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RESUMEN

La diferenciacion eritroide es un proceso altamente regulado y esencial a través del
desarrollo de todos los vertebrados que comprende varios estadios en los que las
células son funcional y morfologicamente distintas. Esto se debe a la expresion
diferencial de genes. Por esto, la eritropoyesis se ha utlizado como un modelo de
estudio para entender la forma en la que se regula transcripcionalmente el
encendido/apagado de genes, asi como la dinamica cromatinica y los moduladores
que participan en este proceso. Los RNAs largos no codificantes (IncRNAs) han
demostrado ser reguladores estadio especificos de la expresion génica, tanto a
través del producto de la transcripcion como de la activacion de los elementos
reguladores que pueden actuar como enhancer sobre sus genes blanco. En este
trabajo hicimos un analisis de la dinamica de la expresion de los IncRNAs, asi como
de la accesibilidad cromatinica en sus regiones promotoras en un modelo en el que
no se habia hecho previamente, el pollo. Ademas utilizamos estos analisis para
caracterizar la dinamica del IncRNA-aGT asociado al dominio de a-globina de pollo.
Este transcrito es el unico caracterizado en el modelo eritroide terminal de pollo.
Nuestros resultados muestran que el modelo utilizado de la diferenciacién
eritropoyetica terminal in vitro recapitula caracteristicas observadas en humano y
ratén: los INcRNAs tienen una expresion dinamica y especifica, los IncRNAs que
aumentan su expresion también tienen mayor accesibilidad en sus secuencias
regulatorias y estan enriquecidos con sitios de union al factor transcripcional Kif1, el
cual también aumenta su expresion. La misma dinamica se observa particularmente
en el IncRNA-aGT dentro del locus a-globina de pollo. Los analisis de accesibilidad
y expresion mostraron que es especifico de la diferenciacion eritroide terminal, al
igual que los genes globina. Ademas, encontramos un enriquecimiento en la unién
del factor YY1 en la region promotora del IncRNA-aGT y un aumento en la
interaccion entre éste y el promotor del gen a®. Esto concuerda con un aumento en
las interacciones dentro de un dominio definido por CTCF. Finalmente, al trans-
activar la region promotora del IncRNA-aGT utilizando el sistema CRISPR-dCas9-
VP64 observamos que esto afecta especificamente la expresion del gen aP

incrementandola, sin afectar al gen embrionario = y tampoco al gen adulto a*. Es



mas, la trans-activacion fue suficiente para activar la transcripcion de a? en un
contexto en el que no se expresa.

Estos resultados nos muestran que el IncRNA-aGT se activa en la diferenciacién
eritroide terminal y actua sobre el gen a®, activandolo. Debido a que este ensayo de
ganancia de funcion contempla la activacion del elemento regulatorio y a las
observaciones que sugieren que la activacion podria estar sucediendo por la
interaccion, mediada por YY1, entre los promotores IncRNA-aGT y a®, proponemos
que el promotor del IncRNA-aGT podria estar actuando como enhancer.

Estos resultados muestran la complejidad con la que los INcRNAs pueden intervenir
en la regulacion transcripcional durante la diferenciacion y la importancia de abordar
su estudio contemplando su versatilidad, ademas de la importancia de utilizar
modelos en los que los mecanismos de regulacion pueden estar conservados en

vertebrados.



ABSTRACT

Erythroid differentiation is a highly regulated process and it's essential trough
vertebrate development. It involves many cell stages, each one functional and
morphological different. These differences are because the differential expression of
genes. That's why erythropoiesis has been used as differentiation model to study
transcriptional regulation in gene activation/inactivation, including chromatin
dynamics and other specific modulators implied in this process. LncRNAs have been
describes as cell stage gene expression modulators, both as transcripts and through
regulatory sequence activation. These regulatory sequences can act as enhancer-
like over target genes. The present study we analyzed IncRNAs expression dynamic
as well as chromatin accessibility dynamic in IncRNAs promoter using a chicken
model. We also analyzed these dynamics in the locus of IncRNA-aGT (the only
IncRNA described in chicken erythroid differentiation) embedded in the a-globin
domain. We observed that the chicken in vitro terminal differentiation shares some
characteristics with human and murine models: expression of IncRNAs is dynamic
and stage-specific, as well as chromatin accessibility which increase on regulatory
sequences in up-regulated IncRNAs, the regulatory sequences of differential
expressed INcCRNAs are enriched in the transcriptional factor KIf1 motifs, and KIf1 is
upregulated during terminal differentiation.

We found a similar dynamic in the expression of INncRNA-aGT, which is expressed
specifically in terminal differentiated cells, and its promoter accessibility increases,
as well as expression and accessibility of a-globin genes. We also found an
enrichment of YY1 binding in IncRNA-aGT promoter element and an increased
interaction with the a® promoter. Finally we used CRISPR-dCas9-VP64 to trans-
activate the INcRNA-aGT. This assay resulted in an increase of aP expression, but
not in embryonic n globin gene or in the other adult a# globin gene. Moreover, the
activation in the IncRNA-aGT promoter was sufficient to activate a® gene expression
in a repressive chromatin context. Our results show that the IncRNA-aGT expression
is erythroid-terminal specific and it acts in cis increasing specifically a® expression.
Trans-activation effects also includes the possibility of the regulatory element

activation, and the observations that suggest that the activation involve an interaction



increase of YY1 within the IncRNA-aGT and aP promoters. These results lead us to
propose an enhancer-like function of the IncRNA-aGT promoter.

These results shows the transcriptional regulatory function complexity drive by
IncRNAs during cell differentiation, and the many experimental approaches needed
for their characterization because of their multifunctional roles. Also, it is important
to study conserved transcriptional regulation mechanisms in vertebrate models.



ABREVIATURAS

ATAC-seq: Assay for Transposase-Accesible Chromatin sequencing
(secuenciacidon de Ensayo de Accesibilidad a la Cromatina por Transposasa)
ChlP-seq: Chromatin Immunoprecipitation sequencing (secuenciacion de
Inmunoprecipitacion a la cromatina)

RNA-seq: RNA sequencing (secuenciacion de RNA)

RT-gPCR: quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (Reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa)

RBC: Red blood cell (eritrocito circulante)

sgRNA: single guide RNA (RNA de guia inica)

RNAmM: RNA mensajero

TSS: Tranacription start site (sitio de inicio de la transcripcion)

IncRNA: RNA largo no codificante

eRNA: enhancer RNA

TF: Factor de transcripcion

RNA Polll: RNA Polimerasa |l

CTCF: CCCTC binding factor (factor de union a CTCF)

YY1: factor de transcripcion Ying-Yang 1

KIf1/EKLF: Erythroid kruppel-like factor

FOG: Friend of GATA

DHS: DNAse hipersesitivity (hipersensibilidad a la DNasa)

FDR: False Discovery Rate (Tasa de falso descubrimiento)

CRISPRa: activacion por CRISPR



. INTRODUCCION

La evolucion de la multicelularidad en los metazoarios implica el surgimiento y
diversificacion de mecanismos de regulacion de la expresion génica. Dicha
regulacion génica es dinamica y controlada de manera espacio-temporal y tipo
celular especifica. Asimismo, es esencial para el adecuado desarrollo y
mantenimiento del organismo (Margueron & Reinberg 2010; Bulger & Groudine
2011).

La regulacion de la expresion génica permite que en un mismo organismo con
células que contienen la misma secuencia de DNA se forma por diferentes tipos
celulares, con diferentes caracteristicas y funciones. Esto implica que cada tipo
celular expresa genes diferencialmente, mediante mecanismos que permiten el
encendido y apagado de genes. Los procesos regulatorios por medio de los que se
regula este encendido y apagado de genes estan codificados tando a nivel de la
secuencia del DNA (en las secuencias regulatorias) como de la composicion y
estructura de la cromatina. Esto determina la interaccion de las secuencias
regulatorias en el DNA con los factores de transcripcion (TF por sus siglas en ingles),
los cuales a su vez controlan la activacion de programas transcripcionales linaje-
especificos (Reik, 2007; Hemberger et al., 2009). Uno de los procesos bioldgicos
mas importantes en los que se han estudiado estos mecanismos regulatorios es la
diferenciacion celular, en los cuales se conocen los cambios globales en la
expresion de genes, los factores de transcripcion implicados y los cambios que sufre
la cromatina (Reik, 2007; Hemberger et al., 2009; Xie et al., 2013; Burton & Torres-
Padilla, 2014). Particularmente, la diferenciacion de los eritrocitos es un proceso
altamente coordinado a través del desarrollo y esencial durante toda la vida en los
vertebrados.

ERITROPOYESIS

La eritropoyesis es el proceso de proliferacion y diferenciacion celular que produce
eritrocitos circulantes los cuales se encargan del transporte de oxigeno y dioxido de



carbono (CO2) durante la respiracion celular. Es un sistema ampliamente utilizado
para el estudio de de los progamas de diferenciacion celular, tanto géneticos como
epigenéticos. De manera general, la diferenciacion celular comienza desde la
hematopoyesis en la que se originan todos los precursores de las células
sanguineas a partir de células madre hematopoyeticas (HSCs por sus siglas en
inglés) que se diferencian precursores mieloide comprometidos (CMP) y los
progenitores megacariocito-eritroides. Posteriormente, se lleva a cabo la
eritropoyesis temprana caracterizada por la aparicién de los progenitores eritroides
denominados unidades formadoras de progenitores eritroides (conocidas como
BFU-E por Burst-Forming Unit-Erythroid) (Hattangadi et al., 2011; Cheng et al.,
2020) y unidades formadoras de colonia (CFU-E por Colony-Forming Unit erithroid).
Subsecuentemente continua la eritropoyesis tardia en la que la diferenciacion
continua hacia proeritroblastos, eritroblastos basofilos, policromaticos vy
ortocromaticos. Finalmente, en la maduracién, se forman los reticulocitos y los
eritrocitos maduros (Figura 1) (Tsiftsoglou et al., 2009; Dzierzak & Philipsen, 2013;
Nandakumar et al., 2016; Barminko et al., 2016).

Self-renewal Sintesis de h,em°g|°bina Enucleaqén
Condensacion nuclear
n / Maduracion
‘ Q—>Q @@ - @@ —-@® -0—0—e
BFU-e CFU-e Pro- Basophilic ~ Polychromatic Orthochromatic Reticulocyte Erythrocyte
erythroblast  erythroblast erythroblast erythroblast
Eritropoyesis temprana Eritropoyesis terminal/tardia

Figura 1. Estadios celulares en la diferenciacion eritropoyetica. La eritropoyesis empieza
desde el compromiso celular de células hematopoyéticas totipotentes (HSC) hacia progenitores
multipotentes (CMP por las siglas en inglés de precursores mieloides comunes) y posteriormente
hacia progenitores megacariociticos-eritroides (MEP por sus siglas en inglés). Posteriormente el
compromiso celular en la eritropoyesis temprana sucede entre las células BFU-e y CFUe.
Finalmente en la eritropoyesis tardia la célula sufre varios cambios hasta la maduracion. Tomado
y modificado de Dzierzak & Philipsen, 2013.



En la eritropoyesis tardia ocurren numerosos cambios: los eritroblastos reducen su
tamafo, empieza sintesis de hemoglobina la cual va aumentando, experimentan
condensacion de la cromatina, y en mamiferos, las células sufren enucleacion
(Figura 1) (Dzierzak & Philipsen, 2013; An et al., 2014).

En mamiferos se ha observado que durante la embriogenesis, aparece
tempranamente el primer linaje eritroide “primitivo” a partir del saco vitelino
formando islas de sangre. Posteriormente, los progenitores hematopoyeticos se
establecen en el higado fetal. A partir de esta etapa hay una expansion de
progenitores eritropoieticos que dan origen a eritrocitos “definitivos” los cuales
continuaran produciendose en la médula osea a partir del nacimiento y hasta la
etapa adulta (Tsiftsoglou et al., 2009; Dzierzak & Philipsen, 2013). En cambio, en
aves, la eritropoyesis primitiva y adulta se inician en el saco vitelino hasta que se
establece en la medula 6sea (Sheng, 2010). Una de las diferencias principales entre
los eritrocitos primitivos y los eritrocitos definitivos es la retencion del nucleo en los
eritrocitos primitivos, y la expresion diferencial de los genes de globinas. Al cambio
de expresion de globinas embrionarias a adultas se le denomina recambio (switch
o switching) de globinas (Nandakumar etal., 2016). Los eritrocitos primitivos
expresan unicamente genes de globina embrionaria. Al establecerse los
precursores en el higado fetal, los eritrocitos “definitivos” empiezan a expresar
predominantemente los genes de la globina adulta (Tsiftsoglou etal., 2009).
Durante el desarrollo la demanda de oxigeno cambia, por lo que es necesario
modular la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. El switch de los genes globina
resulta en la sintesis de hemoglobina con mayor afinidad al oxigeno en la etapa
embrionaria para lidiar con una menor disponibilidad de oxigeno (Rohlfing et al.,
2016).

Los mecanismos que permiten el establecimiento y mantenimiento de estos
programas de diferenciacion se llevan a cabo en diferentes niveles, desde la
secuencia de DNA hasta la estructura de la cromatina. Estos factores son
denominados factores de transcripicon eirtroides los cuales pueden bloquear o
promover la diferenciacion desde las HSC hasta los eritrocitos. Actualmente se



conocen reguladores eseciales para la diferenciacion celular desde las HSC hasta

los eritrocitos.

