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RESUMEN

Con el advenimiento de nuevas tecnologias se ha descubierto la gran complejidad del
transcriptoma de los mamiferos. Se ha reportado la existencia de un tipo especial de transcritos
antisentido naturales (NATs), que son perfectamente complementarios a mRNAs sentido a lo largo de
varios exones, incluyendo los sitios de unidn entre exones. En esta tesis estos transcritos antisentido
naturales son Ilamados mirrorRNAs. Hasta el momento aun existe controversia si los mirrorRNAs son
RNAs no codificantes reales o artefactos experimentales. No se han hecho andlisis sistematicos que
permitan conocer la abundancia y diversidad de los mirrorRNAs en el transcriptoma humano y
tampoco se ha estudiado el mecanismo mediante el cual los mirrorRNAs son generados. En la
literatura se han propuesto dos hipdtesis para explicar su biogénesis. La primera hipdtesis es que
estos transcritos son generados por la transcripcion bidireccional de un locus y que posteriormente
los transcritos antisentido sufren splicing en los sitios no consenso CT-AC, que son los sitios
complementarios a los sitios consenso GT-AG. La segunda hipdtesis que se ha planteado es que los
mirrorRNAs se producen por una actividad RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) que utiliza
como molde un mRNA maduro, generando un transcrito antisentido perfectamente complementario.
En esta tesis planteamos una tercera hipodtesis: Los mirrorRNAs provienen de la transcripcion
antisentido de pseudogenes procesados presentes en el genoma.

En la presente tesis se realizé un andlisis sistematico de la existencia de mirrorRNAs en el
transcriptoma humano, utilizando datos de ESTs, cDNAs y de RNA-Seq hebra especifica. Ademas, se
validaron experimentalmente mirrorRNAs predichos utilizando 3’ RACE, 5° RACE y RPA-RT-PCR.
Mediante estas aproximaciones se determind que existen cientos de genes con evidencia
bioinformatica de que poseen mirrorRNAs. Adicionalmente, se determind que los mirrorRNAs
presentan bajos niveles de expresién y que parte de ellos no estarian poliadenilados. Dentro de la
lista de genes predichos para poseer un mirrorRNA se identificd un enriquecimiento de genes que
participan en traduccidn de proteinas y de genes que poseen pseudogenes procesados. Luego se
analizd si los mirrorRNAs podrian generar endo-siRNAs con sus contrapartes sentido. Utilizando datos
de RNA-Seq generados por ENCODE, no se identificaron endo-siRNAs derivados de mirrorRNAs. En la
busqueda de mirrorRNAs se identificaron multiples NATs provenientes de la transcripcién antisentido
de pseudogenes procesados.

En relacién a la biogénesis de los mirrorRNAs se estudié si la maquinaria de splicing celular
puede procesar intrones en los sitios complementarios a los consenso. Utilizando datos de ESTs y
cDNAs de ratédn y humano se realiz6 una busqueda sistematica de posibles intrones CT-AC.
Posteriormente se realizaron validaciones experimentales de multiples intrones candidatos. No se
encontré ningun intrén que se procesara en sitios con secuencias complementarias a las consenso. Se
encontré que multiples artefactos experimentales y de alineamiento pueden llevar a la falsa
identificacion de intrones no candnicos. Adicionalmente se llevaron a cabo experimentos de splicing
in vivo utilizando minigenes de transcritos que podrian sufrir splicing en sitios CT-AC. Nuestros analisis
muestran que la maquinaria de splicing celular no es capaz de reconocer las secuencias
complementarias a las consenso.
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Se buscd la existencia de actividad RdRP en células humanas usando datos de RNA-Seq, sin
resultados positivos. A pesar de lo anterior, no es posible descartar del todo que la actividad RdRP
exista y sea la responsable de la existencia de algin mirrorRNA.

En diversos trabajos recientes se ha descrito la existencia de pseudogenes procesados
polimérficos en la poblacion humana. Mdltiples mirrorRNAs pueden ser explicados por la
transcripcion antisentido de estos pseudogenes procesados polimérficos. Adicionalmente se abre la
posibilidad que los mirrorRNAs sean la evidencia transcripcional de eventos de retrotransposicién que
no estén anotados en el genoma de referencia.

En conclusion los resultados de esta tesis demuestran la existencia de mirrorRNAs en células
humanas. Ademas nuestros resultados respaldan que la maquinaria de splicing celular no es capaz de
procesar intrones en los sitios complementarios a los consenso. Finalmente nuestros datos sugieren
que los mirrorRNAs son generados desde pseudogenes procesados polimarficos.
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ABSTRACT

The advent of new technologies, has uncovered a high degree of complexity in the
mammalian transcriptome. The existence of a special type of natural antisense transcripts (NATs),
which are perfectly complementary to mature mRNAs over several exons, including splice sites, has
been reported. In this thesis these natural antisense transcripts are called mirrorRNAs. Until now,
there is still controversy whether mirrorRNAs are real non coding RNAs or experimental artifacts. No
systematic analysis has been done to assess the abundance and diversity of mirrorRNAs in the human
transcriptome. It has not been studied the mechanism by which the mirrorRNAs are generated. Two
hypotheses have been proposed in the literature to explain their biogenesis. The first hypothesis is
that these transcripts are generated by the bidirectional transcription of a locus and subsequent
antisense transcripts undergo splicing in no consensus CT-AC sites that are complementary to GT-AG
consensus sites. The second hypothesis that has been raised is that mirrorRNAs are produced by an
RNA-dependent RNA polymerase activity (RdRP) using as a template a mature mRNA, generating an
antisense transcript perfectly complementary. In this thesis we propose a third hypothesis:
mirrorRNAs come from antisense transcription of processed pseudogenes.

In this thesis is presented a systematic analysis of the existence of mirrorRNAs in the human
transcriptome using data from, ESTs, cDNAs and strand specific RNA-Seq. Furthermore, predicted
mirrorRNAs were experimentally validated using 3’ RACE, 5° RACE and RPA-RT-PCR. Using these
approaches we determined that there are hundreds of genes with bioinformatic evidence of
possessing mirrorRNAs. Additionally, it was determined that mirrorRNAs have low levels of
expression and that some of them would not be polyadenylated. Within the list of genes predicted to
possess a mirrorRNA it was identified an enrichment of genes involved in protein translation and
genes that have processed pseudogenes. Thereafter, it was analyzed whether mirrorRNAs could
generate endo-siRNAs with their sense counterparts. Using RNA-Seq data generated by ENCODE, no
endo-siRNAs derivatives from mirrorRNAs were identified. In the search for mirrorRNAs, multiple
NATSs originated from antisense transcription of processed pseudogenes were identified.

Regarding mirrorRNAs biogenesis, we studied whether the cellular splicing machinery can
process introns in sites complementary to the consensus. Using data from ESTs and cDNAs of mouse
and human a systematic search of possible CT-AC introns was performed. Subsequently, experimental
validations were performed to multiple candidate introns. It was not found introns processed in sites
with sequence complementary to the consensus. It was observed that several experimental and
alignment artifacts can lead to falsely identifying non canonical introns. Additionally, in vivo splicing
assays were conducted using minigenes of transcripts that could undergo spliced in CT-AC sites. Our
in vivo splicing assays show that the cellular splicing machinery is not able to recognize the sequences
complementary to the consensus.

The existence of RdRP activity in human cells was explored using RNA-Seq data without
positive results. Despite this, it is not possible to exclude that RARP activity could exist and could be
responsible for the existence of some mirrorRNA.
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In several recent papers, the existence of polymorphic processed pseudogenes in the human
population has been described. Multiple mirrorRNAs could be explained by the antisense
transcription of these polymorphic processed pseudogenes. Further, this opens the possibility that
mirrorRNAs are transcriptional evidence of retrotransposition events that are not listed in the
reference genome.

In conclusion, the results of this thesis demonstrate the existence of mirrorRNAs in human
cells. Moreover, our results support that cellular splicing machinery is not able to process the introns
in sites complementary to the consensus. Finally, our data suggest that mirrorRNAs are generated
from polymorphic processed pseudogenes.



INTRODUCCION

1. Visidn proteo-céntrica de la expresion génica
Desde el descubrimiento de la estructura del DNA en 1953, el problema central de la biologia
molecular ha sido entender como esta codificada la informacién genética y como se regula el flujo de

la informacidn almacenada en el DNA (Sharp, 2009).

Gracias a los estudios de Jacob y Monod en el operdn Lac de E. coli (Jacob y Monod, 1961), se
propuso a inicio de los afos sesenta que el flujo de informacion genética estaba principalmente
regulado a nivel de la transcripcion del DNA. Este control era efectuado por proteinas llamadas
factores de transcripcion los que inhibian o promovian el acceso de la RNA polimerasa a la regién
promotora del gen, desde donde se iniciaba la transcripcidén. El transcrito generado se traduciria
generando una proteina, que seria el efector final del flujo de la informacién genética. Este modelo se
generalizé también para entender los procesos de expresion génica en eucariontes y se enraizé en la
comunidad cientifica por décadas (Sharp, 2009). Pero gradualmente esta forma de entender el
proceso de expresion génica en eucariontes cambid y actualmente se entiende la importancia de los
procesos de regulacién de la expresién en otros niveles tales como: estructura de la cromatina,
splicing, transporte del mRNA entre el nucleo y el citoplasma, regulacidon post transcripcional mediada

por RNAs pequeiios, regulacion de la eficiencia de la traduccidn, entre otros.

Durante mucho tiempo la visidon proteo-céntrica de la expresidn génica relegd al RNA a ser
s6lo una molécula intermediaria entre el DNA y las proteinas (Mattick, 2009). Actualmente sabemos

gue existe una gran diversidad de RNAs no codificantes de proteinas (ncRNAs) que constituyen una



compleja capa de regulacidon de la expresidn génica (Amaral et al., 2008; Mattick, 2001; Mattick,

2003; Mattick, 2009).

2. Menos genes codificantes de proteinas que los esperados

La secuenciaciéon del genoma humano y de organismos modelo trajo grandes sorpresas
(Consortium, 1998; Lander et al., 2001). En primer lugar se descubrié que menos de un 2% del
genoma humano codifica para proteinas (International Human Genome Sequencing, 2004). En
segundo lugar se constatd que el nimero de genes codificantes de proteinas era menor del esperado,
con un estimado de entre 20.000 y 25.000 (International Human Genome Sequencing, 2004). Los
primeros resultados del proyecto ENCODE determinaron que el genoma humano posee 20.687 genes

codificantes de proteinas (Consortium et al., 2012).

