintenance of transcriptionally active chromatin. These findings
uncovered IncRNA-aGT as an important part of the switching from embryonic to adult a-globin gene expression, and
suggest a function of INcRNA-aGT in contributing to the maintenance of adult a-globin gene expression by promoting

an active chromatin structure.

Introduction

Based on biochemical evidence more than 4 decades ago,
Scherrer and Darnell proposed the existence of, what they called,
“giant RNASs” as the major part of primary transcripts with high
molecular weight.! Later, Scherrer, and collaborators described
the presence of a long transcript, named the “Full Domain
Transcript,” expanding 33 kilo bases (kb) and covering the entire
a-globin locus.? More recently, genome-wide studies confirmed
that the vertebrate genome encodes several thousands of non-
coding short and long non-coding transcripts. Short non-coding
RNAs (<200 nucleotides in length) include siRNAs, miRNAs,
and piRNAs; and long non-coding RNAs (IncRNAs) (>200
nucleotides in length) include Xisz, HOTAIR, and HOTTIP
among many others.>*

LncRNAs affect many biological processes, such as genomic
imprinting, gene dosage compensation, gene expression, and
nuclear organization. In addition, they are associated with diseases
like cancer.*® LncRNAs are expressed cell-specifically and in
response to different stimuli, suggesting that their transcription
is tightly regulated.®” Indeed, a genomic scale survey of the
enrichment of different histone marks showed that, similar to
protein-coding genes, non-coding RNAs have a characteristic
signature with a short stretch of trimethylation of histone H3

*Correspondence to: Félix Recillas-Targa; Email: frecilla@ifc.unam.mx

at lysine 4 (H3K4me3), which marks transcriptionally active
chromatin and is typically located in promoter regions.® In
addition, H3K36me3, associated to transcriptional elongation,
covers the majority of lincRNAs."" Four models have been
proposed for the function of the IncRNAs: (1) as regulatory signals,
(2) as a decoy system, (3) as guides of regulatory components to
the genomic targets, and (4) as a ribonucleoprotein scaffold.>*
However, the evidence indicates that IncRNAs function mainly
through modulating chromatin-remodeling complexes.

Despite the evidence of the presence of non-coding RNAs
in the a-globin domain,? little is known about their identity or
function in the regulation of the locus. Therefore, we performed
a detailed analysis of the intergenic transcripts distributed along
the a-globin domain and describe a nuclear-restricted IncRNA,
called o-globin transcript long non-coding RNA (IncRNA-
aGT), which is transcribed in sense with the globin genes,
and whose promoter drives erythroid-specific expression. The
relative abundance of IncRNA-aGT is orders of magnitude less
than the a-globin genes. This IncRNA is present in late stages
of development and in terminally differentiated erythroid cells.
Ablation of IncRNA-aGT caused down-regulation of the adult
aP gene, and its presence correlated with enrichment of H3K4me3
over the adult o gene promoter. Together, our results suggest that
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Figure 1. Systematic analysis of the non-coding sense and protein-coding transcripts along the chicken a-globin
locus. (A) Scheme of the a-globin domain showing the location of intergenic CpG-islands (yellow boxes), the
«-MRE locus control region, and the protein-coding C160rf35/CGTHBA transcript. The black vertical arrows rep-
resent DNase I-hypersensitive sites. The blue squares symbolize the location of the primers used for the chain-
specific RT-PCRs shown in B (P1 to P14). The TMEM8 gene is shown and the extension of the IncRNA-aGT is
shown as a red arrow. (B) Reverse transcription and PCR-amplification of sense (red arrows) and protein-coding
(blue arrows) transcripts from primary cells of 5 d and 10 d chicken embryo erythrocytes, 5dRBCs, and 10dRBCs,
respectively. Estimated transcription initiation for the INcRNA-aGT (red arrow between P5 and P6) and C160rf35/
CGTHBA (blue arrow between P8 and P9) are shown. (C) RT-PCR using total RNA from erythroid (HD24, 6C2,
and HD3 cell lines) and non-erythroid (DT40 cell line and chicken brain cells) are shown. PCR amplification was
performed with primers P4 and P10. (D) HD3 cells induced to differentiation (dif-HD3) illustrate the presence of
the IncRNA-aGT (primers P9). This set of experiments is representative of three independent assays and all the
positive and negative controls are shown in Figure S1.