1. Requlacion transcripcional y dinamica cromatinica en la eritropoyesis

Los factores de transcripcidn son proteinas que regulan la expresion génica
uniéndose a secuencias regulatorias especificas en el DNA activando o inhibiendo
la transcripciéon. Ademas de unirse al DNA contienen dominios de union a otras
proteinas, reclutando reguladores que pueden afectar la transcripcion a diferentes
niveles, como la accesibilidad al DNA o el reclutamiento de la maquinaria de la RNA
polimerasa Il. Debido a que el DNA se encuentra “empaquetado” alrededor de los
nucleosomas, la union de los TFs a sus sitios de unién depende de la accesibilidad
a sus sitios de unidon. Ademas hay TFs, conocidos como TFs pioneros, que son
capaces de unirse al DNA que aun se asocia a los nucleosomas en el estado de
solenoide o fibra de 30nm y pueden provocar un remodelamiento cromatinico
reclutando remodeladores de la cromatina que relajan laorganizacion nucleosomal
incrementando la accesibilidad y facilitando la union de otros TFs durante los
estadios de diferenciacién subsecuentes (Suter, 2020). Los elementos regulatorios
en el DNA en donde se unen los TFs “activadores” son los promotores y enhancers.
El promotor central de un gen esta definido por contener el Sitio de Inicio de la
Transcripcion (TSS por sus siglas en inglés) en el extremo 5°de un gen, ademas de
sitids de union de TFs vy proteinas suficientes para iniciar la transcripcion.
Comunmente contienen elementos caracteristicos como la caja TATA y el elemento
iniciador. Ademas del promotor central son necesarias secuencias proximales que
modulan o incrementan la tasa de transcripcion, por lo que se le denomina promotor
a esa region genomica. (Andersson & Sandelin, 2020). La actividad de los
promotores es suficiente para iniciar la transcripcidn, pero generalmente ésta es
baja y puede ser suprimida o puede activarse por elementos reguladores distales
llamados enhancers (Haberle & Stark, 2018). Estos elementos regulatorios activan
o aumentan la transcripcion sin importar su localizacion, orientacion o distancia
relativa a su promotor (o promotores) blanco (Bulger & Groudine, 2011; Kim &
Shiekhattar, 2015).



Factores de transcripcion

Uno de los factores de transcripcion mas importantes en la hematopoyesis y
posteriormente en la eritropoiesis son en grupo de los factores GATA.
Particularmente se ha visto que GATA-2 regula positivamente la proliferacion y
mantenimiento de precursores hematopoyeticos y eritroides. En células precursoras
eritroides, hay expresion de GATA-2 y GATA-1, y posteriormente ocurre un “switch”
en el que GATA-1 reprime la expresion de GATA-2. Este switch determina el
compromiso celular hacia la diferenciacion eritroide. En la siguiente fase, las células
formadoras de colonia ya no expresan GATA-2. En las fases posteriores de
eritropoiesis, GATA-1 esta implicado en la sobrevivencia y diferenciacion de las
células (Tsiftsoglou et al., 2009). SCL/Tal1 es un factor de transcripcion necesario
para eritropoyesis primitiva y definitiva. Los sitios de union a DNA del factor de
transcripcion SCL/Tal1 colocalizan con sitios de union a GATA-1 y, en células
eritroides, SCL/Tal1 forma un complejo activador pentamerico uniendose a las
proteinas E2A, LMO2, Ldb1 y GATA-1, en genes especificos del linaje. La falta de
cualquiera de estos factores porvoca la muerte durante el desarrollo fetal debido a
la falta de eritropoyesis primitiva. Otro TF caracteristico del linaje eritroide es Kif1
(EKLF), el cual es necesario para la maduracion eritroide. De hecho, los ensayos
de pérdida de funcion durante la eritropoiesis primitiva, muestran un aumento en
genes que estan mas relacionados con diferenciacién de megacariocitos. Estudios
hechos en raton han mostrado que KIf1 es necesario en el “switch” de globina
embrionaria a globina adulta, particularmente en la activacion del gen de p-globina
en higado fetal, y que su ausencia provoca la pérdida de conformacién de cromatina
abierta en este locus. Esto concuerda con evidencia mas reciente de que KIf1 tiene
una funcion en la organizacion espacial de dominios transcripcionalmente activos
en el locus de B-globina y otras regiones. También se a mostrado que un 48% de
los sitios de unidn de union de KIf1 se encuentran localizados dentro de 1kb (kilo
base) de distancia de un sitio de union de GATA-1, sugiriendo que también hay una
cooperacion en la regulacion por ambos factores (Cantor & Orkin, 2002; Tsiftsoglou
et al., 2009; Kerenyi & Orkin, 2010; Dzierzak & Philipsen, 2013; Barminko et al.,
2016). Ademas, la actividad de los TFs “maestros”, requiere de su interaccion con
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otros factores de transcripcién y otros cofactores como remodeladores de la
cromatina. Por ejemplo, Bgr1 la unidad catalitica del complejo remodelador de la
cromatina ATP-dependiente SWI/SNF, interactua con GATA-1, SCL/Tal1 y KIf1
incrementando su funcion activadora. SCL/Tal1 y KIf1 también interaccionan con
correpresores y la desacetilasa de histona 1 (HDAC1). Existe evidencia de que
GATA-1 interacciona también con CBP/p300, BCL11A (necesario para el “switch”
de hemoglobina), GF1-b, EZH2 y su union con la proteina FOG1 es necesaria para
comprometer a las células hacia el linaje eritroide y para la maduracién de los
proeritroblastos. EI complejo MeCPU1/NuRD interacciona con GATA-1-FOG1 en
genes que son silenciados durante la eritropoyesis (por ejemplo, en gen gataZ2)
(Cantor & Orkin, 2002; Kerenyi & Orkin, 2010; Tsiftsoglou et al., 2009; Nandakumar
et al., 2016).
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Figura 2. Los factores transcripcionales maestros definen el compromiso celular en lae
ritropoyesis. A. Los TFs maestros eritroides como GATA1, KIf1, Tal1 (se unen directamente a
secuencias especificas de DNA), LDB1, LMO2 (no se unen al DNA) actuan como el centro red
transcripcional en la diferenciacion eritroide. Se unen mas frecuentemente a enhancers y pueden
interactuar con sus genes blanco mediante asas de cromatina. Estos TFs pueden reclutar directa o
indirectamente complejos remodeladores de la cromatina. B. Los TFs maestros también pueden
interactuar con otras proteinas y reclutar complejos represores como NuRD, mediando también el
silenciamiento de genes durante la diferenciacion. Tomado y modificado de Nandakumar et al.,
2016.

Estructura cromatinica y secuencias requlatorias

Esta dinamica entre los TFs y los reguladores epigenéticos es esencial para
establecer las caracteristicas cromatinicas y la expresion de genes eritroides (Figura
2). Esto se asocia con un paisaje cromatinico determinado, un patrén especifico de
accesibilidad a la cromatina, actividad de enhancers especificos que promueven la
expresion de genes especificos. La accesibilidad a la cromatina esta determinada
no solo por el posicionamiento de nucleosomas, sino también por modificaciones
post-traduccionales en las histonas. La acetilaciéon esta asociada a regiones
transcripcionalmente activas o accesible. La metilacion de histonas como
H3K4me2/3 (la primera letra y numero corrsponden a la histona. La seguna letra y
el numero corresponden al aminoacido que se modifica. Me o ac significa la
modificacion metilacion/acetilacion) o H3K36me3 también esta asociada a regiones
transcripcionalmente activas, mientras que la histona H3K27me3 esta asociada a
cromatina inactiva y compacta (Rodrigues et al., 2021). Durante la diferenciacion
terminal eritroide (de eritroblastos basofilos a ortocromaticos), analisis a escala
global del genoma han mostrado que la acetilacion de la histona 4 disminuye,
aunque la acetilacion general de las histonas no disminuye. Esta modificacion esta
asociada a la liberacion de la RNA Polll pausada. La marca en la histona H4K20me1
incrementa en la diferenciacion, lo cual es necesario para la condensacion
cromatinica y, en mamiferos, la enucleacion. Las modificaciones que reflejan
transcripcion activa como la histona H3K36me2/3 cambia en los genes
diferencialmente expresados, enriqueciendose en los genes que se activan (por
ejemplo los genes de las globinas) y disminuyendo en aquellos que se inactivan. La
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misma dinamica en la ocupacion de RNA Polll. Hay evidencia de que la
diferenciacion terminal esta asociada a la péridida de marcas relacionadas con la
elongacion transcripcional pero no al aumento de marcas de heterocromatina
(H3K27me2/3, H3K9mMe2/3 y H4K20me3). La marca en la histona H3K27me3
aumenta en la diferenciacion, pero principalmente se enriquece en aquellos
promotores que ya la contenian en etapas previas. Por su parte, el enriquecimiento
de la RNA Polll (tanto pausada como en elongacién) también disminuye a escala
global, particularmente en sitios donde también disminuye la marca en la histona
H3K36me3 y se enriquece en genes eritroide-especificos (Ryzhkova & Battulin,
2021; Wells & Steiner, 2022). Incluso, el silenciamiento de genes parece asociarse
con el pausamiento de la RNA Polll previo a su disociacion de estos genes (Murphy
et al., 2021).
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Figura 3. Dinamica cromatinica durante la diferenciacion eritroide. A. Durante la
diferenciacion eritroide el paisaje epigenomico muestra patrones de regulacion estadio
especificos. Las regiones que ganan accesibilidad son permisivas a la uniéon de proteinas como
TFs, proteinas arquitectonicas (CTCF, YY1), polimerasas etc. Ademas de que se asocian a
mayor actividad transcripcional. Estas mismas regiones permanecen inaccesibles en células que
no son especificas del linaje o estadio celular. Estas regiones se pueden asociar a elementos
enhancer y genes con sus promotores. B. El incremento de accesibilidad en secuencias
regulatorias durante la diferenciacion esta asociado con la activacion de éstos. Esto también
puede asociarse a la union de TFs especificos (GATA-1, KIf1, Scl/Tal1), a modificaciones de
histonas asociadas a activacion y/o proteinas involucradas en la transcripcion. Figura modificada
de Schulz et al., 2019 y Shlyueva et al., 2014.

Estudios mas especificos de la dinamica cromatinica durante la diferenciacién
eritroide se han enfocado en asociar sitios de accesibilidad a la cromatina (DNasa |
y ATAC-seq) , modificaciones post-traduccionales en las histonas, sitios de unién a
TFs (ChlP-seq) y expresion génica (RNA-seq) (Figura 3). Esto ha permitido
encontrar los elementos reguladores en el DNA implicados en cada una de las
etapas de la eritropoyesis. Para esto se han utilizado algunas caracteristicas

estructurales que se le han asignado a los promotores y los enhancers: los
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promotores activos se identifican por tener nucleosomas enriquecidos en las
histonas K3K4me3 y H3K27ac. En los enhancers hay mayor enriquecimieto de la
histona H3K27ac, y un radio elevado de entre las histonas H3K4me1/H3K4me3.
Debido a que los enhancers son las secuencias principales que determinan la
identidad celular, los estudios de la dinamica regulatoria se ha centrado en
caracterizar su actividad durante la diferenciacion celular (Huang et al., 2016;
Buenrostro et al., 2018; Ludwig et al., 2019; Schulz et al., 2019; Georgolopoulos
et al., 2021; Edginton-White et al., 2023). De hecho, estudios a escala global del
genoma en diferentes tipos celulares eritroides han mostrado que GATA-1 se une
mayormente (85% de los sitios de union) a elementos regulatorios distales, y en
menor medida (10-15%) en las regiones promotoras. También los sitios de
ocupacion de SCL/Tal1 y KIf1 se encuentran en mayor medida en sitios regulatorios
distales, y en menor medida en regiones promotoras (Hattangadi et al., 2011; Kerenyi
& Orkin, 2010). Acorde con esto, durante la eritropoyesis temprana, el numero de
enhancers dinamicos (que se “pierden” o se "ganan”) en la diferenciacién es mayor
que el numero de genes diferencialmente expresados (Huang et al., 2016). Aquellos
enhancers que se van perdiendo contienen sitios de union de TFs caracteristicos
de las celulas HSC (ERG, HOXA9, PU1) y los que se adquieren tienen sitios de
union de los TFs eritroide-especificos. Ademas, el aumento en la expresion de los
genes eritroides coincide con el numero de enhancers activados asociados en cis
(por proximidad) (Huang et al., 2016; Schulz et al., 2019; Georgolopoulos et al.,
2021). Los mecanismos mediante los cuales los enhancers actuan sobre sus genes
blanco, dependen de otras caracteristicas: una vez los TFs pioneros se unen a estas
secuencias y reclutan remodeladores de la cromatina, también reclutan otros
coactivadores como el complejo mediador, y la RNA Polll. Esto puede influenciar a
los promotores de sus genes blanco al establecer un estado activo de la cromatina
y/o aumentando la concentracion local de la maquinaria transcripcional (Field &
Adelman, 2020). Para ello, la secuencia enhancer debe de estar en contacto o
proximidad de su secuencia blanco lo cual se ha explicado por la formacion de asas
de cromatina en donde dos secuencias que pueden estar hasta cientos de kilobases

de distancia se acercan en un espacio tridimensional permite crear centros de
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agragacion de RNA Polll y factores transcripcionales que podrian auemntar la
actividad trancripcional (Bonev & Cavalli, 2016). Este modelo ha evidenciado que la
organizacion tridimencional del genoma es otro nivel de regulacion, especificidad y
dinamica en la actividad de los elementos enhancer. Estas interacciones mediante
la formacién de asas de cromatina estan facilitadas por proteinas de union a DNA.
Por ejemplo, CTCF es la proteina arquitectural mejor caracterizada en mamiferos.
Se ha demostrado que las mutaciones en sus sitios de unién pueden provocar
cambios en la expresion génica, y alterar la organizacién tridimensional de la
cromatina (Valadez-Graham et al., 2004; Schoenfelder & Fraser, 2019). La habilidad
de CTCF de mediar la interaccion entre dos o mas secuencias que linealmente se
encuentran lejanas en el genoma se debe a que es capaz de formar dimeros o
multimeros entre si, y a su unidn a otras proteinas. Su interaccidn con las cohesinas
es especialmente importante para la formacion de asas de cromatina (Parelho et al.
2008).