Es interesante tomar en cuenta que la planta Arabidopsis thaliana posee en su genoma
aproximadamente 27.400 genes codificantes de proteinas (Lamesch et al., 2012) y que el gusano

modelo C. elegans posee aproximadamente 20.500 (Yook et al., 2012).

Un C. elegans mide aproximadamente 1 mm, posee en total 959 células somdticas y 302
neuronas en el hermafrodita adulto (Kimble y Hirsh, 1979; Sulston y Horvitz, 1977; Sulston et al.,
1983; White et al., 1986). En cambio, el cerebro humano posee aproximadamente 86.000 millones de
neuronas (Azevedo et al., 2009). Definir la complejidad de un organismo es una tarea sumamente
dificil y que va mas alla de los objetivos de esta tesis, pero es evidente que un ser humano posee una
complejidad estructural y en el desarrollo bastante mayor que la de un C. elegans. Sin embargo, el
numero de genes codificantes de proteinas es practicamente el mismo, por tanto en esta
comparacién no es posible explicar el aumento de complejidad por un aumento de genes codificantes

de proteinas. A esta aparente falta de correlacion entre genes codificantes de proteinas y la



complejidad de los organismos eucariontes se le ha denominado “G value paradox” (Hahn y Wray,

2002).

Es interesante ademas notar que los tamafios de los genomas son muy distintos; 100 Mb para
C elegans y 3.2 Gb para humano (Flicek et al., 2013). Esta gran diferencia en el tamafio de los
genomas se debe a que el genoma humano tiene un alto porcentaje de DNA no codificante (Taft et

al., 2007).

3. Amplia transcripcion del genoma de los eucariontes

Gracias al desarrollo de iniciativas como el proyecto FANTOM y ENCODE, y al advenimiento
de nuevas tecnologias como Tiling arrays, CAGE (cap-analysis of gene expression) y RNA-seq, se
determind con sorpresa que la mayor parte del genoma de los eucariontes es transcrito (Carninci et
al., 2005; Carninci et al., 2006; Consortium et al., 2012; Consortium et al., 2007; Cheng et al., 2005;

Kapranov et al., 2010b; Manak et al., 2006; Wilhelm et al., 2008).

En el afio 2005 el proyecto FANTOM, utilizando tecnologias convencionales de secuenciacion
de cDNAs completos, mostré que se transcribe al menos el 63% del genoma de ratén (Carninci et al.,
2005). El proyecto FANTOM utilizé muestras de distintos tejidos de ratdn y de distintos momentos en
el desarrollo. En total se generaron 102.801 cDNAs completos y se identificaron los extremos 5’ y 3’
de 181.047 transcritos distintos. De los 102.281 cDNAs generados, 34.030 eran IncRNAs (Carninci et

al., 2005).

El desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacién masiva permitié interrogar el
transcriptoma de los eucariontes con una profundidad sin precedentes (Wang et al., 2009). Al analizar

el transcriptoma de Schizosaccharomyces pombe utilizando RNA-Seq, bajo multiples condiciones, se



determiné que se transcribe mas del 90% de su genoma (Wilhelm et al., 2008). El uso de nuevas
tecnologias de secuenciacidn para el estudio del transcriptoma de Drosophila melanogaster (Graveley
et al., 2011) y de C. elegans (Gerstein et al., 2010; Nam y Bartel, 2012) también reveld la inmensa

complejidad de su transcriptoma y la existencia de una gran cantidad de ncRNAs.

La caracterizacion mas completa y profunda que se ha realizado del transcriptoma humano es
la que estd llevando a cabo el proyecto ENCODE (Consortium et al.,, 2012). Para caracterizar el
transcriptoma humano el proyecto ENCODE utilizdé RNA proveniente de 15 lineas celulares (el
proyecto no se ha detenido y este nimero ha ido en aumento). Realizaron fraccionamiento subcelular
para obtener RNA nuclear, citoplasmatico o de toda la célula. Se separd el RNA de cada muestra en
RNAs largos (>200 nt) y RNAs pequefios (<200 nt). Adicionalmente se separaron los RNAs largos en
transcritos poliadenilados o no poliadenilados. Estas muestras de RNA fueron analizadas utilizando

RNA-seq, CAGE y PET (paired end tags) (Djebali et al., 2012).

Una de las principales conclusiones que se ha obtenido a partir del proyecto ENCODE es que
al menos el 75% del genoma humano se transcribe (Djebali et al., 2012). Con los datos del proyecto
ENCODE se detectaron miles de ncRNAs que no habian sido identificados previamente (Derrien et al.,

2012; Djebali et al., 2012; Harrow et al., 2012).

Junto a ENCODE nacié un consorcio denominado GENCODE cuyo objetivo es anotar con gran
exactitud todas las caracteristicas, basadas en evidencia, de los genes del genoma humano (Harrow
et al., 2012). Segun la versidon 19 de GENCODE existen 20.345 genes codificantes de proteinas, 13.870

ncRNAs largos y 9.013 ncRNAs pequefios.



4. Existen multiples tipos de ncRNAs

A principio de los afios 90’ se reportaron los primeros lincRNAs (Long intergenic non-coding
RNAs) en mamiferos: H19 (Brannan et al., 1990) y XIST (Brockdorff et al., 1992; Brown et al., 1992).
Posteriormente en 1993 el grupo de Victor Ambros describio el primer miRNA (microRNA) en C.
elegans, lin-4, que es necesario para el correcto desarrollo de las larvas (Lee et al., 1993). En 1999,
finalmente se describen los siRNAs (small interfering RNAs) en plantas, que permiten explicar el
fendmeno de silenciamiento (Hamilton y Baulcombe, 1999). Pero los lincRNAs, miRNAs y siRNAs no
son los unicos tipos de ncRNAs identificados. En los ultimos afios, principalmente gracias a la
aparicidon de nuevas tecnologias, se ha descubierto una gran cantidad de nuevos tipos de ncRNAs en
animales, tales como: endo-siRNAs (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008), piRNAs (Klattenhoff y
Theurkauf, 2008) , crasiRNAs (Carone et al., 2009), spliRNAs (Taft et al., 2010), TASRs (Kapranov et al.,
2007), PASRs (Kapranov et al., 2007), PALRs (Kapranov et al., 2007), tiRNAs (Taft et al., 2009a),
PROMTs (Preker et al., 2008), TSSa-RNA (Seila et al., 2008), tRFs (Lee et al., 2009), eRNA (Kim et al.,
2010), enhancer-ncRNA (Orom et al., 2010), TERRA (Azzalin et al., 2007), sdRNAs (Taft et al., 2009b),
circRNAs (Memczak et al., 2013), T-UCRs (Mestdagh et al., 2010), transcritos derivados de

pseudogenes (Kalyana-Sundaram et al., 2012) y NATs (Faghihi y Wahlestedt, 2009).

Para muchos de los tipos de ncRNAs identificados existen funciones claramente descritas,
pero para otros ncRNAs aln estd por verse si tienen funciones regulatorias que aun desconocemos o

son sélo productos secundarios de otros procesos celulares sin una funcidn especifica.



5. Definicidn y caracteristicas de los transcritos antisentido naturales

En esta tesis nos hemos interesado en un tipo particular de RNAs denominados transcritos
antisentido naturales (NATs). Los NATs son moléculas de RNAs enddgenos que contienen secuencias
complementarias a otros transcritos (Lapidot y Pilpel, 2006). Los RNAs sentido y los NATs pueden ser
transcritos que codifican proteinas o ser ambos ncRNAs, pero lo mas frecuente es que los RNAs

sentido sean codificantes de proteinas y los NATs sean ncRNAs (Katayama et al., 2005).

Los NATs poseen diversos origenes, pueden provenir de promotores independientes, de
promotores bidireccionales que originan dos transcritos divergentes (Core et al., 2008; Seila et al.,
2008; Trinklein et al., 2004) o desde promotores cripticos que estan dentro del gen sentido (Kim et

al., 2012; Whitehouse et al., 2007).

Los NATs generalmente se expresan en baja abundancia, siendo su expresién en promedio
aproximadamente 10 veces menor que la de los RNAs sentido (He et al., 2008; Ozsolak et al., 2010).
Ademas los NATs en promedio sufren menos eventos de splicing que los transcritos sentido (He et al.,
2008). A diferencia de los mRNAs que codifican para proteinas, que se acumulan en el citoplasma, los

NATs preferentemente se acumulan en el nucleo (Derrien et al., 2012).

6. Amplia expresion de los NATs en el genoma de mamiferos

El andlisis del transcriptoma de mamiferos ha revelado la existencia de un gran nimero de
NATs. Se han utilizado diversas estrategias experimentales para identificar NATs, tales como
secuenciacién a gran escala de clones de cDNAs completos (Katayama et al., 2005), andlisis de bases
de datos de ESTs (Chen et al., 2004; Yelin et al., 2003; Zhang et al., 2006), tiling arrays (Cheng et al.,
2005), microarrays hebra especifica (Ge et al., 2008), técnicas de hibridacién, digestion y clonamiento

(Rosok y Sioud, 2004), SAGE (serial analysis of gene expression) (Ge et al., 2006), ASSAGE (asymmetric



strand-specific analysis of gene expression) (He et al., 2008) y RNA-Seq hebra especifica (Djebali et al.,

2012).

Los primeros analisis del transcriptoma de raton y humano que utilizaron ESTs, mostraron
que sobre el 20% de los genes de ratén y humano posee un NAT (Chen et al., 2004; Yelin et al., 2003;
Zhang et al., 2006). Los resultados del proyecto FANTOMS3, que corresponden al mayor esfuerzo
realizado para la secuenciacién de cDNAs completos, muestran que para el 72% de los transcritos
descritos en raton existe evidencia de transcripcion en la hebra complementaria (Katayama et al.,
2005). Segun la versién 19 de GENCODE (proyecto de anotacién del genoma humano derivado de la
iniciativa ENCODE) existen 9710 NAT en el transcriptoma humano. Este nimero esta lejos de ser

definitivo y crece constantemente (Harrow et al., 2012).

7. Mecanismos de accion y funciones descritas para los NATs

Se ha descrito que los NATs producen diversos efectos sobre la expresién génica lo que indica
gue seria un grupo heterogéneo de ncRNAs que podrian funcionar mediante diversos mecanismos
(Faghihi y Wahlestedt, 2009). Los mecanismos generales mediante los cuales funcionan los NATs son:
El enmascaramiento de sefiales en el RNA sentido, la formacién de RNAs doble hebra, la interferencia
transcripcional y el reclutamiento de factores remodeladores de la cromatina (Lapidot y Pilpel, 2006;
Lavorgna et al., 2004). A continuacidn se listan procesos y funciones en donde se ha descrito la

participacién de NATs.