The “Full Domain Transcript”
of 33 kb covering the entire
domain has not been described
in detail,?> and its function is
unknown. As a first step to
describe the “Full Domain
Transcript,” we  performed
reverse transcription followed
by PCR (RT-PCR) using a set
of 14 different pairs of primers
(P1-P14) designed to amplify
from the sense and antisense
c¢DNA strains and targeting
different segments along the
locus (Fig. 1B-D). We used
total RNA isolated from 5 and
10 d old chicken embryonic
red blood cells (5dRBCs
and 10dRBCs, respectively)
(Fig. 1B). We detected a sense
transcript  starting  between
primers P5 and P6, around 12
kb upstream the embryonic
gene, overlapping three DNase
I hypersensitive sites;'® and
ending between probes P13
and P14, 3 kb downstream of
the adult o* gene (Fig. 1B).
Our results suggest that
this sense transcript covers
a sub-region of the domain
and is not transcribed from
the o-MRE as previously
suggested.” However, we are
unable to determine if the
IncRNA-aGT

continuous

represent a
transcript.  As

IncRNA-aGT is important for full activation of adult chicken
a-globin genes, and favors maintenance of promoter structuring
into transcriptionally permissive chromatin.

Results

A long non-coding transcript in the a-globin gene locus
is expressed during chicken erythroid differentiation and
development

The chicken a-globin locus, containing the embryonic  gene
and adult o, and o* genes, is organized in constitutive open
chromatin on minichromosome 14 (Fig. 1A)'*'"* and contains
several regulatory elements in both the 5’ and 3" ends of the locus.
In the 5" non-coding end, there is a distal locus control region,
the a-major regulatory element (a-MRE), a CTCF-dependent
insulator (o EHS-1.4), and the C160rf35/CGTHBA gene, which
encodes a processed protein-coding transcript (Fig. 1 and not
shown). In the 3'side of the locus, there is an erythroid enhancer
upstream the adjacent domain, defined by the gene TMEMS.
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expected, amplification from the antisense strand detected the
Cl60rf35/CGTHBA transcript starting from the CpG-island
located around 4 kb upstream the embryonic 7 gene (Fig. 1A
and B)." Control experiments showed that that the sense and
the C160rf35/CGTHBA protein-coding transcripts are present in
a very low abundance as compared with protein-coding genes in
the domain (Fig. S1; see below).

Interestingly, a short genomic region of around 1 kb
overlapping both the sense and antisense transcripts in the
a-globin domain could potentially interact with the RNA
double stranded RNA interference machinery due to its
potential capacity to generate double-stranded RNA. Therefore,
we addressed weather the corresponding genomic region could
encode small RNAs. Purification of small molecular weight
RNAs and northern-blots do not allow us to find any small
RNAs (data not shown). Our results suggest that a long non-
coding RNA of about 23 kb is transcribed in the a-globin
domain, we called this transcript chicken long non-coding RNA
a-globin transcript or IncRNA-aGT. Next, we addressed the
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Figure 2. In silico prediction of the protein-coding capacity of the IncRNA-aGT and its intron-exon organization. (A) Bioinformatics annotation of
IncRNA-aGT. A genomic sequence of ~25 kb from the a-globin gene cluster (NCBI AY016020.1) was used to computationally identify potential exons,
introns, polyA signals, and regulatory regions, like promoters, of IncRNA-aGT. (B) Computational assessment of protein-coding capacity of IncRNA-aGT.
In order to identify if IncRNA-aGT could potentially encode for a protein, we used a novel program, Coding Potential Calculator (CPC). CPC is a program
that has been trained using high quality sequences of protein coding and non-protein coding RNAs. This program is able to identify those sequences
that have a great probability of encoding a protein based on ORFs identification and homology searches. Sequences spanning the putative transcript
of INcRNA-aGT were analyzed. Coding regions of m, o, o, TMEMS8, and C160rf35/CGTHBA were used as controls for genes with validated protein coding
capacity, and Gomafu, Xist,and HOTAIR sequences were used as control for validated IncRNA genes. All sequences have a score based on their estimated
protein-coding capacity: <-1, non-coding; from -1 to 0, weakly non-coding; from 0 to 1, weakly coding; and >1, coding. Note that sequences spanning