CTCF ACTCF

B Gene Enhancer Secuencias de unién a Proteina arquitectural 47 Transcripcién
proteinas arquitectural (CTCF, YY1)

Figura 4. La formacion de asas de cromatina interviene en la regulacion transcripcional.
Los sitios de unidon a proteinas arquitecturales y la union de estas proteinas modulan las
interacciones enhancer-promotor. CTCF y la cohesina también forma asas de mayor alcance, o
interacciones que definen a los Dominios Topologicamente Asociados. Tomado y modificado de
Pachano et al., 2022.
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Aunque CTCF se une en promotores y enhancers facilitando su interaccién, se ha
reportado que las interacciones mediadas por esta proteina esta mas asociada a la
formacion de asas de cromatina de mayor alcance, en las fronteras de los Dominios
Topologicamente Asociados (TADs por sus siglas en inglés) que a la formacion de
interacciones enhancer-promotor (Phillips & Corces, 2009). Mas recientemente, se
encontré que muchas interacciones enhancer-promotor estan mediadas por la
proteina de union al DNA YY1 (Rowley & Corces, 2018; Field & Adelman, 2020). Asi
mismo, la union de YY1 en estos stitios es necesaria para mantener las estructuras
cromatinicas entre los enhancers y sus promotores (Weintraub et al., 2017) (Figura
4). Otra caracteristica de los enhancers activos es la produccion de RNAs no-
codificantes denominados eRNA, los cuales pueden ser necesarios para mantener
la activacién del enhancer o su funcidn regulatoria sobre sus genes blanco (de Lara
et al.,, 2019). La transcripcion en un elemento enhancer es un indicador de su
actividad y ademas también estan implicados en mantener la formacion de asas y
reclutar proteinas estructurales. Ademas de los eRNA, los enhancers también
pueden actuar como promotores de RNA largos no-codificantes (eIncRNAs), o
encontrarse dentro de un gen de IncRNA. Incluso hay evidencia que sugiere que
gran parte de los IncRNAs se transcriben a partir de elementos regulatorios
enhancer (Hon et al., 2017), incluso se ha sugerido que los IncRNA son un producto
evolutivo de los eRNAs.

El estudio de los IncRNAs como reguladores transcripcionales se ha vueto
fundamental debido a su participacidn en multiples procesos biolégicos. Como se
describié anteriormente, los INcRNAs pueden llevar a cabo una funcién a partir de

las caracteristicas de su secuencia, su actividad transcripcional o su transcrito.
2. RNAs largos no codificantes (IncRNAs) y su actividad regulatoria

Los RNAs largos no-codificantes se definen arbitrariamente como todos aquellos
transcritos no codificantes de mas de 200 nucleédtidos (nc) (Rinn & Chang, 2012;
Guttman & Rinn, 2012; Engreitz, Ollikainen, et al., 2016; Statello et al., 2021).
Actualmente Mattick et al. 2023 propusieron en una declaracion consenso que se
llamaran IncRNA a los transcritos con mas de 500 nc, generados en su mayoria por
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la RNA Pol Il. Otras caracteristicas que presentan la mayoria de estos transcritos
(similares a los RNAm) son un cap de metilguanosina en su extremo 5’, estan
poliadenilados en su extremo 3’, contienen exones e intrones y son procesados
(Mercer y Mattick 2012). A diferencia de los mRNA, estos transcritos presentan
bajos niveles de expresion, la secuencia de nucledtidos esta muy poco conservada
entre especies, la mayoria se localiza en el nucleo y la eficiencia de procesamiento
(splicing) menor a los MRNAs. Aunque estos RNAs no tienen potencial codificante,
se expresan de manera dinamica y regulada durante la diferenciacion celular y el
desarrollo, desde la expresion comun de un grupo de IncRNAs en células no
diferenciadas, hacia el silenciamiento de estos y la activacion transcripcional de
IncRNA linaje-especifico y tejido-especifico. Los genes de los IncRNAs pueden
encontrarse en /oci intergénicos, sentido o antisentido con respecto a un gen
codificante a proteina y pueden sobrelaparse con otros genes (Kopp & Mendell,
2018). Como se menciond una proporcion grande de los loci de IncRNAs se
encuentran en regiones enriquecidas con marcas de histonas caracteristicas de
elementos de regulacion transcripcional (enhancers) (Hon etal.,, 2017). Los
IncRNAs participan en practicamente todos los niveles de la organizacién gendmica
y de expresion génica. Particularmente, su importancia en la regulacion geénica
durante la diferenciacion y desarrollo proviene de dos caracteristicas: la capacidad
de estos RNAs para asociarse a proteinas como remodeladores de la cromatina o
factores de transcripcion, y la de transcribirse a partir de elementos enhancer
caracteristicos de cierta etapa del desarrollo. Ambos mecanismos no son
mutuamente excluyentes.

Gracias a la capacidad de los IncRNAs de formar interacciones RNA-proteina y
RNA-DNA, se ha demostrado que los IncRNAs son capaces de interactuar con los
complejos remodeladores de la cromatina responsables la metilacion/desmetilacion
del DNA (Merry et al., 2015), modificaciones postraduccionales en las histonas (K.
C. Wang etal.,, 2011; Colognori etal.,, 2019; Luo etal., 2019), factores de
transcripcion maestros (Ng et al., 2012) u otras proteinas regulatorias (Saldafia-
Meyer et al., 2014; Kung et al., 2015; Statello et al., 2021;Mattick et al., 2023). En
esta interaccion el IncRNA puede funcionar como andamio (formando complejos
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multiproteicos), guia (recluta a la proteina a un sitio especifico en el genoma),
captura (impide la unién de una proteina a su sitio blanco en el genoma) y
potenciador (enhancer-like, el INcCRNA tiene un efecto que activa o aumenta la
transcripcion de un gen y es dependiente del transcrito, no de la activacion del
elemento regulador y la transcripcion) (Figura 5 A). Estos mecanismos permiten al
transcrito llevar a cabo su funcion en los genes del mismo locus en el que se
transcriben (funcidn en cis), o bien en otro locus o cromosoma (funcién en trans)
(Rinn & Chang, 2012).

Por otro lado, los IncRNAs que se transcriben a partir de regiones enhancer
participan y median la actividad de éste y por lo tanto de su gen blanco. Al igual que

los enhancers, los INncCRNA son altamente especificos del tipo celular.
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Figura 5. Mecanismos de accion de los IncRNAs. A. Mecanismos de accién mediados por el
transcrito del INcRNA y su union a proteinas. Tomado y modificado de Rinn & Chang, 2012.B.
Los elementos regulatorios dentro de un loci de INcRNA también pueden influenciar la regulacion
geénica local. Los promotores con actividad enhancer, o enhancer embebidos dentro del locus
pueden llevar a cabo un efecto regulatorio. Modificado de Nufiez-Martinez & Recillas-Targa, 2022.

Los elncRNAs estan implicados en el mantenimiento y formacion de asas de
cromatina entre los enhancers dentro de su locus, y los promotores de sus genes
blanco. Esto a través de diferentes mecanismos, como el reclutamiento del complejo
mediador, la interaccién con proteinas como CTCF (Gil & Ulitsky, 2020). Incluso hay
estudios que muestran que los elncRNAs se encuentran enriquecidos en sitios de
interaccion enhancer-promotor, que los niveles de transcripcion de estos elementos
se correlacionan con el aumento en estas interacciones y que YY1 también esta
enriquecido especificamente en estas interacciones (Weintraub et al., 2017). El
procesamiento o splicing de los elncRNA tambien esta sorrelacionado
positivamente con la actividad del enhancer y la activacion de los genes blanco.
Adicionalmente, se han encontrado evidencias en los que los promotores de los
IncRNA, aunque no presenten caracteristicas cromatinicas asociadas a enhancer,
tambien pueden ejercer una actividad parecida sobre sus genes blanco (Engreitz,
Haines, et al., 2016). Esto hace sentido con otros estudios que han demostrado que
los promotores de genes codificantes a proteina pueden actuar como enhancers
sobre otros genes (Dao etal.,, 2017; Nufnez-Martinez & Recillas-Targa, 2022).
(Figura 5B). Debido a la diversidad de mecanismos mediante los que ejercen su
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funcidn, el estudio de los INcRNAs ha sido desafiante. Por ello se utilizan estrategias
computacionales y experimentales para caracterizar las funciones regulatorias que
puede estar llevando a cabo, y distinguir entre el transcrito, la transcripcion y/o la
actividad de un elemento regulatorio dentro de su locus.

IncRNA en la eritropoyesis

Asi como la estructura cromatinica, la expresion génica y la actividad de elementos
regulatorios cambian durante la eritropoyesis, la transcripcion no-codificante
también es dinamica (Ding et al., 2016).

Hace aproximadamente una década, empezaron los esfuerzos por identificar y
caracterizar los INncRNAs que participan en la hemotopoyesis y eritropoyesis.

Las aproximaciones experimentales se han basado en el analisis global (mediante
RNA-seq) de la expresion de los INcRNAs y su expresion diferencial en cada etapa
y/o en pruebas funcionales individuales (Kulczynska & Siatecka, 2016). Asi se han
encontrado IncRNAs que se expresan especificamente en los diferentes estadios
de la eritropoyesis. Concordante con esto se ha determinado que la regulacion de
estos transcritos esta mediada por los TFs especificos del linaje donde se expresan
(GATA-1, Tal1, KIf1/EKLF). La mayoria de los IncRNA que se han asociado a una
funcidén particular en la eritropoyesis se han encontrado mediante ensayos de
pérdida de funcion del transcrito, particularmente por su efecto sobre genes vecinos.
Asi se han descrito INcRNAs involucrados en la regulacion de genes implicados en
sobrevivencia de células comprometidas hacia el linaje eritroide (Hu et al., 2011),
en la maduracion y enucleacion de eritroblastos (Alvarez-Dominguez et al., 2014;
C. Wang et al., 2015), la actividad de TFs maestros de la eritropoyesis como KiIf1
(Yang et al., 2022) y el recambio de globinas (Arriaga-Canon et al., 2014; Ivaldi
et al., 2018; Yang et al., 2022).

El recambio de globinas se ha utilizado como un modelo en el que se integran todos
los elementos previamente descritos en la regulacion transcripcional durante el
desarrollo y diferenciacion eritroide, tanto en el dominio B-globina como en el a-
globina en vertebrados. Estos dominios contienen los genes de globina embrionaria
y adulta ademas de regiones que incluyen elementos enhancer agrupados
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(descritos como sitios de hipersensibilidad a la DNAsal 6 DHS eritroide-especificos,
también llamados Regiones de Control del Locus 6 LCR ). Las secuencias
regulatorias adquieren accesibilidad y se unen a TFs eritroide especificos como
GATA-1 y KLF1 coincidiendo con la activacion de los genes. Ademas, se ha
encontrado que los elementos enhancer interactuan y forman asas de cromatina
con los promotores de los genes globina embrionaria o adulta diferencialmente en
el desarrollo (Wilber et al., 2011; Ryzhkova & Battulin, 2021). Mas recientemente se
han encontrado mas mecanismos que regulan este cambio de expresion dentro del
locus, como la presencia de IncRNAs en el locus B-globina (lvaldi et al., 2018;
Higashi et al., 2022) y la expresion de elncRNAs transcritos a partir del elemento
enhancer DHS2 (Ling etal., 2005; Gurumurthy et al., 2021). En unico IncRNA
descrito hasta la fecha en el dominio a-globina ha sido descrito por nuestro grupo
de investigacion en el modelo de pollo (Arriaga-Canon et al., 2014). Este modelo ha
sido pionero e histérico en la investigacién de la regulacién transcripcional de los

genes globina.

. ANTECEDENTES

1. Modelo de diferenciacion eritroide en pollo

El estudio de la diferenciacion eritroide en el pollo ha sido fundamental para
caracterizar la regulacion transcripcional en la diferenciacién y el desarrollo gracias
a varias caracteristicas: los estadios celulares en la eritropoyesis de las aves son
comparables con los de los mamiferos (Figura 1). Existen modelos celulares y
modelos in vivo para estudiar la eritropoyesis temprana y terminal asi como la
eritropoyesis primitiva y definitiva; la organizacion de los locus globina esta
conservada en vertebrados, por lo que es un buen modelo para entender la
regulacion transcripcional eritroide entre vertebrados. Por otra parte, la
diferenciacion celular in vitro recapitula la diferenciacién terminal durante la
eritropoyesis; el genoma de pollo comparte un patrén similar de marcas

epigenéticas (modificaciones post-traduccionales en las histonas) y modificaciones
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al DNA asociados a la activacion o el silenciamiento de genes a los observados en
mamiferos (Beacon & Davie, 2021). Este modelo es especialmente atractivo en el
estudio de la maduracion eritroide, debido a que las células conservan su nucleo en
un estado altamente compacto por lo que es muy util para estudiar la organizacion
cromatinica y la regulacion transcripcional en el eritrocito maduro (Penagos-Puig
et al., 2023).

Particularmente nuestro grupo de investigacién se ha enfocado en caracterizar y
describir la regulacion transcripcional en el locus a-globina de pollo en el que se han
identificado diferentes secuencias regulatorias, formacion de asas de cromatina, la
presencia de proteinas de union a DNA como CTCF, YY1y TFs eritroide especificos
como GATA-1 (Valadez-Graham et al., 2004; Escamilla-Del-Arenal & Recillas-
Targa, 2008; Rincén-Arano et al., 2009; Furlan-Magaril et al., 2011; Ulyanov &
Gavrilov, 2012; Valdes-Quezada et al., 2013). Las lineas celulares utilizadas como
modelo de eritropoyesis son las células DT40 (células de linfoides) (Beacon & Davie,
2021), HD3 (eritroblastos que mantienen su capacidad de diferenciacion mediante
la induccion por temperatura, y no expresan los genes globina) y HD3 diferenciadas
(HD3 diff, eritrocitos terminalmente diferenciados que ultraestructuralmente
presentan las caracteristicas de eritrocitos y expresan niveles esperados de los
genes de globina adultas) (Beug et al., 1982).