7.1 Interferencia Transcripcional

El proceso de transcripcién de un NAT puede generar una disminucion de la transcripcién del
RNA sentido ubicado en cis. En este caso no es el NAT el que cumple la funcidn, sino que el fendmeno
de la transcripcion en si. Esto puede ocurrir por un “choque” entre los complejos de las RNA
polimerasa Il (RNA pol Il) (Osato et al., 2007; Petruk et al., 2006; Prescott y Proudfoot, 2002). La
interferencia transcripcional también se podria producir por un desplazamiento de complejos de pre
iniciacion o factores de transcripcion y por una prolongada oclusién del promotor sentido por una
RNA pol Il detenida (Palmer et al.,, 2011). La interferencia transcripcional no pareciera ser el
mecanismo predominante mediante el cual los NATs regulan la expresidn génica. La transcripcién del
sentido y del NAT pueden ocurrir a tiempos distintos o al mismo tiempo pero en diferentes
cromosomas (Faghihi y Wahlestedt, 2009). La transcripcion alelo especifica podria explicar porqué el
cromosoma X muestra un menor grado de transcripcion antisentido que otros cromosomas

(Katayama et al., 2005).

7.2 Modificaciones de la cromatina

Se ha descrito que los NATs pueden regular la metilacién del DNA y modificaciones post
traduccionales de las histonas (Hawkins y Morris, 2010; Modarresi et al., 2012; Morris et al., 2008;
Rinn et al., 2007; Tufarelli et al., 2003; Yu et al., 2008). Es interesante que muchas enzimas
modificadoras de la cromatina no tienen dominios de unién a DNA, pero si tienen dominios de unién
a RNA (Bernstein y Allis, 2005). Lo que se ha planteado es que los NATs ( y otros IncRNAs) pueden
unir complejos proteicos reguladores de la cromatina y dirigirlos a un locus especifico (Magistri et al.,
2012). Experimentos de inmunoprecipitacion de RNA y secuenciacion (RIP-Seq) dirigidos a la proteina
Ezh2, reveld que el complejo PRC2 (Polycomb repressive complex 2) se asocia con al menos 10.000

RNAs en células madre embrionarias de ratdén y aproximadamente 3.000 de estos RNAs serian NATs



(zhao et al., 2010). Estos resultados sugieren que los NATs cumplen un importante papel como

reguladores epigenéticos del proceso de expresion génica y remodelamiento de la cromatina.

7.3 Imprinting genémico

Existen ciertos genes en los cuales de forma especifica se expresa sélo un alelo, el paterno o
el materno. Esto se produce por marcas epigenéticas tales como modificacion de las histonas o
metilacién del DNA. La mayoria de los genes de mamifero que presentan imprinting estan agrupados
en clusters (Verona et al., 2003) y la presencia de NATs es frecuente en esos clusters (Katayama et al.,
2005; Mohammad et al., 2009; Wan y Bartolomei, 2008). Se han descrito multiples genes en los
cuales el proceso de imprinting es regulado por un NAT por ejemplo Igf2r, Slc22a2 y Sls22a3 que son
regulados por el NAT Air (Sleutels et al., 2002), Kcngl es regulado por Kenglotl (Thakur et al., 2004),
UB3A (Rougeulle et al., 1998) y GNAS (Hayward y Bonthron, 2000). Los NATs regulan el imprinting de
los genes en cis reclutando proteinas modificadoras de la cromatina. Las modificaciones que reprimen
la cromatina se extienden a los genes vecinos del sitio en donde se transcribe el NAT (Mohammad et

al., 2009).

7.4 Inactivacidn del cromosoma X

Es un proceso mediante el cual una de las dos copias del cromosoma X presente en las
hembras de los mamiferos es inactivado. El IncRNA XIST (X-inactive-specific transcript) sélo es
transcrito desde el cromosoma X inactivo (Xi). Xist gatilla la formacion de heterocromatina a lo largo
del cromosoma X uniéndose directamente al complejo PRC2 y dirigiéndolo al Xi (Lee, 2012). La
expresion de Xist es reprimida por su antisentido Tsix, por tanto el cromosoma X que expresa Tsix se

mantiene activo (Lee et al., 1999).
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7.5 Splicing alternativo

Se han reportado casos de NATs que regulan el proceso de splicing (Beltran et al., 2008;
Hastings et al., 1997; Krystal et al., 1990; Munroe y Lazar, 1991). Algunos trabajos han sugerido que
esto puede ser por un proceso de enmascaramiento de los sitios de splicing o de las secuencias
regulatorias (Krystal et al., 1990; Munroe y Lazar, 1991). También se han reportado NATs que
participan en procesos de remodelamiento de la cromatina mediada por RNAs pequeios, y los
cambios en la cromatina generan un cambio en el splicing alternativo (Allo et al., 2009; Ameyar-

Zazoua et al., 2012).

Mediante analisis de datos de affymetrix de 176 lineas celulares linfoblastoides humanas, se
establecié que la mayor parte de los genes que poseen expresion sentido y antisentido posee un
evento de splicing alternativo que se correlaciona con la expresién del NAT (Morrissy et al., 2011).
Este andlisis sugiere que puede existir una gran cantidad de eventos de splicing alternativo regulados

por NATSs en el transcriptoma humano.

7.6 Editing de RNA

El editing de adenosina a inosina es inducido por la formacion de RNAs doble hebra (dsRNA)
gue reclutan a la enzima ADAR (adenosina deaminasa). Se ha descrito que la interaccion del mRNA
del gen de Drosophila melanogaster Rnp4f y su NAT, Sas10, lleva a que el mRNA de Rnp4f sea hiper

editado y se degrade (Peters et al., 2003).

Se ha sugerido que este mecanismo de accidn de los NATs no seria frecuente en humanos y

ratén (Neeman et al., 2005).
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7.7 Cambios en la estabilidad del RNA

Los NATs pueden formar dsRNAs con los transcritos sentido en el citoplasma, modificando su
estabilidad. Los elementos ricos en AU (ARE), son regiones de los mRNAs que presentan una alta
frecuencia de adeninas y uracilos y que promueven la degradacion del mRNA. Se ha mostrado que el
NAT de HIF-1a (aHIF) se une al mRNA sentido cambiando su estructura secundaria y exponiendo una
region ARE que favorece su degradacion (Uchida et al., 2004). El mecanismo opuesto, en donde un
NAT cubre el elemento ARE y aumenta la estabilidad de un mRNA, fue sugerido para el gen hibrido
Bcl-2/1gH (Capaccioli et al., 1996). Este tipo de regulacién también puede ocurrir entre dos genes
codificantes de proteinas que son convergentes. En humano, los mRNAs de los genes WDR83 y DHPS
se regulan positivamente de forma mutua a través de la formacién de un dsRNA en sus extremos 3’

UTR (Su et al., 2012).

El NAT del gen iNOS incrementa la estabilidad del mRNA de iNOS. Este efecto es mediado por
la interaccidn del NAT de iNOS con la proteina HuR (ARE-binding human antigen R). La proteina HuR
puede suprimir la degradacién del mRNA de iNOS inhibiendo su desadenilaciéon o a las enzimas

exonucleasas (Matsui et al., 2008).

7.8 Enmascaramiento de sitios de miRNAs
Se ha planteado que algunos NATs podrian formar dsRNAs con mRNAs sentido y enmascarar
sitios de unién de miRNAs. Se describié que el NAT del gen BACE1 previene la represidon del mRNA de

BACE1 enmascarando el sitio de unidn del miR-485-5p (Faghihi et al., 2010).
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7.9 Regulacion de la traduccion

Se ha demostrado que los NATs pueden regular la traduccién uniéndose a los mRNAs sentido.
Un ejemplo es el NAT del gen PU.1 que se une al mRNA sentido en el citoplasma y detiene el proceso
de traduccidn entre la iniciacion y el proceso de elongacién (Ebralidze et al., 2008). Por otra parte, se
ha visto la activacidn de la traduccidn por parte de un NAT para el gen de raton Uchll. El NAT de este
gen se une en la regidén 5°del mRNA sentido y un dominio SINEB2 presente en el NAT induce un

incremento en la eficiencia de la traduccién (Carrieri et al., 2012).

7.10 Formacion de siRNAs enddgenos

Los siRNAs enddgenos (endo-siRNAs) son RNAs pequefnios de aproximadamente 21 nt que
derivan de dsRNAs formados por RNAs enddgenos y que son procesados por DICER (Okamura y Lai,
2008). Se han descrito endo-siRNAs derivados de NATs en células somaticas de Drosophila (Czech et
al., 2008; Ghildiyal et al., 2008; Okamura et al., 2008), en ovocitos de ratén (Tam et al., 2008;
Watanabe et al., 2008), testiculos de ratén (Song et al., 2011) y en lineas celulares humanas (Kawaiji et
al., 2008; Werner et al., 2014). Estos mismos estudios han mostrado que a pesar de la gran
abundancia de NATs en células de mamifero existe una baja abundancia de endo-siRNAs, lo que

sugiere que este no seria el modo de accién predominante de los NATSs.

8. Clasificaciones de los NATs

Los NATs pueden ser clasificados en dos grupos dependiendo del locus de origen. Los cis-NATs
se transcriben en el mismo locus gendmico del gen sentido, pero desde la hebra de DNA
complementaria. Por otro lado, los trans-NAT se transcriben de un locus genédmico distinto al gen con

el cual comparten secuencias complementarias (Lapidot y Pilpel, 2006).
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Adicionalmente los NATs pueden ser clasificados en funcidn de su orientacidn y solapamiento con
el transcrito sentido; Cabeza a cabeza (Fig. 1A), cola a cola (Fig. 1B) o solapamiento completo (Fig. 1C)

(Lapidot y Pilpel, 2006).

9. mirrorRNAs

Mediante diversas técnicas se ha reportado la existencia de un tipo especial de NATSs, que son
perfectamente complementarios a mRNAs maduros a lo largo de varios exones, incluyendo los sitios
de splicing (Fig. 1D) (Cheng et al., 2005; Haeger et al., 2005; Kapranov et al., 2005; Laabi et al., 1994;
Merzendorfer et al., 1997; Podlowski et al., 2002; Rosok y Sioud, 2004; Wu et al., 2008). A esta clase

de NATs la hemos denominado mirrorRNAs.

El primer mirrorRNA reportado fue el del gen BCMA (TNFRSF17) en humanos, el cual fue
encontrado en una biblioteca de cDNAs (Laabi et al., 1994). El mirrorRNA de BCMA comparte los
mismos 3 exones que el MRNA sentido y estd poliadenilado en su extremo 3’. Los autores realizaron
ensayos de proteccion de RNAsas (RPA) con RNAs provenientes de multiples tejidos humanos y

lograron detectar el mirrorRNA de BCMA en bajos niveles.