IncRNA-aGT have the highest value for non-coding transcripts.

expression of IncRNA-aGT in chicken erythroid cell lines that
express a-globin adult genes when terminally differentiated
HD3 cells (dif-HD3),"'¢ non-erythroid DT40 lymphoid cells,
and in primary chicken brain cells, and HD24 and 6C2 chicken
erythroid cells (Fig. 1C). We used two primer pairs for RT-PCR,
P4, which targets the CI6orf35/CGTHBA protein-coding
gene and P10, which targets IncRNA-aGT. We detected the
C1607f35/CGTHBA protein-coding transcript in 6C2, HD3,
and DT40, but not in HD24 or brain cells, after 40 and 50
cycles of PCR amplification with the P4 primer pair (Fig. 1C).
When P10 primer pair were used to target the IncRNA-aGT
no amplification products were detected (Fig. 1C). We further
demonstrate the absence of the IncRNA-aGT transcript in
undifferentiated HD3 cells, which do not express globin genes,
by a more sensitive approach (a radioactive PCR) using the
P10 primer pair (Fig. S1). Next we addressed the presence of
IncRNA-aGT differentiated erythroid cells by RT-PCR using
primer pair P9 on HD3 cells, which activate expression of the
adult o and o* genes upon differentiation induction.'® We
detected IncRNA-aGT exclusively in the sense orientation in

www.landesbioscience.com

differentiated HD3 cells. Thus, transcription of IncRNA-aGT
correlates with full expression of a-globin adult genes (Fig. 1D).

Together, our analyses uncovered an erythroid-specific sense
transcript, the IncRNA-aGT, spanning over a 23 kb sub-domain
of the chicken a-globin locus, whose transcription correlates with
a-globin adult gene expression.

High-molecular weight non-coding sense transcripts
are produced from the a-globin domain during chicken
development

We first analyzed the theoretical coding potential of IncRNA-
aGT using the Coding Potential Calculator (CPC) program
(Fig. 2; Table S1)."” This program is a support vector machine-
based classifier that assesses the protein-coding potential of a
transcript based on different sequence features, like high quality
OREF identification. The high number and quality of data sets
used to train the model enables CPC to discriminate coding from
non-coding transcripts with high accuracy. Using the Gomafu,
Xist, and HOTAIR long non-coding transcripts as controls, our
analysis in silico showed that the IncRNA-aGT is a bona fide
non-coding transcript (Fig. 2B).>* Furthermore, the analysis
predicted the presence of two exons in IncRNA-aGT (Fig. 2A).
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Figure 3. High-molecular weight transcripts in the 5’ non-coding are of the chicken a-globin domain.
(A) Scheme of the chicken a-globin domain showing the location of the DNA double-stranded probes A and C.
(B) Northern-blot hybridized with probe A. No signal was detected for HelLa, brain, DT40 non-erythroid cells, as
well as, for the erythroid-transformed HD3 and 6C2 cells. Notice that absence of hybridization signal in 7dRBCs.
Additional blots, hybridized with different probes are shown in Figure S2. (C) Northern-blot as in (B) using the
probe C that eventually only detects the sense transcript, i.e., the INcRNA-aGT. Ethidium bromide stained gel is
shown to demonstrate the total RNA integrity and loading conditions. (D) To increment the sensitivity and con-
firm the absence of the IncRNA-aGT in 7dRBCs, RT-PCRs was performed forcing the amplification to 40 cycles.