Ademas, el unico IncRNA estudiado en pollo es también el unico caracterizado
dentro del dominio de a-globina que tiene un papel regulador en la actividad del gen
adulto oP (Arriaga-Canon etal., 2014). En los estudios sobre la regulacion
transcripcional de los genes globina en el domino a-globina de pollo, los
mecanismos que activan los genes adultos en el switch de hemoglobina durante el
desarrollo (en eritrocitos de 5 dias de desarrollo a 10 dias de desarrollo) (Figura 6B)

recapitulan los mecanismos de activacién al diferenciar las células HD3.
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2. El locus de a-globina como modelo de estudio durante el recambio de

expresion de genes globina durante la diferenciacion eritroide en pollo.

El locus de a-globina de pollo se encuentra en el minicromosoma 14 y contiene dos
genes que no corresponden a globinas, Nprl3 (Kowalczyk et al. 2012) y TMEMS8 en
sus extremos 5’y 3, respectivamente (Figura 6A). Contiene 3 genes de a-globina:
un gen embrionario (gen 1) y dos genes adultos (a” y a?). Durante los 4-5 dias
posteriores a la fecundacion se expresa el gen embrionario (correspondiente a la
eritropoyesis primitiva) 1, mientras los genes adultos permanecen silenciados.
Posteriormente, entre los dias 6 y 7 se inicia la transcripcion de los genes adultos
aP y a? (eritropoyesis definitiva) coincidente con el inicio del silenciamiento del gen
m. A los 10 dias post-fecundacion los eritrocitos circulantes expresan
exclusivamente a los genes adultos a” y o* (figura 6B). Como se menciond
anteriormente, este modelo también contiene un INcCRNA (IncRNA- aGT) implicado
en la activacion de los genes de a-globina adultos. Este transcrito sobrelapa con el
gen antisentido Nprl3, (figura 6) y muestra un patron de expresion especifico del
linaje eritroide. Mediante analisis bioinformaticos de la secuencia, se encontré que
éste transcrito no tiene potencial codificante, y que presenta dos exones y un intrén.
Estudios en el laboratorio con eritrocitos circulantes (RBC) identificaron la secuencia
promotora enriquecida en la marca de histonas H3K4me3 sobre todo en embriones
de 10 dias de desarrollo, al igual que el promotor del gen adulto aP. También se
determind que los niveles transcripcionales del IncRNA-aGT correlacionan con el
aumento de expresion de los genes adultos a” y a*. Un ensayo de pérdida de
funcién mediante un shRNA (short hairpin RNA) en RBC de pollo con 10 dias de
desarrollo demostré que la disminucion del transcrito provoca una disminucion en la
expresion del gen adulto a. Al realizar la caracterizacion del IncRNA-aGT en células
HD3 y HD3 diferenciadas, se encontraron resultados semejantes a los observados
en RBC. La transcripcidon de este aumenta al diferenciar las células al igual que los

genes adultos de globina.

24



Npri3 x oD oA TMEMS8

L o e T I Y B F R IR

INcRNA-aGT
B
5dRBCs 10dRBCs

14

12 mn
S 10 M ol
§ 8 1 M af
g ¢

4

2 -

0 T )

0 5 10 15

Dias en el desarrollo

Figura 6. Dominio a-globina de pollo y la expresion diferencial de los genes globina. A. En
el dominio se muestran dos elementos enhancer: enhancer 3’(enh 3°, rosa). Hacia el extremo
5°se encuentra el elemento aMRE (Major Regulatory Element, verde). Los genes de a-globina 'y
el gen predicho del IncRNA-aGT. También se muestran los genes Npri3 rio arriba de los genes
globina, y el gen TMEMS, localizado hacia la regién 5°del locus no es un gen globina, y su
localizacion dentro del locus se debe a una inversion gendmica. Tomado y modificado de
Arriaga-Canon et al., 2014 B. Expresion diferencial (switch de hemoglobina) de los genes
embrionario (11) y adultos aP y a”. Modificado de Valdes-Quezada et al., 2013.

El ensayo de pérdida de funcidén del IncRNA-aGT en HD3 diferenciadas también
demostré que esto disminuye los niveles transcripcionales, asi como una
disminucién en el enriquecimiento de la marca de histonas H3K4me3 en el promotor
del gen adulto de a® (Arriaga-Canon et al., 2014).

Debido a la evidencia descrita, decidimos profundizar en el estudio de los
mecanismos mediante los que el IncRNA-aGT podria regular la expresién del locus
a-globina, abordando también la posibilidad de que un elemento regulador dentro
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del gen del IncRNA o la propia transcripcion afecten la expresion de los genes del

locus.

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los IncRNAs son transcritos que han demostrado tener funciones cruciales en el
control de la expresion génica durante el desarrollo y la diferenciacion celular, como
la eritropoyesis. A pesar de su importancia, existen pocos estudios a escala globa
que han explorado su dinamica transcripcional y cromatinica durante la
diferenciacion eritroide en organismos modelo como el pollo. En este trabajo
proponemos utilizar los datos de secuenciacion masiva de transcriptoma (RNA-seq)
y accesibilidad a la cromatina (ATAC-seq) para analizar la dinamica transcripcional
y cromatinica de los IncRNA en la etapa terminal de la eritropoyesis. Como
paradigma para entender dicha dinamica evaluamos la contribucién del locus del
IncRNA-aGT sobre los genes adyacentes en el dominio a-globina de pollo. Durante
la diferenciacién eritroide en pollo.

IV. HIPOTESIS

Los InNcRNA y en particular el IncRNA-aGT cambian dinamicamente su expresion y
su estructura cromatinica durante la diferenciacion celular en la eritropoyesis tardia.
Estos cambios en el locus del IncRNA-aGT influyen en la expresion del gen adulto

aP.

V. OBJETIVO

Identificar a escala global los locus de IncRNAs con expresion y accesibilidad
dinamica durante la diferenciacion terminal eritroide, asi como la aportacion del

locus del IncRNA-aGT en la regulacion eritroide.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar analisis computacionales para caracterizar la dinamica
transcripcional cromatinica de los locus de IncRNAs durante la eritropoyesis
terminal en pollo.

e Analizar el locus del IncRNA-aGT desde la perspectiva transcripcional
cromatinica y estructural asi como su relacion con la expresion de los genes
de a-globina.

e Evaluar el efecto de activacion enddégena del locus del IncRNA-aGT sobre

los genes de a-globina mediante el sistema CRISPRa.

VIl. MATERIAL Y METODOS

1. Analisis Bioinformaticos

1.1 Analisis de secuenciacion de RNA

Se reanalizaron los datos publicos a partir de los siguientes numeros de acceso;
HD3, HD3-DIF y DT40 (GSE765739); aRBC, eRBC vy eritroblastos (GSE206194);
higado y linfocitos (PRJEB27455). Los archivos de lecturas (fastq.gz) fueron
mapeados al genoma de referencia (Galgal6) utilizando el programa RNA STAR
(v2.7.10b). Posteriormente, se utilizaron los archivos de alineamiento en formato
BAM y se determinaron los conteos de las lecturas mapeadas en los exones de los
genes anotados por ENSEMBL (Gallus,gallus.GRCg6a.106.gtf) mediante el
programa FeatureCounts (v2.0.3). Las coordenadas del IncRNA-aGT predichas se
incluyeron en el archivo de anotacion (.gtf).

Los conteos generados se normalizaron mediante el método TMM (Trimmed Mean
of M-values) con el programa edgeR (v3.36.0). Los conteos normalizados se
utilizaron para identificar los genes diferencialmente expresados utilizando un factor

de cambio (FC) > 2 y un valor de p ajustado (FDR) menor a p< 0.05.
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1.2 Analisis de datos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP-seq) y
accesibilidad de la cromatina (ATAC-seq).

Se utilizaron los datos de ChlP-seq para CTCF y YY1, asi como los de ATAC-seq
generados en nuestro laboratorio (en proceso de publicacién) en células HD3 y HD3
diff. Adicionalmente se analizaron los datos de ATAC-seq en células HD3, eRBC y
aRBC (GSE GSE206191). Los archivos de lecturas (fastq.gz) se mapearon al
genoma de referencia (Galgal6) utilizando el programa Bowtie2 (v2.5.0). Los
archivos de alineamiento en formato BAM se filtraron para eliminar lecturas no
mapeadas, duplicados de PCR y lecturas multimapeadas (lecturas que mapean en
mas de una region) utilizando el programa BAM filter (v0.5.9). Se generaron archivos
de sefal normalizada (archivos bigwig) mediante el programa deepTools (v3.5.2)
utilizando la herramienta bamCoverage. La sefial normalizada sobre las regiones P
(P1-P6) fue determinada mediante la herramienta multiBigwigSummary (v3.5.2). El
llamado de picos se realizé con MACS2 (v2.2.7) con los parametros default.

1.3 Analisis de motivos
Para la busqueda de motivos sobre los promotores de los INncCRNA diferencialmente
expresados se utilizaron las coordenadas gendmicas a partir de 1kb (kilobases) rio
arriba y rio abajo de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS por sus siglas en
inglés) anotados en ENSEMBL (GRCg6a). Posteriormente se utilizaron dichas
coordenadas para escanear en busqueda de motivos mediante la herramienta
findMotifsGenome del programa HOMER (v4.11) utilizando el genoma de pollo
(Galgal6) y la coleccion de motivos identificados por ChlP-seq en vertebrados. Los
12 motivos mas significativos basandose en una distribucion hipergeométrica y

(valor de p < 0.0001) fueron seleccionados y visualizados.

1.4 Analisis de datos de Hi-C

Se utilizaron los archivos de pares validos obtenidos a partir del procesamiento de
los archivos de secuenciacion de Hi-C para eRBC, aRBC, HD3 y fibroblastos
publicados bajo el numero de acceso GSE206192. Los pares validos fueron

convertidos a formato .hic utilizando el programa HiC-Pro ( v2.11.1) y visualizados
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con el programa juicebox (1.11.08). Las matrices fueron visualizadas en una
ventana de las siguientes coordenadas; chr14:12471330-12553813.

1.5 Analisis de UMI-4C

Se reanalizaron los datos de UMI-4C generados en el laboratorio (en proceso de
publicacion) empleando el programa UMI4Cats. Los archivos fasta.gz se utilizaron
para el mapeo utilizando la dependencia Bowtie2. Los archivos de alineamiento se
utilizaron para identificar el numero de UMIs por cada fragmento de restriccion
obtnido en el experimento de UMI-4C y basandose en el fragmento que sobrelapa
con el promotor de INcRNA-aGT. Los UMIs obtenidos se normalizaron utilizando
DESeq2 (v 2.11.40.8) y se seleccionaron aquellos que correspondieron a los
fragmentos que sobrelaparon con los promotores de los genes evaluados. Los
valores de UMIs normalizados fueron graficados con GraphPad Prism (v9).

1.6 Visualizacion de datos
Los conteos normalizados del RNA-seq se graficaron utilizando ggplot2 (v3.4.3) en
R (v4.0.5), Los conteos normalizados del ATAC-seq y ChIP-seq, asi como los datos
de RT-gPCR fueron graficados en GraphPad Prism (v9). Las sefnales del RNA-seq,
ChIP-seq y ATAC-seq en formato bigwig fueron visualizados en el Genome Browser
de UCSC.

1.7 Analisis estadistico
Los genes diferencialmente expresados fueron identificados mediante el método de
FDR (Benjamini y Hochberg) con un valor de p<0.05 y un valor de cambio +1 en
escala logaritmica de base 2. La significancia de los conteos normalizados de RNA-
seq y ATAC-seq fue determinada mediante la prueba de Mann-Whitney test. Los

valores de RT-gPCR fueron evaluados mediante la prueba t-student.
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2. Cultivo celular

La linea celular HD3 corresponde a eritroblastos de pollo arrestados por la infeccién
del virus AEV (Avian Erythroblastosis virus) (Beug et al. 1979). Las células se
mantuvieron en medio DMEM suplementado con 8% de suero fetal bovino (SFB),
2% de suero de pollo (ChS) y 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) (medio HD3).

3. Extraccion de RNA y RT-PCR

Se resuspendieron las células en 1 ml de Trizol (Invitrogen) y la extraccion se
continu6 segun las indicaciones proporcionadas. EI ARN se resuspendi6 en agua
libre de RNasas y fue cuantificado en el equipo de NanoDrop-2000. EI RNA (5 ug
por reaccion) fue sometido a una reaccion con DNasa. Posteriormente se genero el
DNA complementario (DNAc) mediante retro-transcripciéon (RT) oligonucleotido-
especifica utilizando la enzima Transcriptasa Reversa de Promega. Después se
hicieron las reacciones de PCR utilizando concentraciones de MgCl. y temperaturas

previamente estandarizadas.

4. Generacion de células HD3 estables que expresan el sistema CRISPRa

Se genero una linea celular HD3 con expresion estable del plasmido Cas9m4-VP64
(Addgene #47319). Para esto, se sembraron 2x10° células en un pozo de una placa
de 6 pozos, y se agrego lipofectamina 2000 y el plasmido Cas9m4-VP64 en
diferentes proporciones, en un volumen total de 1 ml de DMEM. Después de 6 horas
de agregaron 2 ml de medio HD3 y se mantuvieron 2 dias creciendo en cultivo.
Después se agregd geniticina a una concentracién de 0.8 mg/ml para seleccionar
las células con el plasmido integrado. Se mantuvieron en seleccion durante una
semana y despueés se evalud la expresién de VP64 mediante RT-qgPCR. Esta linea
celular se denominé HD3-VP64.
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5. Clonacion de secuencias guias en plasmidos.

Se generaron plasmidos PX330 (Addgene #42230) sin el gen de la proteina Cas9,
mediante su digestion con las enzimas de restriccion Xbal (NEB) y Notl (NEB).
Posterior a esta digestion, se purificd el fragmento de DNA a partir de un gel de
agarosa, y se hizo una reaccién para rellenar los extremos cohesivos para generar
extremos romos utilizando la enzima Klenow (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el
protocolo de la compaifiia, para finalmente ligar con ligasa T4 (NEB). Este plasmido
se secuencio para comprobar la eliminacién del gen Cas9. Una vez obtenido los
plasmido PX330Cas9(-) se hizo una digestion con la enzima de restriccion Bbsl
(NEB). Los RNAs guias se alinearon, se fosforilaron y en el sitio de Bbsl. Cada una
de las clonaciones fue verificada mediante secuenciacidén. A estos plasmido se le
denomino PX330Cas9(-)gRNA.