Otro ejemplo estudiado es el gen de B-globina de ratén (Volloch et al., 1996). Se describid que
este gen poseia un NAT perfectamente complementario al mRNA sentido en reticulocitos y células
eritroides de bazo. Este mirrorRNA fue detectado por Northern Blot y ademas describieron sus
extremos 3’ y 5’ mediante un proceso de ligacion de adaptadores de RNA y posterior clonamiento

(similar estrategia que un 5’ y 3’ RACE).
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Figura 1. Representacion esquematica de los tipos de NATs. (A) 5’ con 5’ (cabeza con cabeza). (B) 3’
con 3’ (cola con cola). (C) Totalmente solapados (un transcrito incluido completamente dentro de la
region del otro). (D) mirrorRNA, las coordenadas de los exones son las mismas que las del transcrito
sentido pero en la hebra complementaria.
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Se describio para el gen TNNI3 de rata y humano la existencia de un mirrorRNA en tejido
cardiaco. Se detectd el mirrorRNA mediante Northern Blot, RT-PCR hebra especifica y por RPA

seguido de RT-PCR (Podlowski et al., 2002).

La utilizacién de nuevas técnicas para caracterizar el transcriptoma de los mamiferos a mayor
escala también ha sugerido la presencia de mirrorRNAs. En el afio 2005, el grupo de Thomas Gingeras
caracterizé el transcriptoma de 10 cromosomas humanos usando Tiling arrays con una resolucion de
5 nucledtidos (Cheng et al., 2005). Ellos seleccionaron algunos transfrag (fragmentos de transcritos) al
azar desde locis en donde no habia transcritos descritos y los caracterizaron por RACE/array, por RT-
PCR hebra especifica y secuenciacion.  Finalmente secuenciaron 170 cDNAs no descritos
anteriormente y encontraron que un 14% de ellos era perfectamente complementario a mRNAs

sentido.

10. Controversia sobre la existencia de los mirrorRNAs

La existencia de los mirrorRNAs no ha estado libre de controversia. Un grupo reportdé que no
pudieron detectar el mirrorRNA de B-globina de raton utilizando Northern Blot (usando como sonda
oligonucledtidos) y sugirieron que podria ser un artefacto experimental (Gudima y Taylor, 2001).
Llama la atencién que en este mismo trabajo los autores realizan un Northern Blot usando una sonda
de RNA transcrita in vitro y en ese caso si detectan la presencia del mirrorRNA de B-globina, pero
plantean que seria producto de una hibridacién no especifica o de trazas de transcripcién in vitro de
la hebra complementaria. En este estudio no realizaron ensayos mas sensibles como RPA o0 3" 0o %’

RACE utilizando ligacién de RNA.

El grupo de Michael Snyder encontré mirrorRNAs utilizando 5 y 3’ RACE para caracterizar

ciertos transcritos en las regiones definidas por el proyecto piloto de ENCODE (Wu et al., 2008). Al
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hibridar cDNA con microarray hebra especifica se detectaron mirrorRNAs, pero al utilizar RNA
marcado en vez de cDNA marcado, no se detectaron los mirrorRNAs. Por esto los autores plantean
qgue los mirrorRNAs serian artefactos de la transcripcidn inversa producto de que esta enzima puede
generar cDNAs doble hebra por su actividad DNA polimerasa dependiente de DNA (DdDP).
Previamente se habia descrito que parte de las sefiales de NATs en los microarrays hebra especifica
eran producto de la actividad DdDP de las transcriptasas inversas (RTs) y que este artefacto podia
evitarse utilizando Actinomicina D (ActD) en la reaccion de RT (Perocchi et al., 2007). El mismo grupo
de Snyder plantea que la técnica de RACE permite identificar transcritos con una alta eficiencia y
sensibilidad, y concluyen sélo tomando en cuenta la falta de deteccidon de los mirrorRNAs, utilizando
microarrays con RNA marcado, que son un artefacto experimental. Por tanto hasta el momento no

existe claridad si los mirrorRNAs son artefactos experimentales o NATs reales.

11. Posibles mecanismos de biogénesis de los mirrorRNAs

Se han propuesto dos hipétesis que explican la existencia de los mirrorRNAs. Una hipdtesis es
que estos transcritos son generados por la transcripcion bidireccional de un Jocus y que
posteriormente los transcritos antisentido sufren splicing en los sitios no consenso CT-AC, que son los
sitios complementarios e inversos de los sitios consenso GT-AG utilizados por el mRNA sentido

(Haeger et al., 2005; Laabi et al., 1994) (Fig. 2A).

La segunda hipdtesis que se ha planteado es que los mirrorRNAs son producidos por una

actividad RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) que utiliza como molde un mRNA maduro,
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?5’ mirrorRNA

5:_ 3

A.
l Splicing
5 ee—— 3’ Ntcleo
Citoplasma
S mirrorRNA

Figura 2. Esquema de los mecanismos propuestos para explicar la biogénesis de los mirrorRNAs. (A)
Segln esta hipodtesis los mirrorRNAs son producidos por la transcripcion bidireccional de un locus y
posterior splicing del NAT en los sitios complementarios a los sitios de splicing consenso. (B) Esta
hipédtesis plantea que los mirrorRNAs son generados por una proteina con actividad RdRP que genera
copias de mRNAs maduros.
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generando un transcrito antisentido perfectamente complementario al mRNA sentido (Cheng et al.,
2005; Haussecker et al., 2008; Merzendorfer et al., 1997; Rosok y Sioud, 2004; Volloch et al., 1996)

(Fig. 2B).

12, Splicing de intrones complementarios a los candnicos

La primera hipdtesis propuesta, plantea que el locus de los mirrorRNAs es transcrito de forma
bidireccional, algo que no seria muy extrafo a la luz de los resultados del proyecto FANTOM3 que
muestra que para el 72% de los transcritos descritos en ratén existe evidencia de transcripcién en la
hebra complementaria (Katayama et al., 2005). La gran limitacién de esta explicacion es que la
maquinaria de splicing celular tendria que reconocer y utilizar las sefiales complementarias de las

consenso para remover los intrones (Cheng et al., 2005; Frith et al., 2005; Wu et al., 2008).

En los pre-mRNAs nucleares de eucariontes superiores, se han descrito dos tipos de intrones.
Estos intrones se diferencian por el spliceosoma que los procesa (Sharp y Burge, 1997). Existen dos
spliceosomas descritos, el spliccosoma mayoritario estd compuesto por 5 snRNPs
(ribonucleoproteinas nucleares pequefias), U1, U2, U4, U5 y U6. El spliceosoma minoritario esta
compuesto por 4 snRNPs propios, U11, U12, Udatac y Ubatac, y ademas U5 que es compartido por los
dos spliceosomas (Patel y Steitz, 2003). La mayor parte de los intrones son procesados por el
spliceosoma mayoritario, y son denominados tipo U2. Tan solo entre un 0,15% y un 0,34% de los
intrones de vertebrados son procesados por el spliceosoma minoritario, estos intrones son

denominados de tipo U12 (Patel y Steitz, 2003).

Los intrones tipo U2 vy los intrones tipo U12 se diferencian por las secuencias conservadas
gue rodean a los sitios de splicing. Los intrones U2 de vertebrados se caracterizan por una secuencia

consenso altamente variable para el sitio 5° dador que seria: AG/GTRAGT (R significa purina).
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Ademas poseen un “branch point” pobremente conservado: CTRACT. En el extremo 3’ del intrén se
encuentra un tramo de polipirimidinas entre el “branch point” y el sitio aceptor que posee el
dinucleétido AG (Abril et al., 2005). Casi siempre los intrones U2 presentan los dinucleétidos GT y AG
en los extremos, aunque existe aproximadamente un 1% de los casos en que se encuentran los

dinucleétidos GC-AG (Burset et al. 2001).

Los intrones U12 se caracterizan por la secuencia consenso /[AG]TATCCTT (el paréntesis
cuadrado quiere decir que es A o G) en el sitio dador del splicing. Ademas poseen un branch point
TCCTTAACT. Estos intrones no poseen tramo de polipirimidinas y el branch point esta tan solo a 10 o
20 nucleétidos del sitio aceptor YA[CG] (La Y simboliza una pirimidina). Aunque inicialmente se
describieron por poseer los sitios inusuales AT-AC (Jackson 1991; Hall and Padgett 1994), después se
mostré que los intrones U12 también pueden tener los dinucledtidos terminales GT-AG (Dietrich et al.

1997; Sharp and Burge 1997).

Los intrones CT-AC de los mirrorRNAs no se asemejan a ninguno de los tipos de intrones
descritos (Laabi et al., 1994), ya que sus secuencias son las complementarias e inversas a las de los

intrones de tipo U2.

Por lo expuesto hasta el momento, o realmente no existen los intrones CT-AC o estos serian
un nuevo tipo de intrones. Entonces surge la pregunta ¢Existen casos reportados de intrones CT-AC?
Se ha descrito la existencia de intrones CT-AC (Delorenzi et al., 2002; French et al., 1999; Haeseleer et
al., 2000; He et al., 2009; Kurose et al., 2005; Ladd et al., 2007; Mei et al., 2007; Okada et al., 2007) y

la posibilidad de que las células humanas reconozcan y procesen intrones CT-AC (French et al., 1999).



20

El primer caso de un intrén CT-AC descrito es el del gen U83 del HHV-6 (Human Herpes Virus-
6) (French et al., 1999). Segun los autores cuando el HHV-6 infecta células humanas el gen U83 se
expresa y un intron CT-AC es escindido del transcrito. Se podria argumentar que existen proteinas
virales que lleven a cabo este proceso, pero los autores clonaron el gen U83 y lo transfectaron de
forma estable en la linea celular HaCaT (derivada de queratinocitos humanos). El resultado es que el
transcrito de U83 sigue sufriendo splicing. En genes de mamifero también se han reportado intrones
CT-AC. Siah-1 es un gen humano que tiene una variante de splicing en la cual, segun los autores, se
escinde un intron CT-AC. Esta variante generaria un codén de término prematuro y por tanto una

proteina trunca (Mei et al., 2007).

13. Actividad RdRP en células de mamifero
La segunda hipdtesis que se ha planteado para explicar la existencia de los mirrorRNAs es que
debe existir una actividad RdRP en células de mamifero (Cheng et al., 2005; Haussecker et al., 2008;

Merzendorfer et al., 1997; Rosok y Sioud, 2004; Volloch et al., 1996).