predicted promoter (Fig. S4).
Surprisingly, no-erythroid
specific transcription factors
were predicted, but nuclear
factors like GR and ER were
(Fig. S3). Based on these

results we tested the activity

Then, we addressed the size of this non-coding transcript
and its relative abundance in distinct cell types and during
different days of chicken development by northern blot. The
first probe used was double stranded and corresponds to the
o-MRE upstream regulatory element (Fig. 3B, Probe A). The
second probe should only hybridize with the sense transcript
and corresponds to a region between the CpG-island and the
embryonic  gene (Fig. 3C, Probe C). We found hybridization
signals corresponding to transcripts larger than 10 kb whose
precise molecular weight was difficult to estimate. Unexpectedly,
we consistently noticed absent hybridization signal in 7dRBCs
(Fig. 3B; Fig. S2). Interestingly, hybridization with probes
recognizing the adult P and o* promoters, probes E and F,
respectively, revealed several bands of lower size, suggesting the
presence of processed RNA products (Fig. S2). Strand-specific
RT-PCR on 7dRBCs using the P9 primer pair confirmed the
specific absence of transcripts at day 7 of embryonic development
(Fig. 3D), when the embryonic  gene is silenced and the adult
o and o* genes are transcribed.”'® These results confirm the
existence of non-coding RNAs of more than 10 kb long in the
a-globin domain, and intriguingly suggest that both IncRNA-
aGT and the protein-coding gene C1607/35/CGTHBA transcript
are not expressed or degraded at the moment of embryonic to
adult gene switching.

Identification of an erythroid-specific IncRNA-aGT
promoter

176 Epigenetics

of a 1 kb DNA fragment

overlapping  the  predicted
promoter region. Luciferase reporter plasmids were transiently
transfected in HD3 cells and in chicken primary fibroblasts. The
DNA fragment tested drove gene expression in erythroid cells,
and in 5, 7, and 10dRBCs when cloned in the 5’ to 3’ orientation
(Fig. 4B and C; Fig. S5). However, it was not active in fibroblasts
(Fig. 4C), DT40 cells, or human HeLa cells (Fig. S5).

To further support the presence of a regulatory element
upstream IncRNA-aGT we addressed the local enrichment of
the histone mark H3K4me3, which is characteristic of promoters.
We designed primers around the estimated transcription start site
of IncRNA-aGT to perform a chromatin immunoprecipitation
(ChIP). We found that H3K4me3 occupied the promoter region
in 5 and 7dRBCs and increased as development progresses, with
a notorious increase in 10dRBCs (Fig. 4D), where adult a® and
o’ genes are actively transcribed. Furthermore, RNA polymerase
IT also occupied the promoter region in 10dRBCs (Fig. 4E).

Promoter activity and specific enrichment of H3K4me3 at
later developmental stages raised the possibility that IncRNA-
aGT is transcriptionally regulated during chicken development
and that it might target the adult o and o* genes.

The IncRNA-aGT transcript is upregulated in late stages of
chicken development

To address the regulation of IncRNA-aGT during chicken
development we performed quantitative RT-PCR (qRT-PCR)
in 5, 6, 7, 8, and 10dRBCs. We found that IncRNA-aGT is a

nuclear transcript expressed at significantly lower levels than the
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oP gene in 10dRBCs (Fig. S6).
LncRNA-aGT
increased modestly from 5
to G6dRBCs, and remained
constant in 7 and 8dRBCs,
before increasing significantly in
10dRBCs (Fig. 5A), coincident
with silencing of the embryonic

expression

7 gene and peaked expression of
theadult o gene (Fig. 5B). These
results opened the possibility that
IncRNA-aGT may contribute to
the transcriptional regulation of
adult chicken a-globin genes.

To further corroborate the
active chromatin configuration
of the adult o gene promoter we
performeda ChIP forH3K4me3.?
We found H3K4me3 enrichment
in 5, 7, and 10dRBCs, with
less enrichment in 7dRBCs
(Fig. 5C). This agrees with
previous findings showing that
the entire locus is in an open
chromatin  configuration  in
5dRBCs and that in 7dRBCs
the embryonic m gene s
silenced by DNA methylation,
facilitating  the