Las transfecciones transitorias se hicieron en la linea celular HD3-VP64 con los
plasmidos PX330Cas9(-)-gRNA como sigue: se sembraron 2x10° células en cada
pozo de una placa de 6 pozos con medio DMEM. Se agregé la lipofectamina 2000
junto con los plasmidos px330Cas9(-)-gRNA en un volumen total de 1 mL en
diferentes proporciones (ul de lipofectamina: pyg de plasmidos). Se dejaron
incubando durante 6 horas, después de las cuales se agrego 2 mL de medio HD3.
Estas células se dejaron creciendo durante 48 horas y posteriormente se les extrajo
el RNA para hacer analisis mediante RT-qPCR.

6. Analisis de la frans-activacion
Se hicieron RT-gPCRs para evaluar los niveles del transcrito trans-activado,
utilizando un gen constitutivo para normalizar y un control negativo en el cual no se
transfecto el plasmido sin ningun RNA guia clonado. Este ensayo se realiz6 con el
kit RT-qPCR OneStep de Kapa Biosystems. El factor de cambio se obtuvo mediante

el método comparativo 27*“CT (Schmittgen & Livak, 2008), y las diferencias

significativas se obtuvieron por una prueba de t de student utilizando el programa
Graphpad Prisma Software.
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VIIl. RESULTADOS

1. Dinamica transcripcional en la diferenciaciéon terminal eritroide en pollo

Para identificar los transcritos que se expresan diferencialmente en la diferenciacion
terminal eritropoyetica en pollo, reanalizamos los datos previamente publicados de
secuenciacion del transcriptoma (RNA-seq) (Ulianov et al., 2017a) en el modelo de
differenciacion in vitro (HD3 wt vs HD3 diff). Utilizando estos datos se identificaron
genes anotados por ENSEMBL tanto para genes codificantes para proteinas
(RNAm) como IncRNAs que estan diferencialmente expresados. Mediante este
analisis se encontraron 2,886 RNAm significativamente incrementados y 1858
RNAm disminuidos (Figura 7A). Entre los genes que aumentaron su expresion se
encontraron los genes de a-globina =« (HBZ), aD (HBD) y oA (HBA). En el caso de
los genes globina adultos (oD y aA) se observo un mayor cambio de expresion con
respecto al gen embrionario (x). Estos resultados concuerdan con lo reportado
previamente (Beug et al., 1982; Furlan-Magaril et al., 2011; Ulianov et al., 2017b;
Valdes-Quezada et al., 2013) en donde la diferenciacidn promueve la activacion
completa de los genes adultos de a-globina. Esta activacion corresponde a la etapa
eritroide de RBC de embriones con 10 dias de desarrollo. Asmismo, los cambios
de expresion genica de RNAmM mostraron un aumento de reguladores maestros de
la diferenciacion eritroide tales como KLF1, FOG1 y BCL11A, similar a lo que ocurre
en modelos de humano y raton (Schulz et al., 2019; Georgolopoulos et al., 2021).
Interesantemente, se notd que el aumento en la expresion de KLF1 fue mayor, lo
cual también se ha observado en la diferenciacion eritroide terminal en raton vy
humano (Ludwig et al., 2019; Schulz et al., 2019). Estas observaciones demostraron
que el analisis computacional logré identificar y recapitular los cambios en la
expresion de genes involucrados en la diferenciacion eritroide como se habia
mencionado. Asi mismo estos hayazgos apoyan el modelo de diferenciacion in vitro
de células HD3 para el estudio del panorama regulatorio de la diferenciacion
eritroide en pollo.
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Figura 7. Expresion diferencial de genes codificantes y no-codificantes en HD3 y HD3-DIF.
A. Grafico de volcano mostrando los mRNAs diferencialmente expresados (puntos azules y rojos)
identificados en el andlisis de RNA-seq de células HD3 vs HD3-DIF. Los puntos verdes

representan ejemplos de RNAm eritroides. Los genes diferencialmente expresados se
identificaron utilizando un FDR<0.05 y log2 FC * 1.

B. Grafico de volcano mostrando los INcRNAs diferencialmente expresados (puntos azules y rojos)
identificados en el analisis de RNA-seq de células HD3 WT vs HD3-DIF. Los puntos verdes

representan ejemplos de IncRNAs anotados. Los genes diferencialmente expresados se
identificaron aquellos con FDR<0.05. log2FC>1.FDR<0.05 y log2 FC = 1.

C. Grafico de pastel donde se muestra el porcentaje de genes de RNAm y IncRNAs expresados
diferencialmente (aumentados en rojo y disminuidos en azul) en células HD3 y HD3-DIF. En gris
se muestran los genes sin cambios de expresion. El 100% de los datos son los genes codificantes
a proteinas (mMRNAs) en pollo anotados en ENSEMBL y los genes de IncRNAs de pollo anotados
en ENSEMBL.

D. Grafico de puntos donde se muestran los niveles de expresion de los IncRNAs que
aumentaron/disminuyeron en HD3-DIF (rojo) vs HD3 (azul) y DT40 (naranja).

Los cambios significativos en el aumento/disminucion de la expresion se obtuvieron mediante la

prueba de Mann-Whitney. * p<0.05; ns: no significativo.

En eritrocitos de pollo también se observa un aumento de expresion de KIf1 en la
etapa de desarrollo en la que se establece la expresion de los genes de o y j-
globina adultas (RBC de 7 a 14 dias de desarrollo embrionario) (Chervenak et al.,
2006).

Ademas de los TFs, los IncRNAs pueden influenciar la regulacion transcripcional de
genes durante la diferenciacion eritroide, y por lo tanto, los cambios en la expresion
de IncRNAs también estan acompafados por cambios en expresion de mRNAs
(Alvarez-Dominguez et al., 2014; Kulczynska & Siatecka, 2016; Xu & Shi, 2019;
Yang et al.,, 2022). Basado en esto, se analizaron los cambios de expresion de
IncRNAs anotados por ENSEMBL en pollo. Se encontraron 976 IncRNAs
aumentados, mientras que 108 disminuyeron su expresion tras la induccion a la
diferenciacion de células HD3 (HD3-DIF) (Figura 7B). Entre los IncRNAs que

aumentaron su expresion se encontro el IncRNA-aGT, el cual representa el unico
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IncRNA eritroide descrito en pollo. Adicionalmente, se exploraron otros INcCRNAs
anotados como tejido especifico como ENSGAL00000032696 (hipotalamo),
ENSGALG00000036551 y ENSGALG00000049566 (pulmon) (Jehl et al., 2020).
Como se esperaba, estos INcRNAs no cambiaron de expresion de forma significativa
bajo la induccion de diferenciacién de HD3 indicando que, en efecto, estos ejemplos
no representan INcCRNAs eritroides. El porcentaje de genes que aumentaron su
expresion en mRNAs y IncRNAs es similar (17.20% y 17.70%, respectivamente).
Estos porcentajes indican que similar a lo que ocurre con los mRNAs, una
considerable fraccion de IncRNAs anotados sufren cambios de expresion asociados
con la diferenciacién terminal eritroide (Figura 7C). Al comparar la expresion de los
IncRNAs con un incremento en HD3-DIF con su nivel de expresion en células DT40
(células linfoides), observamos que se expresan en los mismos niveles que en HD3
(Figura 7D). Este resultado sugiere que el aumento de expresion de este grupo de
IncRNAs es especifica de esta etapa de diferenciacion celular.

1.1Dinamica cromatinica en las regiones reguladoras de los INncRNAs

diferencialmente expresados

Como se menciond anteriormente, la dinamica transcripcional esta asociada a la
dinamica cromatinica, que determina la accesibilidad/inaccesibilidad a secuencias
regulatorias que pueden ser reconocidas por reguladores como los TFs.

Para evaluar si las regiones regulatorias de los IncRNAs expresados
diferencialmente tienen una accesibilidad dinamica y especifica, analizamos los
datos generados a partir de un ATAC-seq realizados en nuestro laboratorio (en
proceso de publicacion) en las coordenadas gendmicas correspondientes a 1kb rio
arriba y rio abajo del TSS de los IncRNAs (figura 8B). Al comparar la sefial de ATAC-
seq en las regiones promotoras de los INcRNAs que aumentan su expresion
observamos que hay un aumento en la sefial de accesibilidad a la cromatina al
diferenciar las células HD3. Esto nos indica que estas regiones reguladoras podrian
estar activandose durante la diferenciacion eritroide terminal. En cambio, los

promotores de los INcRNAs que disminuyen su expresion al diferenciar las células
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HD3 no muestran un cambio significativo en la sefial de accesibilidad, lo cual podria
deberse a algun mecanismo de regulacion que no afecta la accesibilidad a la
cromatina.

Dado que estos IncRNAs y/o sus elementos regulatorios podrian estar llevando a
cabo alguna funcién regulatoria especifica en la diferenciacion eritroide terminal,
decidimos analizar si sus secuencias regulatorias contienen motivos de unién a TFs
eritroide especificos. Debido a que no hay datos de ChlP-seq de TFs en lineas
eritroides de pollo, la busqueda se realiz6 utilizando motivos de union conservados
en vertebrados. Para el analisis se utilizaron las coordenadas gendmicas que
incluyen 1 kb rio arriba y rio a bajo del TSS anotado de los IncRNAs diferencialmente
expresados. Los 12 motivos de unidbn mas significativos encontrados por el
programa HOMER se muestran en la figura 8A junto con el numero de motivos de
unién encontrados en los IncRNAs diferencialmente expresados. Como se observa,
KIf1 y KIf3 estan dentro de los 3 motivos mejor ranqueados en HOMER. La
posibilidad de que KIf1 se esté uniendo a los promotores de los INcRNAs expresados
diferencialmente concuerda con lo reportado en la diferenciacion eritroide terminal
en modelos de humanos donde hay un aumento de expresion de KIf1, asi como un
aumento en la accesibilidad de regiones regulatorias que contienen su motivo de
unién durante la eritropoyesis terminal (Ludwig et al., 2019; Schulz et al., 2019). Por
su parte, KIf3 es un TF que se expresa en células eritroides y otras células
hematopoyéticas. Se ha encontrado que actua como represor de genes que se se
silencian durante la diferenciacion eritroide, ademas de que compite por lo sitios de
unién en el DNA con KIf1. Esto quiere decir que KIf3 es parte de un mecanismo fino
de regulacion donde KIf3 reprime los genes que KIf1 avtiva durante la eritropoyesis
(Funnell et al., 2012; lisley et al., 2017).
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Figura 8. Unidn de TFs y cambio en la accesibilidad de la cromatina en los promotores de
los IncRNA expresados diferencialmente en HD3 y HD3-DIF.

A. Se muestran los 12 motivos de unién de TFs mas significativos (p<0.0001) encontrados por
HOMER en los promotores de los IncRNA expresados diferencialmente en HD3 y HD3-DIF,
ademas del numero de motivos encontrados en estas secuencias.

B. Grafico de caja donde se muestra la sefial de ATAC-seq en las secuencias promotoras de los
IncRNA que aumentaron/disminuyeron su expresion de HD3 (morado) a HD3-DIF (rojo). Se utilizé

la prueba Mann-Whitney. *p<0.05; ns: no significativo.

Nrf1 se ha identificado como un TF necesario para la eritropoyesis normal en el
higado fetal, aunque se desconoce el mecanismo por el que regula este proceso
(Chan etal., 1998). En humano también se ha encontrado que el aumento de
accesibilidad coincide con sitios que contienen el motivo de unién de Nrf1 en la
diferenciacion eritroide terminal (Schulz et al., 2019). Por otro lado los TFs como
Etv2, HoxA9, Pu.1 también tienen una funcion regulatoria en la diferenciacion
hematopoyética, pero en etapas mucho mas tempranas del desarrollo y/o
diferenciacion. Por ejemplo, Etv2 es un regulador necesario para determinar el linaje

hematopoyetico durante la embriogenesis en raton (Koyano-Nakagawa et al., 2012)
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y HoxA9 tiene un papel en el mantenimiento de la pluripotencia en las celulas HSC
y la diferenciacidn hacia el linaje mieloide (Georgolopoulos et al., 2021; Ren et al.,
2021; Aryal et al., 2023) . Pu1 es un TF maestro que determina el compromiso de
los MEP hacia la mielopoyesis e inhibe el efecto de GATA-1 (Zhang et al., 2000;
Tsiftsoglous et al., 2009). Finalmente los TFs Sp5, Hoxa13, Hoxd13, Cux1, Sp2 no
tienen un papel directo en la regulacion de la diferenciacion eritropoyética. Aunque
estos resultados no muestran unicamente TFs especificos de la eritropoyesis, nos
dan un indicio de qué TFs podrian ser utilizados para buscar nuevos sitios de unién
en HD3 y HD3-DIF con técnicas como ChIP-seq.

Estos datos nos sugieren que las secuencias regulatorias de los IncRNA que
aumentaron su expresion durante la diferenciacion muestran mayor accesibilidad
en la etapa terminal de la diferenciacion eritroide en pollo y que podrian estar siendo
regulados por el TF eritroide especifico KIf1.

Utilizando los datos gendmicos obtenidos en esta parte, nos ha permitido seguir
caracterizando especificamente la dinamica del IncRNA-aGT y su funcidn
regulatoria sobre los genes globina.