Una RdRP es una enzima que permite generar un transcrito de RNA utilizando como molde
otra molécula de RNA. En plantas y en C. elegans las RdRPs participan en la biogénesis de siRNAs
(Ahlquist, 2002). En mamiferos no existe un homologo de la RARP de C. elegans o de plantas y por
mucho tiempo se sugirié que no existiria una actividad RdRP en células de mamifero (Stein et al.,
2003). La actividad RdRP no es necesaria para la generacién de siRNAs enddgenos en mamiferos ya
gue los endo-siRNAs pueden provenir de dsRNAs formados por horquillas y NATs derivados de
pseudogenes (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008). Adicionalmente, en células de mamifero no
existe un proceso de amplificacién de los siRNAs. En cambio, en plantas y C elegans la introduccién de

siRNA (o de dsRNAs) puede inducir un silenciamiento sostenido por RdRPs que amplifican vy
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mantienen la produccion de nuevos siRNAs (Carthew y Sontheimer, 2009; Chapman y Carrington,

2007).

A pesar de lo anterior algunos grupos han postulado la existencia de actividad RdRP en células
de mamiferos. Se ha sugerido la presencia de esta actividad en células murinas de eritroleucemia
(Volloch, 1986; Volloch et al., 1987). Recientemente Kapranov et al. (2010a) reportaron la existencia
de un tipo de RNAs pequeiios, antisentidos al extremo 3’ de genes conocidos (aTASRs), utilizando
secuenciacién masiva de moléculas Unicas (Helicos). Estos RNAs pequefios antisentido poseen un
extremo 5’ poli-T, que coincide con el extremo 3’ poli(A) de sus transcritos sentido. Los autores
sugieren la existencia de una actividad RdRP que copie los mRNAs desde su extremo 3’ (incluyendo la

cola poliA) generando los aTASRs.

Pero queda preguntarse é¢qué proteina o complejos de proteinas podrian tener esta putativa
actividad RdRP en mamiferos? Se reporté que TERT y el RNA RMRP (RNA component of mitochondrial
RNA processing endoribonuclease) pueden formar un complejo que tiene actividad RdRP (Maida et
al., 2009). La proteina TERT es la subunidad catalitica de la telomerasa humana (que tiene actividad
transcriptasa inversa). EIl RNA RMRP forma parte de una endoribonucleasa procesadora del RNA
mitocondrial. El complejo ribonucleoproteico TERT-RMRP produce dsRNAs (lo demostraron para
RMRP) que pueden generar endo-siRNAs mediante DICER (Maida et al., 2009). Hasta el momento no

se ha demostrado que TERT genere dsRNAs de otros RNAs celulares.

Las RdRPs son esenciales en el proceso de replicacién de virus de RNAs que infectan células
de mamiferos (Ahlquist, 2002). Las RdRPs que permiten la replicacién de genomas virales vienen
codificadas en ese mismo genoma. Una notable excepcidn es el Virus de la Hepatitis Delta (HDV) (Lai,

2005; Taylor, 2009). El HDV es un virus con genoma de RNA y posee sélo un gen. Lo interesante es
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gue la proteina codificada en el genoma del virus de HDV (en realidad son dos isoformas una larga y
otra corta de la proteina HDAg) no tiene actividad RdRP. Estos descubrimientos llevaron a pensar que
la replicacion de HDV en las células humanas tenia que ser mediado por una polimerasa celular.
Actualmente, se sabe que la RNA pol Il es la responsable de la replicacion y transcripcion de HDV
mediante una actividad RdRP (Abrahem y Pelchat, 2008; Chang et al., 2008; Chang et al., 2006;
Filipovska y Konarska, 2000; Fu y Taylor, 1993; Greco-Stewart et al.,, 2007; Modahl et al., 2000;
Moraleda y Taylor, 2001). Se han realizado estudios cristalograficos para entender los mecanismos
moleculares que permiten la actividad RdRP de la RNA pol Il (Lehmann et al., 2007). La proteina HDAg
del virus de HDV es requerida para la replicacion del virus (Chao et al., 1990; Kuo et al., 1989). Se ha
planteado que HDAg se une directamente a la RNA pol Il y estimula la transcripcién mediante el
desplazamiento de NELF (negative elongation factor) promoviendo la elongacién por la RNA pol Il

(Yamaguchi et al., 2001).

Queda entonces preguntarse si algiin RNA celular puede ser utilizado como templado para la
actividad RdRP de la RNA pol Il, y si esta actividad podria cumplir alguna funciéon. El ncRNA B2 tiene
aproximadamente 180 nt y es transcrito por la RNA pol Il desde los SINE (short interspersed
elements) B2, que son elementos modviles que se presentan en un gran numero de copias en el
genoma de ratén (Kramerov y Vassetzky, 2005). Recientemente se demostré que la RNA pol Il
extiende el ncRNA B2 por 18 nt en su extremo 3’ utilizando como templado una regién interna del
mismo ncRNA B2. La extension del ncRNA B2 mediante la actividad RdRP de la RNA pol Il lleva a la

desestabilizacion del ncRNA B2 (Wagner et al., 2013).
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14. Transcripcidn antisentido de pseudogenes procesados
Aunque por el momento no ha sido planteada en la literatura, consideramos posible una
tercera alternativa que explique el origen de los mirrorRNAs. Es posible que los mirrorRNAs

provengan de la transcripcidn antisentido de pseudogenes procesados.

Los pseudogenes procesados provienen de un evento de retrotransposicion, en el cual el
mRNA de un gen es retrotranscrito y el cDNA resultante es insertado en el genoma. Los pseudogenes
procesados no poseen los intrones ni el promotor del gen desde el cual provienen (ya que son la
copia del mRNA que sufrid splicing) y pueden poseer una cola poli(A) en su extremo 3’ (Esnault et al.,
2000; Pink et al., 2011). El evento de retrotransposicidon de pseudogenes procesados es llevado a cabo

por la maquinaria enzimatica de los LINEs (Long interspersed elements) (Esnault et al., 2000).

Han existido multiples iniciativas para anotar los pseudogenes en el genoma humano (Karro
et al., 2007; Khelifi et al., 2005; Ohshima et al., 2003; Pei et al., 2012; Torrents et al., 2003; Zhang et
al., 2003). Segun la version 19 de GENCODE existen aproximadamente 10.500 pseudogenes
procesados en el genoma humano (Pei et al.,, 2012). Los pseudogenes procesados poseen, en
promedio, una identidad de secuencia del 80,3% con la zona codificante de su gen parental (Pei et al.,

2012).

Diversos reportes han demostrado que multiples pseudogenes procesados son transcritos en
los genomas de los mamiferos (Frith et al., 2006; Harrison et al., 2005; Kalyana-Sundaram et al., 2012;
Pei et al., 2012; Svensson et al., 2006; Zheng et al., 2007). Segun la versiéon 19 de GENCODE existen

442 pseudogenes procesados que son transcritos en el genoma humano.
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Interesantemente también se han detectado NATs provenientes de pseudogenes procesados
(Muro y Andrade-Navarro, 2010; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008; Zhou et al., 1992). Por lo
anterior parece plausible que algunos mirrorRNAs puedan provenir de pseudogenes procesados que

tengan un alto porcentaje de identidad de secuencia con su gen parental.

Considerando los antecedentes expuestos en esta tesis nos preguntamos si los mirrorRNAs
son un artefacto experimental o una nueva sorpresa que nos depara el mundo de los ncRNAs. Si los
mirrorRNAs son reales, écual o cudles serian los mecanismos mediante los cuales se estarian

generando?

La hipétesis de esta tesis doctoral es que en células de mamifero existen NATs que son
perfectamente complementarios a mRNAs maduros a lo largo de varios exones (mirrorRNAs) y que

los mirrorRNAs son producidos por la transcripcidén antisentido de pseudogenes procesados.

El objetivo general fue buscar, caracterizar y validar experimentalmente mirrorRNAs

presentes en el transcriptoma humano, y estudiar los mecanismos que podrian generar mirrorRNAs.

Los objetivos especificos de esta tesis son:
1. Buscary caracterizar mirrorRNAs en el transcriptoma humano.
2. Validar experimentalmente mirrorRNAs.

3. Estudiar la biogénesis de los mirrorRNAs.
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MATERIALES

1. Material Bioldgico
1.1 Bacterias

Las células quimiocompetentes E. coli DH5a: F* $80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17 (r, my’) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A fueron obtenidas de Invitrogen Corp.

(California, USA).

1.2 Células Eucariontes
HEK293 (CRL-1573): Linea celular derivada de un cultivo primario de rifién de embridn
humano transformado con un Adenovirus tipo 5 (Graham et al., 1977). Se obtuvo de ATCC (Manassas,

VA, USA).

HEK293T (CRL-11268): Linea celular derivada de células HEK293 y que expresa
constitutivamente el antigeno T grande del virus simio 40 (SV40) (DuBridge et al., 1987). Se obtuvo de

ATCC (Manassas, VA, USA).

PC12 (CRL-1721): Linea celular derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tischler,

1976). Se obtuvo de ATCC (Manassas, VA, USA).

Hela (CCL-2): Linea celular epitelial derivada de un adenocarcinoma humano. Fueron donadas

por la Dra. Maria Estela Andrés.
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COS7 (CRL-1651): Linea celular derivada de rindn de monos verdes africanos transformada

con SV40 (Gluzman, 1981). Fueron donadas por la Dra. Maria Estela Andrés.

1.3 Plasmidos
Se obtuvo el plasmido pGEM-T Easy Vector de Promega.
El plasmido pcDNA 3.1 fue donado por la Dra. Maria Estela Andrés.
Los plasmidos pTEJ8-U83B #52 y #61 fueron donados por el Dr. Hans Luttichau.
Los plasmidos U83A (clon 2-1-43) y U83B (clon HST-3-3) fueron donados por el Dr. Yuji

Isegawa.

14 RNA

XpressRef™ Human Universal Total RNA y XpressRef™ Mouse Universal Total RNA. Obtenidos
de SABiosciences.

FirstChoice® Human Total RNA Survey Panel (RNA total proveniente de 20 tejidos humanos
normales). Obtenidos de Ambion.

RNA de células MCF7 (HTB-22). Donado por la Dra. Reini Luco.

2. Reactivos e insumos de biologia molecular

Los reactivos e insumos de biologia molecular utilizados en la presente tesis fueron obtenidos
de los siguientes proveedores:

- Agilent Technologies: PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase.

- Ambion: DNasa Turbo DNA-free, FirstChoice® RLM-RACE Kit, RPA IlI™ Ribonuclease
Protection Assay Kit, Poly(A) Polymerase.

- Axygen Biosciences: AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit 250-prep.