D . °
adult o gene transcriptional
15,16

switching to

activation. Furthermore,
decreased H3K4me3 on the o
promoter correlate with very

low levels of IncRNA-aGT in
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Figure 4. The IncRNA-aGT is transcribed from an erythroid-specific promoter. (A) Scheme of the chicken
a-globin domain and the location of the in silico and experimentally defined transcription start region of the
IncRNA-aGT (see Figs. S3 and S4). (B) Transient transfection of the IncRNA-aGT 1.1 kb promoter sequence
driving the luciferase reporter gene in HD3 cells. The native 5'-3" and the opposite orientations were tested.
The same experiment was performed in 5, 7, 10, and 13 d RBCs (see Fig. S5). (C) No promoter activity is found
in transfected primary cultured chicken fibroblasts. (D) ChIP assay using an antibody against the promoter
related histone mark H3K4me3 using primers located in the predicted IncRNA-aGT promoter elements. H1
primers are used as negative control (upstream B-globin heterochromatin region) (n = 3). (E) ChIP assay
showing the enrichment of RNAP Il in 10dRBCs over the INcRNA-aGT promoter region. Note, that the RNAP I
enrichment should be compared with the mouse IgG lane, since both antibodies were generated in mouse. As
control we used primers from a constitutive heterochromatin region (primers H1), located in the 16 kb region

7dRBCs (Fig. 5A), suggesting a
possible role for 7dRBCs in the

upstream of the chicken B-globin locus. This is a representative gel of two independent ChliPs.

recruitment of this histone mark
to the aP gene promoter.

LncRNA-aGT is required for full activation of the adult
aP gene

To test the function of IncRNA-aGT in regulating
transcription of the adult a” and o* genes, we knocked down
10dRBCs using a small hairpin RNA (shRNA) targeting the
region between the CpG-island and the embryonic 7 gene
promoter. This shRNA was cloned in the pSilencer vector under
the control of the constitutive promoter of histone H1. The
resulting vector was transfected transiently in I0dRBCsand stably
in HD3 cells, which were induced to terminal differentiation to
activate adult P and o* gene transcription. gRT-PCR showed
efficient IncRNA-aGT knockdown in differentiated HD3 cells
(Fig. 6A). We found that IncRNA-aGT knockdown reduced
mostly the expression of o, while o* was only modestly down-
regulated (Fig. 6B). LncRNA-aGT knockdown using three
different siRNAs confirmed these results (Fig. S7).

To further confirm our results, similar experiments were
performed in HD3 cells, which were now induced to terminally

www.landesbioscience.com

differentiate using the ISO-H-7 compound, which favors
more efficient differentiation (Fig. 6C)."¥ LncRNA-aGT was
efficiently knocked down in these cells (Fig. 6D). We found
that the IncRNA-aGT knockdown drastically affected the
transcription levels of both aP and a* genes (Fig. 6C and D).
Next, we addressed the effect of IncRNA-aGT knockdown on
the chromatin structure of the o gene promoter. We performed
ChIP for H3K4me3, acetylated histones H3 and H4, and
the histone methyltransferase MLL1 (Fig. 6E). Interestingly,
IncRNA-aGT knockdown reduced enrichment of H3K4me3
and acetylated histones H3 and H4, supporting a function of
IncRNA-aGT in configuring active chromatin at the a-globin
adult gene promoters. In contrast, IncRNA-aGT knockdown
did not affect the chicken B-globin locus, which is located in a
different chromosome (data not shown). Together, these results
demonstrate that the IncRNA-aGT is required for full activation
of adult a-globin gene expression in late developmental stages
and in erythroid differentiation.

terminal Furthermore,
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IncRNA-aGT promotes structuring of the a® gene promoter into
open chromatin. Thus, IncRNA-aGT is an integral component
of the regulatory and chromatin-associated machinery of the
a-globin domain required for adult gene expression.

Discussion

The rigorous coordination between genetic and epigenetic
regulation is required for proper stage-specific gene expression.
Non-coding RNAs recently got into the scene as sensors and
amplifiers of cellular signals targeting tens or even thousands
of genes. However, their functions are still poorly understood.
Here we characterized a ~23 kb long non-coding RNA (IncRNA-
aGT) required for full activation of the adult &, and to a lesser
extent o* transcription, and for establishment of transcriptionally
active chromatin.

We found that IncRNA-aGT promotes activation specifically
of the a-globin adult genes. Accordingly, it is activated after the
embryonic day 8 (Fig. 5A) concomitantly with down-regulation
of the embryonic 1 gene and activation of the adult o® and o*
genes (Fig. 5B).” Our results support a model in which the
IncRNA-aGT is not required in early developmental stages,
when that the embryonic  gene is mainly regulated by the
3'-side enhancer (Fig. 1A).>'¢ Later on, the embryonic 7 gene is
autonomously silenced by DNA methylation'® and the expression
of the adult genes a” and a* are activated. At this stage, IncRNA-
aGT might be required to maintain adult gene expression.