2. La expresion del IncRNA-aGT y su configuracion cromatinica son

especificas de la diferenciacion eritroide terminal en pollo

Aunque ya habiamos detectado el aumento en la expresion del IncRNA-aGT en
HD3-DIF con respecto a HD3, reanalizamos datos de RNA-seq publicados por
(Ulianov et al., 2017a) para observar su expresion en una linea celular linfoide
(DT40), y los datos publicados en (Foissac et al., 2019) para observar su expresion
en células no eritroides (linfocitos) y células de higado de pollo (Figura 9A). Este
analisis nos mostré que la expresiéon del IncRNA-aGT es especifica de la etapa
eritroide terminal en pollo, y no se expresa en células de otros linajes
hematopoyeticos (linfocitos y DT40) ni en células no hematopoyéticas. Este
resultado coincide con lo reportado por nuestro grupo de investigacién (Arriaga-
Canon et al., 2014).
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Figura 9. El IncRNA-aGT se expresa especificamente en eritrocitos de pollo.

A. Grafico de barras donde se muestra la expresion del IncRNA-aGT en lineas celulares eritroides
(HD3, HD3-DIF) y no eritroides (DT40, linfocitos e higado). La significancia se analizé mediante
una prueba de ANOVA de una via con p=0.0002 y la expresion esta normalizada a CPM (conteos
por millon).

B. Mapa de calor en el que se muestra la diferencia en la expresion de los genes T, aP, o,
INcRNA-aGT Yy NPRL3 en células DT40, HD3, HD3-DIF. La comparaciéon en la expresion se

obtuvo con la prueba Z-score.
C. Visualizacion en Genome Browser de UCSC de la sefial de RNA-seq cadena-especifica en el
locus del IncRNA-aGT en HD3 y HD3-DIF.

Ademas se analizaron los cambios en la expresidn los genes que se encuentran
dentro del locus de a-globina de pollo en la diferenciacion eritroide. Como se
esperaba, las células no eritroides (DT40) no expresan ninguno de los genes
mostrados. De hecho, el aumento de expresion en todos los genes (con un z-
score>0) se observa hasta la diferenciacion de las células HD3 (Figura 9B). La
magnitud del cambio es mayor en la expresion del gen del IncRNA-aGT y el gen
antisentido Npri3 ademas de que su aumento de expresidn coincide con el aumento
en la expresion de los genes globina. Para mostrar el aumento de expresion del
IncRNA-aGT de manera cadena especifica, visualizamos la sefial de RNA-seq
proveniente de cada cadena. En la cadena positiva observamos la transcripcion
sentido especifica del IncRNA-aGT. Por otro lado en la cadena negativa
(antisentido) se observa la transcripcion del gen Nprl3 (Figura 9C). Estos resultados
nos mostraron que los genes que se encuentran dentro del dominio a-globina de
pollo se activan exclusivamente al diferenciar in vitro HD3. Debido a esto, nos
preguntamos si la accesibilidad en la secuencia promotora del IncRNA-aGT también

es dinamica.
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Figura 10. Cambio en la expresion, accesibilidad de la cromatina y enriquecimiento de
CTCF y YY1 en los genes del IncRNA-aGT y a-globina de pollo en células HD3 y HD3-DIF.
A. Visualizacién en Genome Browser de UCSC de la sefial obtenida en HD3 y HD3-DIF en los
siguientes andlisis: RNA-seq, ATAC-seq, ChIP-seq (CTCF y YY1) a lo largo del locus a-globina
de pollo. El primer “track” representa los genes en esta region. Las regiones P fueron
seleccionadas por la sefal de ATAC-seq.

B. Grafico de barras donde se observa el cambio de la sefial de accesibilidad de la cromatina en
las regiones P en HD3-DIF (amarillo) con respecto a la sefial de HD3 (naranja).

C. Gréfico de barras del cambio de sefial del ChiP-seq de YY1 y CTCF en las regiones P en las

células HD3-DIF con respecto a HD3.

Para verificar esto se hizo un analisis de la senal de accesibilidad en la region
promotora del IncRNA-aGT utilizando los datos generados de ATAC-seq (Figura
10A-B). En la figura 10A se muestra de la parte superior a la inferior: los genes
globina, en gen de IncRNA-aGT y el gen NPRL3 la sefal obtenida del analisis de
RNA-seq, ATAC-seq, ChlP-seq con YY1 y ChiP-seq con CTCF, cada una con la
sefal en HD3 Y HD3-DIF. Los resultados de estos analisis se visualizaron en el
Genome Browser de UCSC y las coordenadas del IncRNA-aGT predichas
previamente por nuestro grupo (Arriaga-Canon etal.,, 2014) se visualizaron
utilizando la herramienta BLAT. Las regiones resaltadas corresponden a los sitios
donde se encuentra la sefal de ATAC-seq y se denominaron sitios P1-P6. La sefial
de RNA-seq (transcripcion) que corresponde a los genes adultos de a-globina
(regiones P5 y P6) aumentan en HD3-DIF, como se esperaba. En esta imagen no
se aprecia el aumento de la region que corresponde al IncRNA-aGT debido a la
escala, ya que los genes globina se expresan en mucho mayor cantidad que éste.
Al comparar la accesibilidad de la cromatina, que se visualiza como sefial de ATAC-
seq observamos un aumento de sefal en las regiones P1, P3, P5 y P6. Una vez
confirmado que la activacion de la expresion del IncRNA-aGT es consistente con el
aumento en la accesibilidad en su regidn promotora y ademas corresponde con un
aumento en la expresion y la accesibilidad de los genes adultos a-globina,
analizamos si alguna proteina estructural (CTCF o YY1) podria estar uniéndose a
la region promotora del gen del IncRNA-aGT. Aunque previamente se demostrd que
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el transcrito del IncRNA-aGT es necesario para la activacion del gen a” el
mecanismo aun no esta claro. Estudios previos han demostrado la formacion de
contactos entre los locus de IncRNAs con sus genes blanco formando asas
mediadas por proteinas estructurales (CTCF o YY1) (Xiang etal., 2014; Gil &
Ulitsky, 2020). En la Figura 10A se alcanza a ver un incremento de sefial de ChlP-
seq contra YY1 en P1, P3, P5 y P6. Por su parte, en la sefial de CTCF no
apreciamos ningun cambio en esta region. Para visualizar la proporcion de los
cambios previamente descritos se grafico el radio de sefial de HD3 y HD3-DIF de
ATAC-seq (Figura 10C) y ChlP-seq (Figura 10D) en cada una de las regiones P.
Segun la Figura 10C, las regiones que mas cambian aumentan la accesibilidad a la
cromatina son P1, P5 y P6. Esto sugiere que la configuracion cromatinica en los
genes representados es mas abierta al diferenciarse y concuerda con el aumento
de expresion, incluyendo la regién P1, donde se encuentra el elemento regulatorio
del IncRNA-aGT. Ademas la sefial de union de YY1 incrementa en la region P5 'y
en menor medida en P1, P3 y P6, y la sefial de CTCF aumenta en P3 y P6 al
diferenciar las células HD3. Para ver si el aumento de accesibilidad también ocurre
en modelos in vivo se hizo un analisis de ATAC-seq con datos recientemente
publicados (Penagos-Puig et al., 2023). Estos experimentos se realizaron en
fibroblastos (linea celular no eritroide), HD3 (eritroblastos) eritrocitos circulantes de
embriones de pollo con 10 dias de desarrollo (eRBC) en los que ya se expresan los
genes de a-globina adultos y eritrocitos de gallinas de 30 semanas (aRBC). En la
figura 11 se puede observar la sefal de ATAC-seq en las células previamente
mencionadas, en donde el aumento de la accesibilidad cromatinica en el elemento
regulatorio del IncRNA-aGT es mas evidente de células HD3 a eritrocitos de pollo
de 10 dias de desarrollo (eRBC). Esto nos muestra que la activacion de este
elemento regulatorio es especifico de la diferenciacion eritroide terminal en pollo no
so6lo en células diferenciadas in vitro sino también e eritrocitos circulantes en los que

los genes de a-globina adultos se estan expresando (Figura 11).
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Figura 11. La senal de accesibilidad en el elemento regulatorio del IncRNA-aGT y los genes
adultos de a-globina son especificos de la diferenciacion eritroide terminal en modelos in
vivo. Visualizacion en el Genome Browser de UCSC de la sefial de ATAC-seq a lo largo del
dominio a-globina en RBC embrionarias (10 dias de desarrollo), RBC adultas (30 semanas), HD3

WT (eritroblastos) y fibroblastos (no eritroide).

El aumento de la accesibilidad en el promotor IncRNA-aGT, el aumento de su
transcripcion asi como el enriquecimiento de la proteina YY1 nos sugieren que éste
podria estar actuando como un elemento enhancer. Segun lo reportado por nuestro
grupo, el transcrito actia especificamente activando al gen adulto aP (Arriaga-
Canon et al., 2014). Una de las formas en las que los elementos enhancer o los
promotores con actividad enhancer llevan a cabo su accion activadora es a traves
de la formacion de asas de cromatina (Schoenfelder & Fraser, 2019; Field &
Adelman, 2020). Para validar si esta region puede funcionar como elemento de
regulacion a distancia, como lo hacen los elementos enhancer, analizamos los datos
publicados de Hi-C en eRBC, aRBC, HD3 vy fibroblastos de pollo (Penagos-Puig
et al., 2023). Las matrices de interaccion construidas a partir de los datos de Hi-C
muestran principalmente dos dominios de interaccidn delimitados por sitios de unién

de CTCF tanto en HD3 y HD3-DIF, a los que denominamos dominio 1 y dominio 2
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(figura 12B). Interesantemente, el dominio 1 contiene parte del gen Nprl3, al
IncRNA-aGT y a los genes globina (1, o y a?) los cuales coinciden con alta
frecuencia de interaccion en eRBC, aRBC y HD3 mostrada por pixeles en rojo, sin
embargo esta frecuencia de interaccion se observa en menor medida en fibroblastos
(figura 12A). Asi mismo, dentro del dominio 1 encontramos a los dos elementos
enhancers eritroides anotados a la fecha en pollo; el elemento MRE que ha sido
descrito como un enhancer que controla la expresion de los genes globina (Ulianov
etal., 2017a) y el 3’-Enh (Escamilla-Del-Arenal & Recillas-Targa, 2008; Rincon-
Arano et al., 2009) que regula el recambio de globinas entre el gen embrionario 1Ty
los genes adultos (aP y a?) (Valdes-Quezada et al., 2013). Ademas de estos
elementos, encontramos una alta frecuencia de interaccion entre el elemento
regulatorio del IncRNA-aGT y los genes globina (sefialados con la fecha negra) en
eRBC, aRBC y HD3 pero no en fibroblastos. Adicionalmente, observamos que los
cambios mas notables de accesibilidad de la cromatina se localizan entre el
elemento regulatorio del IncRNA-aGT y el gen oP (sefialados con las flechas
verdes). Estas observaciones sugieren que el dominio a-globina se estructura de tal
forma que los elementos regulatorios y sus genes blanco se encuentran
interaccionando entre si en células eritroides, por lo que el locus del IncRNA-aGT
podria influir en dicha estructuracién y en la regulacién del gen aP en células
eritroides.

Basado en estos hallazgos y el antecedente directo a este proyecto en el que el
transcrito del IncRNA-aGT induce la expresion del gen aP durante la eritropoyesis,
sugerimos que el elemento regulatorio del IncRNA-aGT contribuye a la activacion
de aP a traves de un mecanismo similar a un enhancer. Para validar esto, utilizamos
los datos generados en nuestro laboratorio (en proceso de publicacion) basados en
Captura Conformacional de Cromosomas UMI-4C (UMI por Unique Molecular
Identifiyer) (en proceso de publicacion) centrandonos en el elemento regulatorio del
IncRNA-aGT (figura 12C). Este método (alternativo al Hi-C) permite identificar de

forma cualitativa y cuantitativa las interacciones que existen entre una
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Figura 12. El elemento regulatorio del IncRNA-aGT interactua con el promotor de aP.

A. Matrices de contacto en el dominio a-globina de pollo generadas a partir de analisis de datos de
Hi-C. Cada pixel representa ventanas de 1Kb coloreadas por gradiente de color (rojo) que refleja la
frecuencia de interaccion. Los triangulos punteados indican los dominios de interaccion y las flechas
las interacciones entre el INcRNA-aGT y los genes globina.

B. Senales de expresion, de accesibilidad y ocupacion de YY1 y CTCF a lo largo del locus a-globina
en células HD3 y HD3-DIFF. Las lineas puntedas demarcan los dominios de interaccion y las flechas
verdes los cambios mas evidentes en la accesibilidad.

C. Esquema del disefio del UMI-4C en el que se identificaron y cuantificaron las interacciones entre
la region ancla y los promotores de los genes globina.

D. Grafica de barra representando los conteos normalizados de UMIs entre el elemento regulatorio
de IncRNA-aGT y los promotores seleccionados. La significancia se obtuvo mediante la prueba t de

student. ns, no significativo.

estan representados por sitios de restriccion que se pueden ligar, secuenciar e
identificar en el experimento de UMI-4C. Utilizando el elemento regulatorio del
IncRNA-aGT como ancla, recuperamos los fragmentos de restriccion que
sobrelapan con las regiones promotoras de los genes globina y determinamos los
conteos (UMIs) que reflejan las frecuencias de interaccién entre el ancla y los
fragmentos de restriccion. Al analizar los conteos de UMIs, se observd que en
celulas HD3 existe una mayor frecuencia de interaccion entre el elemento
regulatorio del IncRNA-aGT y el promotor de aD y en menor medida con los otros
promotores (11 y aA) (figura 12D). Al inducir la diferenciacion de las HD3, las
interacciones entre el elemento regulatorio del IncRNA-aGT y el promotor de aP
aumentaron de forma significativa a diferencia de 1y a”. Estos andlisis demuestran
que el elemento regulatorio del IncRNA-aGT se encuentra espacialmente
contactando al promotor de aP y dicha interaccion incrementa tras la diferenciacion
eritroide.