- Becton Dickinson: Bacto™ Tryptone.
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- Gibco: Select Yeast Extract, Select Agar, Penicilina/estreptomicina/Glutamina 100X, Trypsin-
EDTA 10X, Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Horse Serum HS, Fetal Bovine Serum FBS, OPTI-
MEM®I+GlutaMax™-1 Reduced Serum Medium 1X, Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS).

- Invitrogen: Platinum® Taq DNA Polymerase, PCRx Enhancer System, enzimas de restriccion,
amortiguadores de reaccién de enzimas de restriccion, TRlzol, SYBR® Safe DNA gel Stain,
LipofectAMINE 2000.

- Merck: etanol, isopropanol, cloroformo.

- New England Biolabs: enzimas de restriccion, amortiguador para las reacciones de enzimas
de restriccion.

- Promega: pGEM®-T Easy Vector System, AMV Reverse Transcriptase.

- Roche Diagnostics: Transcriptor Reverse Transcriptase.

- Thermo Scientific: RevertAid™ Reverse Transcriptase, RevertAid Premium Reverse
Transcriptase, dNTP mix, dCTP, Oligo (dT) 18, GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder, Random Hexamer, Buffer de carga 6X, IPTG, X-GAL, GenelJET PCR Purification Kit,
GenelET Gel Extraction Kit, Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT).

- Winkler: agarosa, solucién TAE 50X.

- USBiological: Ampicilina.

-Sigma Aldrich: Actinomicina D.

3. Oligonucleédtidos
Los oligonucleétidos utilizados fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc.,

USA. Se detallan los oligonucledtidos en la Tabla I.



Tabla I. Oligonucleétidos utilizados en la presente tesis.
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Nombre Secuencia Experimento

QT CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC 3' RACE
TTTTTTTTTITTTTITTTT

Qo CCAGTGAGCAGAGTGACG 3'RACEy 5' RACE
Ql GAGGACTCGAGCTCAAGC 3'RACE vy 5' RACE
AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3'RACE
AP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTITTTTTITTTTTI 3' RACE
asBCMA-GSP3.1 AAAGTGGCACTGCTCGAGTCGAA 3'RACE
asBCMA-GSP3.2 AGAATGGTTGCGCCTTCCTCCATA 3'RACE
asUBR5-GSP3.1 TTGAGGGCATAGGCTGGAATCCTT 3'RACE y RPA
asUBR5-GSP3.2 CACATTGACTTCACCGCAGCCATT 3' RACE
askKRT8-GSP3.1 ACATTGGCAGAGCTAGCTGAGGTT 3'RACE
asKRT8-GSP3.2 TCCCATCACGTGTCTCGATCTTCT 3'RACE
asKRT8-GSP3.12 TGTTCCCAGTGCTACCCTGCATA 3'RACE
asCWC15-GSP3.1 CTGGGTTAAACCTATTCCCAAGTCC 3'RACE
asCWC15-GSP3.2 AGCCCACACACAATTTAGACAGGG 3'RACE y RPA
asRPS23-GSP3.1 TCAGCTGGACCCTTACACACTT 3' RACE
asRPS23-GSP3.2 TTGGCTGTTTGGCTTCAACTCC 3'RACE
asRPS11-GSP3.1 CAGACATGTTCTTGTGGCGCTT 3' RACE
asRPS11-GSP3.2 TTCTCGAAGCGGTTGTACTTGC 3'RACE y RPA
asCALR-GSP3.1 TGTCCTCATCATCCTCCTTGTCCT 3'RACE y RPA
asCALR-GSP3.2 CCTCCTCCTCTTTGCGTTTCTTGT 3'RACE
asSIDT2-GSP3.1 CCCAGCACAGAGAAGAAGATGACA 3'RACE y RPA
asSIDT2-GSP3.2 ATGCAGAGTCCGGCGATCATGTA 3'RACE
asDDX5-GSP3.1 AGTCCCTGTTGGATTACCAGTCCT 3'RACE y RPA
asDDX5-GSP3.2 AGCAGGCTAGAGTAACCTCTGTCA 3'RACE
asEIF3D-GSP3.1 TCTGTTTGGCACTCTTAGGCAGGA 3' RACE
asEIF3D-GSP3.2 ACGATCTTTGTCTCTGCGGAGGTT 3'RACE
QTg GAGGACTCGAGCTCAAGCGGGIIGGGIIGGGIIG 5' RACE
5' RACE Outer GCTGATGGCGATGAATGAACACTG 5'RACE
Primer
5' RACE Inner CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG 5' RACE
Primer
asBCMA-RT AGGAACGAATGCGATTCTCTGGAC 5'RACE
asBCMA-GSP5.1 ACGAATGCGATTCTCTGGACCTGT 5' RACE
asBCMA-GSP5.2 TTCTCTGGACCTGTTTGGGACTGA 5'RACE
asUBR5-RT AATGGCTGCGGTGAAGTCAATGTG 5' RACE
asUBR5-GSP5.1 AAGCTTCTGCAGTTCAAGCGTTGG 5'RACE y RPA
asUBR5-GSP5.2 CAGTTCAAGCGTTGGTTCTGGTCA 5' RACE
askKRT8-RT CCATTAAGGATGCCAACGCCAAGT 5'RACE
asKRT8-GSP5.1 TGGAGTCTGGGATGCAGAACATGA 5'RACE
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Nombre
asKRT8-GSP5.2
asCWC15-RT
asCWC15-GSP5.1
asCWC15-GSP5.2
asRPS23-RT
asRPS23-GSP5.1
asRPS23-GSP5.2
asRPS11-RT
asRPS11-GSP5.1
asRPS11-GSP5.2
asCALR-GSP5.1
asCALR-GSP5.2
asSIDT2-GSP5.1
asSIDT2-GSP5.2
asDDX5-GSP5.1
asDDX5-GSP5.2
asEIF3D-GSP5.1
asEIF3D-GSP5.2
qRPS23-R2
qRPS23-F2
ACTB-F
ACTB-R
ZNF165-F
ZNF165-R
BCL10-F
BCL10-R
NEFH-F
NEFH-R
PRRT-F
PRRT-R
BGN-F
BGN-R
LHX9-F
LHX9-R
RAB37-F
RAB37-R
SRCRB4D-F
SRCRB4D-R
B15Rik-F
B15Rik-R

Secuencia
GTATTCATACGAAGACCACCAGCG
AAGAAAGAGCTGAAGAGCAGGCCA
CAGGCCAGGAAGGAACAAGAACAA
ATTCTGAGCGGAAACCCTCTCCTT
ACGAGACCAGAAGTGGCATGAT
AGAAAGCTCATTTGGGCACAGC
AGTGTGTAAGGGTCCAGCTGAT
TCCCGCGGTACTACAAGAACAT
TACAAGAACATCGGTCTGGGCT
TTCAAGACACCCAAGGAGGCTA
ATCACCAACGATGAGGCATACGCT
ATACGCTGAGGAGTTTGGCAACGA
GCTCAGTGCTTGCTATCATGTGTG
CTGCCTGGCCATTGTCATCTTCTT
TGGAAGAACTGCTCGCAGTACCAA
AGCGACCTTATCTCTGTGCTTCGT
AGGAACCTCCGCAGAGACAAAGAT
TCCTGCCTAAGAGTGCCAAACAGA
CAGCATGACCTTTGCGACC
GTACCCAATGACGGTTGCTTG
CTGGGACGACATGGAGAAAA
AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC
CCTGCTGCGTGGGCTTCAATTTCA
ACTGCTCTAGCACCAGCAGTTCCA
CAGGTTGCTTCTTACACAGCGCCA
ACAAGGGTGTCCAGACCTTTTGGGT
GCCGAAAGTGGGTTTGATGACAATG
TTTCAGTGCCTCCAGCTCTGTGGT
CTCCCTAGCTGACTTGCTCCCTCC
GCCCACTGTGTGCCCTTCTCATTC
CGTGTCTCTGCTGGCCCTGA
TGGAGTAGCGAAGCAGGTCCT
CAGGAGCAGTCCCCAACCCAATCT
CGGTCCAAGTGGTCTGCCTCATTC
GACCAGCGCCAAGACTGGCA
CCCAAACTGGAGCCGCTGACTG
GTGTGCGACGATGACTGGGACTTT
GCGTGGTCTCAGAACCATCCTGCT
CTGCCAGGAAGTCTGGTATGATGT
TACCCTCATGATGACGCTGTGCT

Experimento
5' RACE
5' RACE
5' RACE
5'RACEy RPA
5' RACE
5' RACE
5' RACE
5' RACE
5' RACE y RPA
5' RACE
5' RACE y RPA
5' RACE
5' RACE y RPA
5' RACE
5' RACE y RPA
5' RACE
5' RACE
5' RACE
RPA
RPA
RPA
RPA
Validacion Intrones
Validacién Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacién Intrones
Validacion Intrones
Validacién Intrones
Validacion Intrones
Validacién Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
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Nombre
M22Rik-F
M22Rik-R
Alb-F

Alb-R

Ftl1-F

Ftl1-R
Kcnk7-F
Kcnk7-R
Mrps7-F
Mrps7-R
Nipsnap1-F
Nipsnap1-R
Rab2b-F
Rab2b-R
Rtkn-F
Rtkn-R
PXR-F

PXR-R
U83B-F
U83-R
rUcn-F
rUcn-R
U83B-clon-F
U83B-clon-R
U83A-clon-F
U83A-clon-R

U83B-AS-clon-F
U83B-AS-clon-R

Secuencia
AGATGCCTTCCGAGCTGTCCTAAA
GAGCCATCTTTCAGCCCTTGCTTT
GTTGTGCAGAGGCTGACAAGGAAA
GGCTAAGGCGTCTTTGCATCTAGT
CTTGGCCATGGAGAAGAACCTGAA
TGCCTAGTGGCTTGAGAGGTTCAT
TTCTGTGTGGTCTATGCAGCCCTT
TTCTTCAAGCACTCCTTGGTGCCT
AGGATCTTCCACGAGGCACTCAAA
AGCACTCTCCGTCCTTAACTTCCA
AAGCTGGTTCCGTTCCCTCTTTGT
ATTTCGAGTCTCCTCCCGAGATTG
TCAGTTTACCGACAAGCGGTTCCA
TTCCCTTACCAGGCTTGCCTTACA
TCTCTGCATGATCCAGCCCACT
ATCCTGTTGCTGGTTCCTCTCACA
GCTGGTGATTGGCACCGTCATAAA
GCATGGTTCCAGCTTTCTTTGGGT
CGATGCGGAGCTGTCTTCAG
ATTCAAGACTTGTCGGCGATGC
TGCACTGGATAGACACTCCG
TCACTTGCCCACCGAATCGAA
ATATATCTCGAGATTGGTATGGCTATCGGATT
ATATATAAGCTTTTTCATGATTCTTTGTCTAATITCG
ATATATGAATTCATTGGTATGGCTATCGGATT
ATATATGGATCCTTTCATGATTCTTTGTCTAATTTCG
ATATATGAATTCTCATGATTCTTTGTCTAATTTCGACAATC
ATATATGGATCCATGTTCATTTGGCTTTTTATTGTTTTTTT

Experimento
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones
Validacion Intrones

Minigenes
Minigenes
Minigenes
Minigenes

Clonamiento

Clonamiento

Clonamiento

Clonamiento

Clonamiento

Clonamiento
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Medios de Cultivo

Cultivo bacteriano, medio LB

Triptona 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl 10g/L

Se disolvié todo en 1 L de agua destilada, se ajusté a pH 7,0 con NaOH y se esterilizé en

autoclave a 21 Ib/puI2 durante 30 min.