The identification of the IncRNA-aGT and processed RNAs
raise several new questions, starting by which are the mechanisms
of such non-coding RNAs in terms of the regulatory signals, in
particular, if such signals are restricted to later developmental
and terminal differentiation stages. For example, our finding
of RNAs of multiple sizes produced from the a® and o gene
promoters was intriguing (Fig. S2, Probes E and F). It is known
that divergent transcription of short RNAs exist around the
transcription start sites of many genes and that such RNAs derive
from large RNA precursors with the ability to recruit chromatin

remodeling activities.”?!

More recently, a large study on
transcription of IncRNAs within promoters demonstrated that a
significant amount of those promoters are transcribed according
to cell cycle timing and that their disruption causes alterations
in the expression of human genes affecting cell differentiation,
DNA repair, or even in cancer.”? One specific example is
PANDA, an IncRNA regulated by p53 who interacts with the
transcription factor NF-YA, resulting in miss-regulation of a set
of pro-apoptotic genes.? In addition, recent evidence suggest that
active enhancer elements are also transcribed to produce ncRNAs
interacting with nuclear factors, co-factors, cohesins, and even
mediating long-distance chromatin interactions.?** This opens
the possibility that the 3'-side enhancer, which is transcribed, is
able to contact physically the promoter regions of the embryonic
7 and adult o genes in different moments, relevant for full
activation of chicken o-globin genes, and participates in the
maintenance of promoter permissive chromatin structure.'®'®

Another interesting aspect is to understand which are the

mechanisms regulating the expression and the low nuclear levels
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Figure 5. The long non-coding RNA, IncRNA-aGT, is transcribed in later
stages of development. (A) Quantitative RT-PCR of the INcRNA-aGT in 5,
6, 7,8, and 10 d of chicken embryo erythrocytes (5, 6, 7, 8, and 10dRBCs).
(B) Expression pattern in the same days of the embryonic m gene and
the adult o® gene (n = 3). (C) ChIP assay using primers expanding the o
gene promoter and an antibody recognizing the histone mark H3K4me3.
H1 primers are used as negative control (upstream B-globin heterochro-
matin region). The constant enrichment of the histone H3K4me3 is in
agreement with the constitutive open chromatin configuration of the o®
promoter during development.'

of the IncRNA-aGT. Our iz silico analysis and the transcription
factors associated the IncRNA-aGT promoter do not clarify
this aspect since, unexpectedly, we have not identify classical
erythroid transcription factors suggesting a more complex
regulation, perhaps through an independent signal transduction
pathway (Fig. S3). Otherwise, proteins like CTCEF, distributed
along the domain and apparently participating in the three-
dimensional organization of the locus, can have a partnership
with the IncRNA-aGT to guide its function.”

Based on different examples of IncRNAs and their functional
role, one can assume that their function is to regulate negatively
gene expression and/or chromatin structure." A growing list of
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Figure 6. LncRNA-aGT depletion affects the adult a-globin genes expression. (A) Validation of the
IncRNA-aGT shRNA knockdown in stably transfected HD3 cells that were induced to differentiation
(dif-HD3). Mean expression patterns from three independent experiments are shown. (B) Effect of the
IncRNA-aGT knockdown in the expression of the chicken a-globin genes in differentiated HD3 cells. (C)
To confirm the effect of the IncRNA-aGT knockdown we transiently transfected the siRNA-3 into differen-
tiated HD3 cells (dif-HD3; lane 2) and confirmed its effect. The down-regulation of a-globin adult genes
was also corroborated and shown in Figure S7.(D) With optimal differentiation conditions (ISO-H-7) we
confirmed one more time the down-regulation of o and «* adult globin genes. (E) The IncRNA-aGT loss
of function affects histone open marks at the adult «® gene promoter. ChlIP assay in differentiated HD3
cells (dif-HD3) using antibodies against different open histone marks and the histone methyltransferase
MLL1. This ChIP assay was performed in dif-HD3 cells with primers expanding the adult a® gene promoter.
Error bars were calculated from 6 independent PCR reactions from two independent ChIP assays.