Por ello decidimos continuar caracterizando no solo la funcion del transcrito si no
también la posible funcion de un elemento regulatorio que afecta la transcripcion del

gen aP al activarse.
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3. Trans-activacion del IncRNA-aGT mediante CRISPRa

Los estudios para entender la funcion de cualquier gen se basan en la
pérdida/ganancia de funcion. Arriaga-Canon y colaboradores hicieron un ensayo de
pérdida de funcibn mediante RNA de interferencia para abolir los niveles del
transcrito IncRNA-aGT. Existen multiples ejemplos en los que se utiliza shRNAs
para caracterizar la funcion de los IncRNAs (Guttman et al., 2011; Paralkar et al.,
2014; Ren et al., 2021; K. C. Wang et al., 2011; Yang et al., 2022). No obstante, hay
evidencia de que es necesario utilizar mas de una aproximacion para confirmar su
funcidn o bien, para contemplar la posibilidad de que la transcripcion y/o un
elemento regulatorio dentro del cuerpo de gen del IncRNA que estén llevando a
cabo una funcién (Yin et al., 2015; Ivaldi et al., 2018; Gil & Ulitsky, 2020; Nunez-
Martinez & Recillas-Targa, 2022).

Para corroborar las observaciones hechas en el ensayo de pérdida de funcidn
teniamos la posibilidad de hacer un KO mediante la tecnologia de CRISPR-Cas9,
para abolir la expresion del IncRNA-aGT. La desventaja de eliminar alguna regién
es la alteracidn de la secuencia del gen del IncRNA-aGT y por lo tanto de un posible
elemento regulador. Ademas, el gen del IncRNA-aGT se encuentra sobrelapado el
gen antisentido Npri3. Por esto, decidimos corroborar la funcién del IncRNA-aGT
utilizando una aproximacion opuesta: sobre-expresar el transcrito de manera local.
Una de las aproximaciones mas utilizadas en el estudio de los loci de IncRNAs, que
tiene la ventaja de que toma en cuenta todos los mecanismos por los que puede
afectar sobre su(s) un gen(es) blanco(s) en cis, es la que da la trans-activacion
mediante el sistema CRISPRa (activacién por CRISPR). Decidimos implementar
éste sistema en células HD3 no diferenciadas, en la que no se expresan los genes
globina. Se decidio utilizar esta linea celular debido a que los genes globina no se
expresan, y a que el promotor del gen adulto aP se encuentra hipermetilado. Por lo
tanto, una ftrans-activacion del IncRNA-aGT exitosa, que pudiera causar la
activacion del gen adulto aP podria ser causada por un remodelamiento cromatinico

de toda la region.
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3.1 Implementacién del sistema de frans-activacion dCas9-VP64 en células
HD3.
El sistema CRISPR-Cas9 se ha modificado para guiar proteinas regulatorias a sitios
especificos en el genoma (Konermann et al. 2015; Gil & Ulitsky, 2020; S. Zibitt et al.,
2021). Para esto, se inactivaron los sitios cataliticos de la proteina Cas9 (dCas9 por
dead Cas9) y ésta se fusiond con dominios de activacién (CRISPRa) como es el
caso de VP64 (Mali et al., 2013; Hilton et al., 2015; Simeonov et al., 2017). VP64
posee un dominio tetramérico que proviene de una proteina viral trans-activadora
(VP16) (Beerli et al., 1998) y actua reclutando factores de inicio de la transcripcion,
asi como a la RNA Polll, remodeladores de la cromatina y acetilasas de histonas lo
cual favorece la activacion transcripcional (Hagmann et al., 1997).
Para implementar el sistema CRISPR-dCas9-VP64 en la linea celular las primeras
pruebas de trans-activacion se realizaron en la region promotora del gen de la
globina adulta a® en células HD3. Los sgRNAs que utilizamos en este caso fueron
disefiados para cortar en esta region previamente (datos no publicados), por lo
tanto, sabiamos de la accesibilidad en la cromatina para esos sitios.
En primer lugar, se generaron lineas de HD3 que expresaran establemente la
proteina dCas9-VP64. Lo anterior fue realizado mediante un plasmido Cas9m4-
VP64 que contiene un gen de resistencia a geneticina. Las células transfectadas
con el plasmido Cas9m4-VP64 se mantuvieron 10 dias bajo seleccion con
geneticina. Después de este periodo, la expresion de la dCas9-VP64 se verifico
mediante una RT-PCR con oligonucledétidos que amplifican un fragmento de ~250
pb del transcrito quimérico de dCas9-VP64. Esto se muestra en la figura 13, en
donde se observa el gel con el producto de la PCR de punto final el que control
negativo de las células HD3 sin transfectar (WT), el control positivo del plasmido, y
dos transfecciones independientes, en la cual el carril nUmero dos se observa una
banda de mayor intensidad que corresponde a un mayor nivel de expresion (figura
13A). A estas células se les denominé HD3-VP64.
Posteriormente, generamos un plasmido para clonar lo sgRNAs a partir del plasmido
pX330. Este plasmido contiene un sitio de clonacion para los sgRNAs. No obstante,
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también contiene el gen de la proteina Cas9-wt. Por ello fue necesario cortar el
plasmido con las enzimas Xbal y Notl para eliminar el gen de la Cas9 del plasmido
pX330. Finalmente, utilizamos la enzima Klenow para rellenar los extremos
cohesivos generados por estas digestiones y volvimos a ligar el plasmido ya sin el
gen de la proteina Cas9 (plasmido pX330_cas9(-)). El resultado fue verificado
mediante restriccidon y secuenciacion.

Se utilizaron dos sgRNAs cuya secuencia blanco se localiza a una distancia de ~200
pb rio arriba del gen aP (sg1 y sg2, Figura 13B). Los sgRNA se alinearon y se
clonaron en pX330_Cas9(-) (cada uno en un plasmido). Finalmente, estos
plasmidos se transfectaron mediante liposomas utilizando diferentes proporciones
de plasmido: lipofectamina y se cuantificd la expresion del gen adulto a® mediante
RT-gPCR (Figura 13C).
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Figura 13: Implementacion del sistema CRISPR-dCas9-VP64 en células HD3.

A. Estrategia experimental usada para expresar a la proteina quimérica dCas9-VP64 de manera
estable en células HD3 y posteriormente transfectar los plasmidos con los gRNA. También se
muestra la RT-qPCR para ver la expresion de VP64 en dos lineas estables independientes. WT:
células no ftransfectadas. P: plasmido como control positivo 1 y 2: HD3 después de ser
transfectadas y seleccionadas.

B. Localizacion de las secuencias blanco de los sgRNAs rio arriba del gen aP, y los picos de ATAC-
seq que cambian en HD3 y HD3-DIF.

C. RT-gPCR del gen adulto aP en células con expresion estable de dCas9-VP64 y expresion
transitoria de sgRNAs. Se muestran los resultados utilizando diferentes relaciones
plasmido:lipofectamina. La grafica representa los datos de n=3 réplicas bioldgicas y las barras de
error corresponden a SE (error estandar). *p<0.05; **p<0.01.

Estos resultados nos muestran que el sistema CRISPR-dCas9-VP64 es capaz de
trans-activar el gen adulto aP en células HD3, en donde los genes estan silenciados.
Ademas encontramos que la activacion es consistente en las diferentes pruebas
relacion plasmido:lipofectamina. Una vez probado este sistema, nos preguntamos
si este efecto lo observabamos en el promotor del IncRNA-aGT.
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3.2 Trans-activacion del IncRNA-aGT y su efecto en los genes globina 1T, aP y a”.

A continuacion evaluamos el efecto de la frans-activacion del IncRNA-aGT sobre la
expresion de los genes de a-globina de pollo.

Se disenaron sgRNAs utilizando una secuencia de 1 kb alrededor del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) del IncRNA-aGT (400 nucleotidos rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion predicho para este transcrito, y 600 nucleotidos rio abajo)
para encontrar los mejores sgRNA, utilizando la herramienta online
http://crispor.tefor.net/. Los sgRNAs es eligieron segun un “score” de penalizacion

que se obtiene del mismo software. Se eligieron 3 sgRNAs distintos para realizar el
ensayo de frans-activacion. Como se observa, los gRNA se localizan en la region
del promotor del IncRNA-aGT donde hay un aumento en la accesibilidad
cromatinica en la diferenciacion (Figura 14A). Los tres sgRNAs se clonaron en el
plasmido pX330_Cas9(-) y se transfectaron en la linea celular HD3-VP64 (Figura
14B). Finalmente, a estas células de les extrajo el RNA y se realizaron los ensayos
de RT-gPCR.
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Figura 14: La trans-activacion del IncRNA-aGT en células HD3-VP64 incrementa la
expresion del gen adulto aP.

A. Region de union de los 3 sgRNAs alrededor del TSS del gen blanco asi como la sefial de
ATAC-seq en HD3 y HD3-DIF. “Tracks” visualizados en el Genome browser de UCSC.

B. Grafico de barras donde se muestra la expresion del IncRNA-aGT en dos condiciones de
transfeccion plasmido:lipofectamina con respecto al control negativo (plasmido sin sgRNA
clonado).

C. Grafico de barras donde se muestra la expresion de los genes globina 1, a® y a” en las células
donde se trans-activo el INcRNA-aGT con la condicion 2:1 (CRISPRa-sgRNA, color naranja) vs
control negativo (CRISPRa-VV: se transfectaron plasmidos sin guias clonados, gris).

Las graficas muestran datos obtenidos n=3. Las barras de error corresponden a SE. *p<0.05;
**p<0.01; ns: no significativo.

Comparando la expresion con las células que no contienen los sgRNAs, ambas
condiciones permitieron trans-activar el IncRNA-aGT, aunque el cambio es mas

significativo con la relacion 2:1 (Figura 14B). Por ello, se utilizé esta condicion para
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evaluar la expresion de los demas genes de globina m, a® y a?. Los resultados
mostraron un aumento de la expresion de uno de los genes adultos aP y no del otro
gen adulto a?, ni del gen embrionario 1 (Figura 14C). Este resultado es consistente
con los estudios hechos previamente por Arriaga-Canon et al., en donde se sugiere
que el efecto del transcrito es especifico para el gen adulto aP. En resumen, este
resultado indica que la frans-activacion del IncRNA-aGT mediante CRISPR-dCas9-
VP64 induce un aumento en la expresion del gen aP pero no del gen embrionario
ni del gen adulto a” en un contexto donde normalmente estan silenciados

De manera importante ste ensayo sugiere varios mecanismos de accion del locus
del IncRNA-aGT. El efecto de la trans-activacion podria estar activando un elemento
regulador enhancer y su efecto sobre su gen blanco posiblemente mediante la
interaccion directa con su promotor. La otra posibilidad es que el transcrito maduro
lleve a cabo la activaciéon mediante el reclutamiento de proteinas y remodeladores

de la cromatina. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La eritropoyesis es un proceso fundamental en los vertebrados, altamente
coordinado a lo largo del desarrollo y regulado a multiples niveles. Ademas de su
importancia biologica, este sistema ha sido modelo para el estudio de la regulacion
transcripcional durante la diferenciacion celular y el desarrollo. Actualmente estos
analisis incluyen experimentos que generan datos epigendmicos y transcriptomicos.
En este trabajo utilizamos los datos generados hasta la fecha en el modelo de
diferenciacion eritroide terminal (eritroblastos HD3 a eritrocitos HD3-DIF) y en el
dominio a-globina de pollo para entender la dinamica de uno de los reguladores
fundamentales durante la diferenciacion: los INcRNAs.

Los resultados de nuestros analisis mostraron que la expresion diferencial de
IncRNAs en este modelo de diferenciacion eritroide terminal es especifico y coincide
con la expresién de genes codificante a proteinas caracteristicos como los genes a-
globina adultos y el TF maestro de eritropoyesis, Klf1. Aunque examinamos la
expresion en otros TFs que han sido descritos en humano y en ratén, no
encontramos un aumento de expresion al diferenciar HD3. Es probable que esto
suceda porque son TFs que se expresan y son fundamentales desde el compromiso
hacia el linaje eritroide (CFU-E) en la eritropoyesis temprana (GATA-1, SCL/Tal,
etc). Ademas, la activacion de los IncRNAs en la diferenciacion terminal concuerda
con un aumento en la accesibilidad a la cromatina en sus regiones promotoras. De
hecho, el aumento en la sefal de accesibilidad en los promotores de estos INCRNA,
coincide con secuencias que estan enriquecidas en el motivo de union a KIf1 (que
segundo motivo con mayor significancia encontrado) y con el aumento en la
expresion de este TF. Este resultado es consistente con reportes previos en los que
se muestra un aumento en la expresion de KIf1 (desde proeritroblastos hasta
eritroblastos policromaticos) asi como un aumento en la accesibilidad en sitios
enriquecidos con motivos de union es este TF (Ludwig et al., 2019; Schulz et al.,
2019). El conjunto de resultados descritos nos indica que KIf1 es un candidato
interesante que podria estar jugando un papel importante en la activacion de estos
IncRNAS, por lo que seria interesante hacer un ensayo de ChlP-seq en este modelo

de diferenciacion. Nuestras observaciones sugieren un potencial regulatorio tanto
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de los IncRNAs como de las secuencias regulatorias a partir de las que se
transcriben durante las redes regulatorias en la eritropoyesis. No obstante, es muy
probable que se esté subestimando ya que la anotacién utilizada para el analisis fue
obtenida de ENSEMBL, y no de una anotacion de novo para identificar nuevos
IncRNASs especificos de éstas lineas celulares.