4.2

42.1

Cultivo de células eucariontes
Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM base)

Se reconstituyo el DMEM base en polvo en 950 mL de H,O desionizada estéril, se agregaron

3,7 g de NaHCOs;, y se ajustd el pH a 7,2. Una vez completado el volumen a 1 L se esterilizd la mezcla

por filtracidn en filtros de 0,2 um.

4.2.2

Medio de crecimiento para las células HEK293, HEK293T, HelLa y COS7.

Para 100 mL:

DMEM base 89 mL
Suero Bovino Fetal (FBS) 10 mL
Penicilina Estreptomicina 1mL

Una vez completado el volumen se esterilizd la mezcla por filtracidn en filtros de 0,2 pm.
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4.2.3 Maedio de crecimiento para células PC12

Para 100 mL:

DMEM base 84 mL
Suero de caballo (HS) 10 mL
Suero Bovino Fetal 5mL
Penicilina Estreptomicina ImL

Una vez completado el volumen se esterilizé la mezcla por filtracion en filtros de 0,2 um.

5. Material Fungible
- Axygen: Tubos de PCR 0,2 mL.
- Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA: tubos de 15 y 50 mL; pipetas estériles desechables de 10
mL, placas de cultivo celular de 100 mm (353003 y 353803), tubos de poliestireno 14 mL para

crecer bacterias (352057).
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METODOS

1. Analisis bioinformaticos
1.1 Busqueda de mirrorRNAs en ESTs y cDNAs humanos
1.1.1 Busqueda de intrones mirror

Se descargaron los datos de alineamientos de ESTs y cDNAs de humanos generados por BLAT
desde el UCSC Table Browser (Karolchik et al., 2004). Utilizando la plataforma web Galaxy (Giardine et
al., 2005) se extrajeron las coordenadas, hebra y dinucleétidos de cada uno de los intrones presentes
en los alineamientos de los ESTs y cDNAs. Se identificaron pares de intrones que tuvieran las mismas
coordenadas pero estuvieran en hebras distintas. Dentro de esos pares el intron antisentido

(identificado por tener los dinucleétidos CT-AC o CT-GC) se le denominé intrén “mirror”.

1.1.2 Identificacion de ESTs y cDNAs poliadenilados

Para identificar la hebra desde la cual provenian las secuencias de ESTs y cDNAs, se
identificaron aquellas secuencias que poseen una cola 3’ poli(A). En primer lugar desde el UCSC Table
Browser se descargaron las tablas: estOrientinfo y mrnaOrientinfo. A partir de esta tabla se
seleccionaron ESTs y cDNAs que tuvieran una cola 3’ poli(A) de al menos 6 nt. Como filtros
adicionales se exigid: que el término del alineamiento de las secuencias al genoma no estuviera a mas
de 1 nt del inicio de la cola poli(A), que la cola poli(A) tuviera al menos 4 adeninas que no estuvieran
en el genoma y que no hubiera un tramo gendémico de mas de 6 adeninas antes del inicio de la cola

poli(A).
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1.1.3 Identificacién de genes con ESTs y cDNAs mirror

Para la identificacién de putativos mirrorRNAs se seleccionaron los ESTs y cDNAs
poliadenilados que sdlo poseian intrones mirror. Posteriormente se le asignd el nombre del gen
desde el cual podria haberse derivado el mirrorRNA utilizando la tabla ReflLink descargada del UCSC

Table Browser y desde la herramienta web ID Converter (Alibes et al., 2007).

1.2 Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-Seq
1.2.1 Generacion de una biblioteca de SJs

A partir de datos de RefSeq de humano se generd una biblioteca con todas los SJs de humano.
Se generaron tags de 184 nt (92 nt para cada lado del SJ) utilizando la anotacidn de RefSeq y un script
escrito en Python. Tags con secuencias repetitivas o de baja complejidad fueron detectadas y
excluidas con los programas DustMasker (Morgulis et al., 2006) y RepeatMasker (Chen, 2004).
Ademas se excluyeron los tags de secuencias de RefSeqs anotadas de forma inversa (que poseian sélo
intrones CT-AC). Se generd una biblioteca de SJs como control negativo, para lo cual se invirtié el

orden de los exones en los tags generados.

1.2.2 Alineamiento de datos de RNA-Seq a la biblioteca de SJs, pseudogenes procesados y al
genoma humano

Se utilizaron datos de RNA-Seq hebra especifica del proyecto lllumina Body Map 2.0 (IBM 2.0)
(Tabla S1) y datos del proyecto ENCODE (Tabla S2). Los datos de RNA-Seq fueron procesados
utilizando Galaxy. Se les removieron los adaptadores y los nucledtidos de baja calidad en el extremo
3’ (con un Phred quality score < 10). Las lecturas con menos de 50 nt fueron removidas. Se alinearon
las lecturas a las bibliotecas de SJs utilizando Bowtie (Langmead et al., 2009) con las opciones -a --best
--strata, permitiendo hasta 2 mismatches. Las lecturas fueron separadas entre las que alineaban a la

hebra sentido y las que alineaban a la hebra antisentido. Las lecturas que alinearon antisentido a los
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SJs fueron seleccionadas y posteriormente alineadas al genoma humano de referencia (hg19) y a los
pseudogenes procesados presentes en la anotacion de GENCODE v12 (la anotacidn generada por los
pipelines de GENCODE, Yale y UCSC). Se clasificaron las lecturas en las que alineaban mejor a SIs que a
los pseudogenes procesados, las que alineaban con igual score y las que alineaban mejor a
pseudogenes procesados que a SJs. Aquellas lecturas que alineaban mejor al genoma que alas Sls o a
los pseudogenes procesados fueron descartadas. Posteriormente se asignd a cada lectura el nombre

del gen desde el que provenia el SJ o el pseudogen procesado.

13 Analisis de Gene Ontology

Para realizar el andlisis de Gene Ontology se generd una lista de confianza de genes desde los
gue se podrian derivar mirrorRNAs. Para esto se seleccionaron genes que tuvieran al menos un cDNA
o dos secuencias ya sean ESTs y/o lecturas de RNA-Seq mirror. Para el anélisis de Gene Ontology se

utilizé la plataforma Web GOrilla (Eden et al., 2009).

1.4 Busqueda de siRNAs endogenos derivados de mirrorRNAs

Se utilizaron datos de RNA-seq de RNAs pequefios producidos por el proyecto ENCODE (Tabla
S3). Los datos fueron procesados utilizando FASTX-Toolkit y scripts escritos en Python. La libreria de
RNA-seq de ENCODE fue construida utilizando un protocolo en el cual se ligé un adaptador en el
extremo 5’ de los RNAs pequeiios y se le realizd una poliadenilacién in vitro en el extremo 3’, para
posteriormente realizar un RT utilizando un partidor con un adaptador (Djebali et al., 2012). Por ello
los datos crudos debieron ser pre-procesados para remover las secuencias propias del proceso de
generacién de la  biblioteca. En primer lugar se removié el adaptador 3’
AAAAAAAAAAAAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGA. Las lecturas en las cuales no se
reconocid una secuencia adaptadora fueron analizadas y si existian 6 o mas “As” seguidas se les

realizé un trim. Se eliminaron todas las secuencias de menos de 22 nt (al menos 16 nt de secuencia
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del RNA y 6 nt del adaptador 5° NNNNCG). Para garantizar la especificidad de hebra de las secuencias
analizadas sélo se utilizaron secuencias que tuvieran el adaptador 5’ y que no tuvieran un tramo de
poli(A) gendmico rio abajo del lugar de alineamiento. Se alinearon las secuencias al genoma humano
de referencia (hg19) mas la biblioteca de SJs. Se analizaron todas las lecturas que alinearan a los Sls
de forma Unica (sélo a un SJ y a ningun otro lugar del genoma). Finalmente para buscar posibles
siRNAs enddgenos derivados de mirrorRNAs se buscaron lecturas antisentido a SJs que alinearan de

forma Unica y que no tuvieran mismatches.

1.5 Busqueda de antisense termini-associated short RNAs (aTASRs)

Para buscar aTASRs se utilizaron datos de RNA-Seq de IBM 2.0 (Tabla S1) y de RNAs pequefios
producidos por el proyecto ENCODE (Tabla S3). Los datos de IBM 2.0 recibieron el mismo pre-
procesamiento descrito en la seccidn 1.2.2. Se seleccionaron todas las lecturas que en su extremo 5’
tuvieran al menos 6 “Ts” continuas. Las lecturas seleccionadas fueron alineadas al genoma humano
de referencia (hg19) de forma cruda y ademas removiendo las Ts del extremo 5’. Se seleccionaron las
lecturas que soélo alineaban al genoma cuando las “Ts” 5’ eran removidas. Se cruzaron los
alineamientos con las coordenadas de los extremos 3’ de transcritos conocidos y con sitios de
poliadenilacién predichos, segun la anotacion de GENCODE v17. Los datos de RNAs pequefios de
ENCODE que se utilizaron fueron los mismos que se describieron en la seccién 1.4 y el analisis

posterior para buscar aTASRs es el mismo que el descrito para los datos de IBM 2.0.
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2. PCR
2.1 Amplificacion de DNA por PCR para clonamientos

Para amplificar el DNA que fue luego insertado en los vectores recombinantes, se utilizo la
técnica de PCR. Se utilizé la enzima PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase (Agilent Technologies) en

reacciones de 50 L, siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2 PCR cualitativo

La presencia o ausencia de los transcritos en muestras de cDNAs fue determinada mediante
PCRs cualitativos utilizando partidores especificos (Tabla I). Para la reaccion se incubé 1uL de cDNA,
0,5 pL de dNTPs (10 mM de cada uno), 1 plL de cada uno de los partidores (10 uM), 0,75 pL de MgCl,
50 mM, 2,5 uL Buffer 10X, 0,15 plL de Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen) y 18,1 uL de H,0.
Se llevaron a cabo las reacciones de PCR en un termociclador (G-STORM 482) con un protocolo de
touchdown descrito en Korbie y Mattick (2008). Las condiciones utilizadas durante el PCR variaban
dependiendo de los partidores utilizados y el tamafio del producto esperado. Una alicuota de 10 plL

del producto de PCR se analizé por electroforesis en geles de agarosa.