examples is revealing that this is not the only case. One of the

its mechanisms of action.

seminal examples is HOTTTP lincRNA which is transcribed from

the 5" end of the HOXA locus, acting positively over the proximal

HOXA genes through the formation of chromosomal contacts,

and the WDR5 mediated recruitment of the MLLI complexes
to incorporate the active transcription associated to the histone
mark H3K4me3.?® This is in agreement with our data showing the
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enrichment of H3K4me3, not only at
the o gene promoter but also at the
IncRNA-aGT promoter (Figs. 4D
and 5C). Similar features are
described for the IncRNA Mistral, also
known as Mira, which is responsible
for the activation of the transcription
of the homeotic genes Hoxa6 and
Hoxa7 in mouse embryonic stem cells
by recruiting the MLLI chromatin
complex through an IncRNA-DNA
hybrid interaction.”” A more recent
case is the non-coding transcription
of a distal enhancer, named utNgn1,
acting positively and in cis over
the neurogenin I gene expression.
Neurogenin 1 gene product is critical
for neuronal differentiation during
mammalian development.*® These
examples illustrate a direct or indirect
interplay between the IncRNAs
action which is mediated by the PcG
and TrxG group of proteins. In the
a-globin locus, the IncRNA-aGT
way of action seems to be partially
different upregulation
coincides with a period of time where

since its

the adult o and o* genes are already
expressed, and not in their initial steps
of activation (Fig. 5A). Furthermore,
this is also in agreement with an
enforced wave of active chromatin

modifications ~ starting  upstream
from the IncRNA-aGT promoter.”®
In summary, the IncRNA-aGT

helps to maintain histone marks like
the H3K4me3 to adult o and o*
promoters in a stage-specific manner.

The overall organization of the
chicken a-globin gene locus and
the amount of different regulatory
elements within the locus and
the  strategies differential
gene expression of globin genes

for

demonstrate the complexity of such
processes. Adding to such complexity
the IncRNA-aGT represents a novel
and sophisticated level of regulation
that raises new challenges in terms of

Material and Methods

The avian arrested cell lines were cultured as previously
described.’’ To induce erythroid differentiation, HD3 cells
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were incubated in medium containing 10 mM HEPES (pH 8.0)
(Sigma) and 20 pM ISO-H-7 (1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-3-
methylpiperazine, Sigma) at 42 °C in 1% of CO, atmosphere
for 48 h. RBCs were collected from 5 to 13 d old embryos as
previously described.”

RT-PCR analysis strand specific

Total RNA was purified with TRIZOL according to
manufacturer’s instructions (Invitrogen) and was treated with
DNase I (RQ1, Promega). To prepare cDNA, 5 pg of RNA were
reversely transcribed (Reverse Transcription System, Promega)
using specific primers (Table S2). To initiate cDNA synthesis
from the negative-strand a forward primer was used, while a
reverse primer was used to initiate synthesis from the positive-
strand. The products of PCR reactions were analyzed by agarose
gel electrophoresis with ethidium bromide staining.

Quantitative PCR

RNA levels were quantified by Real-Time PCR. The cDNA
was synthesized using AMV reverse transcriptase and random
primers (Reverse Transcription System, Promega). Samples were
treated with DNase I (RQ1, Promega). Quantitative RT-PCR
measurements (QRT-PCR) were done by using SYBR green PCR
mix (Sigma). The PCR reaction was performed with StepOne
detection System (Applied Biosystems) at 94 °C for 2 min,
followed by 40 two-step cycles of 94 °C for 15 s and 60 °C for
20 s, triplicates were made for each sample. Relative mRNA
levels of a-globin genes were calculated using the comparative
AACt method. The transcript levels were normalized against
28S rRNA abundance when primary erythrocytes were used, in
contrast, for transformed chicken erythroid cell lines 3-actin was
used for normalization.

Northern blot analysis

Total RNA (20 pg) was used for blot analysis. After
electrophoretic separation on denaturing MOPS formaldehyde
agarose gel, RNA was transferred to a Hybond N*nylon
membrane (Amersham Hybond, GE Healthcare) and hybridized
with dCTP[P32]-labeled DNA probes specific to intergenic
regions in the a-globin domain (Table S2). The probes were
prepared by Random Primer DNA labeling System (Invitrogen)
of PCR amplified DNA fragments of chicken genomic DNA.