Los resultados anteriormente expuestos (expresion diferencial, aumento en la
accesibilidad) son recapitulados en los analisis hechos especificamente con el unico
IncRNA descrito en el dominio a-globina y en el modelo de diferenciacion eritroide
terminal de pollo: el IncRNA-aGT. No solo su expresion aumenta en la etapa
terminal de la diferenciacion, sino que es especifica de eritrocitos (HD3-DIF)
consistente con lo reportado por nuestro grupo y no se expresa en células no
diferenciadas ni en lineas celulares no eritroides (Arriaga-Canon et al., 2014). Asi
mismo, observamos un aumento en la accesibilidad de la cromatina en la region
promotora del IncRNA-aGT al diferenciar HD3, asi como en la region de los genes
de globina adultos a® y a*, lo cual esperabamos debido al aumento en la expresion
de estos genes. Es importante enfatizar que el incremento de la expresion del
IncRNA-aGT no solo se observa en las lineas celulares utilizadas, sino que también
es caracteristico de la diferenciacion terminal eritroide in vivo. Arriaga-Canon et. al.
también demostraron el aumento de su expresion en eritrocitos de embriones con
10 dias de desarrollo (RBC 10d). Debido a esto, hicimos en analisis de accesibilidad
utilizando datos obtenidos en células HD3, RBC 10 dias y RBC de pollos con 30
semanas (adultos). De manera importante estos analisis concuerdan con el
aumento de accesibilidad en la region promotora del IncRNA-aGT, a® y a* en la
diferenciacion terminal (eritroblasto a RBC 10 dias), lo cual confirma que las
observaciones hechas en HD3-DIF también recapitulan lo que sucede en RBC.
Interesantemente, los analisis de ChlP-seq también mostraron un enriquecimiento
en la sefal de union de YY1, pero no en la sefial de CTCF, tanto en el promotor del
IncRNA-aGT como en la regién de los genes aultos a® y a?. Estos resultados en
conjunto con el analisis de UMI-4C muestran un aumento en la interaccion de la
region promotora del IncRNA-aGT con el gen adulto a®, pero no con los promotores
de m, a* ni TMEMS8, ademas de la evidencia mostrada por Arriaga-Canon et. al., nos
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indica que durante la diferenciacion el IncRNA-aGT regula de forma especifica al
gen adulto a® y que esto podria estar sucediendo mediante el incremento de
interacciones entre los promotores de ambos genes. Este contacto podria estar
mediado por la proteina YY1. El aumento en la accesibilidad, el enriquecimiento en
la union de proteinas regulatorias y estructurales como YY1, la interaccion con
genes blanco y la transcripcion de IncRNAs en elementos regulatorios en cis pueden
indicar la presencia de un enhancer (Dao et al., 2017; Engreitz, Haines, et al., 2016;
Paralkar et al., 2016; Weintraub et al., 2017; Yin et al., 2015). Estas caracteristicas
las observamos en el promotor del IncRNA-aGT, por lo que sugerimos que podria
estar actuando como un elemento enhancer incrementando la expresién del gen a”,
lo cual aun debe de ser demostrado experimentalmente. Interesantemente, el
analisis de hiC muestra la formacion de dos dominios definidos por sitios de union
a CTCF. El dominio | contiene los elementos enhancer descritos hasta el momento,
los genes de globina y el IncRNA-aGT. Estos dominios estan estructurados
diferencialmente en fibroblastos y en células eritroides. En las células HD3 se
observa una mayor interaccion en una region dentro del dominio I. En eritrocitos
circulantes, aumenta la interaccion dentro de ambos dominios. Esto nos indica que
ena la etapa terminal de la diferenciacidn eritropoyetica, la expresion genica
coincide con el aumento de interacciones dentro de estos dominios demarcados por
CTCEF. Esto coincide con los resultados en UMI-4C donde se observa en las células
HD3-DIF hay una mayor interaccién entre los promotores del IncRNA-aGT.

La evidencia mostrada por Arriaga-Canon y colaboradores indica que el transcrito
IncRNA-aGT es necesario para la activacion del gen aP por ensayos de pérdida de
funcion (Arriaga-Canon etal.,, 2014). No obstante, no se habian hecho
aproximaciones que consideraran el elemento regulador y no sabiamos si la
activacion de la transcripcion del IncRNA-aGT era suficiente para activar la
expresion de su gen blanco, y si esto podria tener algun efecto también en los genes
adyacentes. Para corroborar esta observacion, tomamos ventaja del sistema
CRISPRa (CRISPR-dCas9-VP64) para guiar un complejo activador de la
transcripcion (VP64) sobre el elemento regulatorio del IncRNA-aGT de forma
endogena. De esta forma implementamos el sistema dirigiendo el complejo dCas9-

58



VP64 al promotor del gen a” para demostrar si funcionaba. Posteriormente,
utilizando sgRNAs sobre el elemento regulatorio del IncRNA-aGT, se logré
aumentar su transcripcion. Con estos resultados logramos implementar por primera
vez el sistema CRISPRa en células eritroides de

Los resultados de dos condiciones diferentes nos mostraron que este sistema fue
suficiente para inducir la expresion del IncRNA-aGT en un contexto celular en el que
no se expresa éste INncRNA. Una vez comprobado esto se evalud la expresion de
los genes de globina adyacentes. Los resultados nos mostraron que la induccién de
la actividad transcripcional en el promotor del IncRNA-aGT es suficiente para inducir
la expresion del gen adulto a® pero no del gen embrionario T que es el gen mas
cercano al locus del IncRNA-aGT ni al gen de globina adulta a”. Esto confirma que
la activacion de IncRNA-aGT tiene un efecto especifico sobre el gen aP. Esto
ademas demuestra la importancia de la formacion de las interacciones entre los
promotores de IncRNA-aGT y el gen a® en la diferenciacién celular. Los resultados
sugieren que la activacidon del IncRNA-aGT podria ser suficiente para formar esta
interaccion especifica incrementando la transcripcién del gen adulto a® pero no para
los otros dos genes globina. De hecho, en el contexto celular de HD3, los
promotores de 1 y aP se encuentran hipermetilados en su DNA por lo que la
activacién de la transcripcion del gen aP implica no soélo el incremento de los
contactos sino de un cambio en la estructura de la cromatina localizado y
posiblemente una accién de desmetilacion del DNA activa, en particular en el
promotor del gen adulto facilitando su activacion transcripcional. Por otro lado, los
resultados de ChlP-seq de YY1 sugieren que la union de este factor se enriquece
en la diferenciacién eritroide terminal. La transcripcion de IncRNAs a partir de
elementos enhancer, asi como su enriquecimiento en YY1 puede estar mediando
interacciones con los promotores de sus genes blanco y/o activando la funcidn
enhancer (Hou et al., 2019). Por otro lado, no podemos descartar la posibilidad de
que este efecto se deba al aumento del transcrito maduro del IncRNA. Segun lo
reportado previamente, la expresiéon del IncRNA-aGT coincide con el incremento en
el enriquecimiento de la histona H3K4me3 en su promotor y en el promotor del gen
adulto aP. Ademas, el KD del transcrito disminuyé el enriquecimiento de esta marca
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en el promotor del gen aP, por lo que resulta evidente que el transcrito esta jugando
un papel en la deposicidn de esta marca cromatina (Arriaga-Canon et al., 2014).
Hay reportes que demuestran que el transcrito de un IncRNA puede unirse a la
proteina WDRS reclutandola a sus genes blanco por medio de la formacion de asas
de cromatina y activandolos mediante la deposicion de la marca en la histona
H3K4me3 (K. C. Wang et al., 2011; Luo et al., 2019). Finalmente, es posible que el
IncRNA-aGT esté llevando a cabo su funcién por mas de un mecanismo, ya sea
mediante un elemento regulatorio (su promotor), su actividad transcripcional y el
transcrito. Hay evidencia de que esto es posible, incluso esta caracterizado un
IncRNA (BGLT3) dentro del locus de fB-globina de humano que activa en la
expresion de los genes fetales y por dos mecanismos: su transcripcion promueve la
formacion de interacciones con sus genes blanco, y su transcrito recluta el complejo
mediador (lvaldi etal., 2018). El hecho de que el IncRNA-aGT afecta
especificamente al gen adulto aP también confirma que participa en la regulacion
durante el switch de hemoglobina. No obstante, seria importante hacer los analisis
de accesibilidad, ChlP-seq y de interaccion en RBC de embriones de 5 dias de
desarrollo para observar los cambios entre la diferenciacion eritroide primitiva y
definitiva. También resulta interesante adentrarnos en el estudio del otro gen adulto
a?, cuya regulacion parece ser diferente a la del gen adulto aP (datos del grupo no
publicados).

Para confirmar los mecanismos de accidén aqui descritos aun seria necesario que
se generara un sistema de trans-activacion estable clonando los sgRNA en
plasmidos lentivirales y se analizara nuevamente los efectos en la estructura
cromatinica y no solo en la expresion de los genes de a-globina. Ademas, hacen
falta mas experimentos para discernir entre las actividades del transcrito, la
transcripcion y/o el elemento regulador.

El gen Nprl3 se encuentra conservado dentro del dominio a-globina en mamiferos y
aves. Interesantemente, en modelos humanos y murinos se ha descrito un super-
enhancer en la region 5°de los genes globina. De hecho, este super-enhancer
contiene 5 enhancers, de los cuales 4 estan dentro del gen Npri3 (M. Kassouf et al.
2023). Aunque no ha sido reportado que en esta region se transcriba un eIncRNA
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en ningun otro modelo, es probable que el elemento aqui descrito pueda ser uno de
esos enhancers conservados, aunque seria necesario un estudio mas detallado.
Segun lo reportado, estos elementos son eritroide especificos y en la diferenciacion
eritroide se activan (hay union de TFs como GATA1, y enriquecimiento de marcas
de histonas como H3K4me1 y me3d) e incrementan los transcritos eRNA
previamente al inicio de la expresion de los genes de a-globina. Posteriormente, en
la diferenciacion terminal hay un incremento en la accesibilidad en estas regiones y
un enriquecimiento de la RNAPII, y del complejo de preinicio de la transcripcion (PIC
por sus siglas en inglés) (M. Kassouf et al. 2023). Debido a que nuestro modelo de
estudio comprende la diferenciacion terminal de eritroblastos a eritrocitos no
pudimos observar la actividad transcripcional en estadios intermedios o previos. No
obstante, la activacion por CRISPRa en este elemento, y su transcripcién podria
indicarnos que la activaciéon de estos elementos antecede y es suficiente para

activar sus genes blanco.
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X.

CONCLUSIONES

La diferenciacion eritroide en pollo puede adoptarse para estudiar los
mecanismos de regulacidén, a nivel transcripcional como cromatinico en
vertebrados.

Durante la diferenciacién terminal eritroide existen locus de IncCRNAs que se
transcriben y remodelan de forma dinamica. Estos pueden ser regulados en
parte por TFs eritroides.

La expresion del IncRNA-aGT vy la accesibilidad de su elemento regulatorio
aumentan en la diferenciacién eritroide terminal, asi como los genes de
globina adultos aP y o”.

El aumento de accesibilidad del elemento regulatorio del del IncRNA-aGT
coincide con el enriquecimiento del TF YY1 en esta region durante la
diferenciacion eritroide terminal.

El IncRNA-aGT y los genes de a-globina se organizan en un dominio
estructural en el que el promotor del IncRNA-aGT interactua especificamente
con el promotor de globina adulta aP en células eritroides. Este conjunto de
caracteristicas sugiere una posible funcion enhancer.

La activacion enddgena, tanto de la transcripcion como del elemento
regulatorio del IncRNA-aGT es suficiente para inducir la expresion de
especifica y exclusivamente al gen adulto aP

El locus del IncRNA-aGT funciona como un elemento regulatorio distal que
influencia la actividad transcripcional del gen adulto aoP durante la

eritropoyesis terminal.
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XI.

PERSPECTIVAS

Hacer una nueva anotacion de IncRNAs para encontrar aquellos que sean
especificos de las células eritroides en este modelo, y realizar nuevamente
los analisis de expresidn, accesibilidad y motivos de union de TFs.

Evaluar la accesibilidad, las interacciones (entre el promotor del IncRNA-aGT
y el promotor del gen aP), la unién de YY1 y el enriquecimiento de la histona
H3K4me3 después de la trans-activacion del IncRNA-aGT en células HD3.
Evaluar el efecto de la trans-activacion al diferenciar las células HD3.

Hacer ensayos para diferenciar los mecanismos de accion por el que el
IncRNA-aGT (locus, transcripcion, transcrito) podria estar actuando.
Demostrar si el IncRNA-aGT contribuye a la formacion de asas de cromatina
asociadas al promotor del del gen adulto aP.

Determinar si el IncRNA-aGT induce la desmetilacion activa del DNA en el
promotor del del gen adulto aP.

Determinar los TFs, co-factores y remodeladores de la cromatina que pueden

ser reclutados al promotor del gen aP causando su activacion.
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Xlll. ANEXO

l. Tablas de oligonucledtidos y plasmidos

Tabla 1: CRISPR sgRNA oligonucleétidos.

Nombre | Secuencia Forward | Secuencia Reverse
Dirigidos al promotor del gen a®

sgRNA1 AGGGCAGCAGTGCCCCCTCA TGAGGGGGCACTGCTGCCCT
sgRNA2 CCCCTCAGGGCCCCCTCTGT ACAGAGGGGGCCCTGAGGGG

Dirigidos al promotor del IncRNA-aGT

sgRNA1 CACCGCTCTCAGAAGGGTGCCACT | AAACAGTGGCACCCTTCTGAGAGC

sgRNA2 CACCGACTGCGCTGCTCCGGAACTG | AAACCAGTTCCGGAGCAGCGCAGTC

sgRNA3 CACCGCTGCAACTATGAGCTTCCCC | AAACGGGGAAGCTCATAGTTGCAGC

Tabla 2: Oligonucleotidos para PCR

Nombre Secuencia Forward Secuencia Reverse
aDgPCR ACTGCCGAGGACAAGAAGCTA GGTCGAAGTGGGGGAAGTAGGT
aAqPCR CCCTGGAAAGGATGTTCACC GGCCCAGGAGTTTGAAGTTG
phigPCR TCACTGGAGAGGCTTTTTGCC GTGGGAAAGCAGCTGAAGTT
gP9 GCGAGACACGGCAGGACAGG GCACCTCAGTGCAGGCTGTGT
InSp TAGCAGAGAGGAGGGGAGAGTG | AGATACACAGCCTGCACTGAGG

Tabla 3: Plasmidos

PX330 (Addgene: #42239)

Cas9m4-VP64 (Addgene: #47319)
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