Transient transfection and luciferase reporter assays

Luciferase assays were performed as in.?? In brief, the IncRNA-
aGT promoter was amplified from chicken genomic DNA with
the primers: Forward 5-CCTGAAGCTT GCACCCTTCT
GAGAGCTGC-3' and  Reverse  5-CCTGAAGCTT
CCTATTTCAG ATGTGATCAC C-3' to give an amplicon
of about 1.1 kb that was cloned into plasmid pGL3-Basic in
orientation 5'=3’ and 3'-5". RBCs were transfected at several
stages of chicken development (5dRBC-13dRBC) and cell lines:
HD3, HD3 induced, chicken fibroblast, DT40, and HeLa were
also used in these experiments. Cells were cultured for 48 h and
cell extracts were subsequently prepared and assayed for luciferase
activity (Promega). Firefly luciferase activity was normalized
relative to the activity of Renilla luciferase.

Knockdown assay

siRNA and shRNA sequences were designed with Invitrogen’s
Block-It RNAi designer (https://rnaidesigner.invitrogen.com/

180 Epigenetics

rnaiexpress/). We designed one siRNA for C160r/35/CGTHBA
gene;  siRNA-3:  5-CAGAACATCA  CTACATAAA-3,
and two different siRNAs, siRNA-1: 5- GCAGGTGATA

ACAACTGAA-3" and siRNA-2:  5-CTGGGAGAAA
GCTACAACA-3" and a shRNAf: 5- GATCCGGACA
TCTCACAGCT TCATTTCAAG AGAATGAAGC

TGTGAGATGT CCTTTTTTGG AAA- 3’ and shRNAr:
5-AGCTTTTCCA AAAAAGGACA TCTCACAGCT
TCATTCTCTT GAAATGAAGC TGTGAGATGTCCG-3'
against IncRNA-aGT. Additionally, we used a siRNA scramble'
and empty vector as a control, respectively. sShRNA was cloned
into pSilencer 3.1-H1 Puro plasmid (Ambion) by using the
BamHI and HindIII restriction sites. All transfection assays were
performed by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). shRNA
constructs were stably transfected in HD3 cells as described
in,” integrants were selected with 1 pug/ml puromycin (Sigma)
for 7-15 d. The levels of IncRNA-aGT and a-globin genes were
quantified by conventional PCR and quantitative PCR.

Chromatin immunoprecipitation

The chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay was
done as previously reported.!*” The chromatin fragments were
quantified by qPCR (primers in Table S2) using Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen) and SYBR Green I (Sigma). We
performed the experiment in the StepOne detection System
(Applied Biosystems). Enrichments were calculated relative to
negative region corresponding to the heterochromatic region
located upstream of the chicken -globin locus (heterochromatin
primers H1) and values were normalized with IgG measurements.'®
Antibodies used: anti-acetyl-Histone H3 (#06-599, Millipore);
anti-acetyl-Histone H4 (#06-866, Millipore); anti-HistoneK4
trimethyl H3 (#07-473, Millipore); anti-MLL1 (#A300-086A,
Bethyl); anti-RNAP IT (MMS-126R, COVANCE); rabbit IgG
(#12-370, Millipore) and mouse IgG (#12-371, Millipore).

Bionformatic analysis

In order to identify potential promoter regions of IncRNA-
aGT we used the Neural Network Promoter Prediction program
with default parameters.?* To identify potential polyadenylation
sites we used the PolyAdq program with default parameters and
for identification of splicing sites we used the Splice Site Prediction
by Neural Network program. For the coding potential analysis of
IncRNA-aGT we used the Coding Potential Calculator (CPC)
program.”” Coding regions of Hw, HoP, Ho!, and TMEMS8 were
used as controls for genes with validated protein coding capacity
and that are in the same cluster as IncRNA-aGT. Also, we used
the sequences of Gomafu (Gallus gallus), Cl60rf35/CGTHBA
(Gallus gallus), Xist (Homo sapiens), and HOTAIR (Homo sapiens)
as controls for validated IncRNA genes.
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