3. Electroforesis de DNA
3.1 Geles de agarosa

Se realizé la separacidon de fragmentos de DNA por electroforesis en geles horizontales de
agarosa (1-2%) preparados en amortiguador TAE (Tris-HCI 40 mM, EDTA 2 mM, CH;COONa 20 mM
ajustado a pH 8,0 con acido acético glacial) y con SYBR Safe (Invitrogen, life technologies) como

marcador de DNA. Los geles analiticos tuvieron un espesor de 5 mm y los preparativos de 5a 10 mm.
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Se sometieron los geles a electroforesis cubiertos por solucion amortiguadora TAE a 80-100V.
Se cargaron las muestras en el gel preparadas en 0,2 volimenes de amortiguador de carga 6X. Y se

utilizé como estandar de peso molecular 100bp plus de Thermo Scientific.

3.2 Visualizacion de DNA
Se visualizaron las bandas de DNA en un transiluminador UV. Se fotografiaron los geles bajo

luz UV utilizando el sistema KODAK Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290.

4, Purificacion de fragmentos de DNA

Para la purificacion de productos de PCR y fragmentos derivados de reacciones enzimaticas se
utilizé el GenelET PCR Purification Kit. Este kit esta basado en la unidn del DNA a un gel de silica en
condiciones de alta concentracidn de sales. Para esto se agregd al DNA un volumen de amortiguador
de fijaciéon y un volumen de isopropanol y se depositd esta solucién en una columna GenelET que se
centrifugd a 12.000 g durante 1 min. Se elimind el filtrado y se aplicaron 800 pL de amortiguador de
lavado a la columna, la cual fue centrifugada a 12.000 g durante 1 min. Una vez descartado el filtrado
se centrifugd la columna nuevamente a 12.000 g durante 1 min. Finalmente se eluyd el DNA con 30-

50 uL de amortiguador de elucidn (Tris-HCI 10 mM, pH: 8,5) centrifugando durante 1 min.

5. Determinacion de la concentracién del DNA/RNA

Se determind la concentracion de DNA por espectrofotometria, realizando mediciones de
absorbancia a 260 nm. Ademas se considerd el valor de la razén DO,e,/D0,s0 como referencia del
grado de pureza de la preparacién. Para el DNA doble hebra se utilizé la relacion 1 DO,g= 50 pg/uL.

Para el RNA se considerd la relacion 1 DOygo= 40 pg/puL.
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6. Tratamientos enzimaticos del DNA
6.1 Digestiones con enzimas de restriccidon

Se incubaron entre 0,2 y 2 ug de DNA con 5 unidades de enzima de restriccion en un volumen
final de 20 L, segin las condiciones indicadas por el proveedor. El tiempo minimo de incubacidon fue
de 2 horas a la temperatura correspondiente, segln la enzima utilizada (generalmente 37 °C). En el
caso de las digestiones preparativas, se incubaron entre 1 y 15 pug de DNA con 5-10 unidades de
enzima por un minimo de 3 horas. Se verificaron las digestiones analizando alicuotas del volumen de

digestidn por electroforesis en gel de agarosa.

6.2 Ligacion de fragmentos de DNA con DNA ligasa del bacteriéfago T4

La ligacién de fragmentos de DNA para la generacién de plasmidos recombinantes fue llevada
a cabo utilizando el vector pcDNA3.1. Luego de digerir el vector y el inserto con las enzimas de
restriccion adecuadas, se mezclaron los fragmentos de DNA en una relacién molar de 3:1 (inserto:
vector) en cantidades no superiores a 250 ng de DNA total. A esta mezcla se le agregaron 5 pL de T4
DNA Ligation Buffer 2X y H,0 para completar 10 pL. Se agit6 la mezcla y se agregd 1 uL de T4 DNA

Ligasa.

Para ligar los fragmentos se incubd la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente. Para la

transformacion de E. coli DH5a competentes se utilizaron 2-5 pL de la reaccion.

7. Crecimiento y cultivo de Escherichia coli
Se crecieron las cepas de E. coli utilizadas a 37 °C en placas con medio LB con agar al 1,5% p/v
y luego se las mantuvo a 4 °C. Las condiciones normales de crecimiento en medio liquido fueron en

medio LB con agitacion (250 rpm) durante toda la noche. Las cepas de E. coli transformadas con los
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distintos plasmidos fueron crecidas en medio LB con ampicilina 50 ug/mL. Para su conservacion por
tiempos prolongados se las guardé en medio LB con glicerol al 14% v/v en tubos Eppendorf estériles a

-80 °C.

8. Obtencion de plasmidos recombinantes
8.1 Transformacion de células competentes de E. coli DH5a

En un tubo de microcentrifuga estéril, se mezclaron 5AL de una suspenéin de células
competentes, con 50 a 100 ng de DNA. Se incubd la mezcla por 30 min en hielo, luego se dio un pulso
de calor (42 °C por 45 seg) y posteriormente se mantuvo por 2 min en hielo. A continuacién se
agregaron 950 pL de medio LB y se incul® a 37°C con agitacion por 1 hora. De este cultivo se sembré
una fraccién de 100 a 20QuL en placas con LB agar al 1,5% que contiene como medio de seletai

ampicilina y se incubd posteriormente por toda la noche a 37 °C.

8.2 Crecimiento de las cepas bacterianas para amplificacion de plasmido
Se prepard un indculo de un clon de E. coli en 5 mL de medio LB con ampicilina 50 pg/mLy se

dejo crecer toda la noche con agitacién a 37 °C.

8.3 Seleccidn de clones positivos mediante PCR en cultivo

Para seleccionar cudles colonias de bacterias tienen un plasmido recombinante
correctamente ligado, se realizé PCR en cultivo. Para ello se hizo una reaccién de PCR con Taq
polimerasa en condiciones normales, usando los partidores adecuados y 1 uL de cultivo saturado de

E. coli.
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8.4 Purificacion de plasmidos a pequeiia escala (Miniprep)
Se realizd la preparacion de plasmidos a pequefia escala utilizando el kit AxyPrep Plasmid
Miniprep Kit de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se eluyé el DNA plasmidial purificado en 80

uL de amortiguador EB.

8.5 Generacion de un vector de expresion con el gen U83

Los plasmidos de expresion del gen U83 del virus herpes humano 6 (HHV-6) fueron
construidos clonando un fragmento del gen en el vector de expresiéon pcDNA3.1, utilizando PCR con
partidores especificos (Tabla ). Ya que existen dos variantes principales del virus la Ay B, se cloné el
gen U83 de las dos variantes. El plasmido con el DNA del gen U83A fue donado por el Dr. Yuji Isegawa
y el del gen U83B fue donado por el Dr. Hans Luttichau. Ademas se generd un vector con una versién
antisentido del gen U83B en el vector pcDNA3.1. Se confirmaron las secuencias de los pldsmidos

generados por secuenciacion.

9. Extraccion de RNA desde células en cultivo

Se retird el medio de las células cultivadas en placas de 100 mm, se lavd con 2 mL de PBS y se
agregaron directamente sobre las células 2-3 mL de reactivo TRIzol, para posteriormente colectar la
solucién en un tubo de 1,5 mL. Se incubd el homogeneizado de células por 5 min a 30 °Cy en seguida
se agregaron 0,2 mL de cloroformo. Se agitaron los tubos vigorosamente y luego se incubaron por 3
min a 30 °C. Se centrifugaron las muestras a 12.000 g por 15 min a 4 °C y luego se extrajo la fase
acuosa que contiene el RNA a un tubo nuevo. A esta fase se le agregaron 0,5 mL de isopropanol por
cada 1 ml de TRIzol, para precipitar el RNA, y se incubd por 1 hora a -20 °C. Se centrifugd a 12.000 g
por 10 min a 4 °C y se elimind el sobrenadante. Se lavé el precipitado de RNA con 1 mL de etanol 75%

frio, y se centrifugd a 7.500 g por 5 min a 4 °C. Para conservar el RNA por tiempo prolongado se
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guardd a -20 °C precipitado en etanol. Para su utilizacién inmediata se retird el etanol y se secé el

RNA por aireacidn. Finalmente se resuspendid el RNA en 40 pL de H,0 libre de nucleasas.

10. Remocidon del DNA gendmico

Todas las muestras de RNA fueron sometidas a un tratamiento con la DNasa Turbo DNA-Free
(Ambion), para la remocién del DNA gendmico o plasmidial contaminante. Para ello, el volumen total
de RNA fue tratado con DNasa siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se utilizd el RNA

para una reaccién de RT-PCR o se almacend a -80 °C.

11. Sintesis de cDNA

Se llevaron a cabo las reacciones de RT utilizando las enzimas RevertAid™ Reverse
Transcriptase (Thermo), Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche), AMV Reverse Transcriptase
(Promega) o RevertAid Premium Reverse Transcriptase (Thermo), siguiendo las instrucciones de cada
fabricante. Se realizaron las reacciones utilizando una mezcla de oligo dT (0,5 ug) y random primers
(0,2 pg) o un partidor gen especifico, dependiendo del experimento. Se utilizé entre 1y 2 ug de RNA.

Los cDNAs fueron guardados a —20 °C o utilizados en una reaccién de PCR.

12. Cultivo de células eucariontes
12.1 Mantencion y condiciones de crecimiento de células eucariontes

Se cultivaron las lineas celulares HEK293, HEK293T, Hela y Cos7 en medio DMEM FBS 10%.
Las células fueron mantenidas en un incubador NUAIRE modelo Nu-4750 a 37 °C y 5% de CO,. Se

cultivaron las células PC12 en DMEM HS 10%FBS 5% en incubador a 37 °Cy 10% de CO,.
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12.2 Descongelamiento de lineas celulares

Para iniciar un cultivo celular los viales que contenian a las distintas células fueron
descongelados a 37 °C. Luego se resuspendieron las células rapidamente en 5 mL de medio base y se
centrifugd durante 5 min a 1000 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante se resuspendié el
sedimento en 8 mL de DMEM FBS 20% y se cultivaron las células en placas de 10 cm de diametro a 37

°Cy 50 10% de CO,, dependiendo del tipo celular.

12.3 Congelamiento de lineas celulares

Para almacenar las células durante periodos prolongados, éstas fueron congeladas de la
siguiente manera: una vez que las células alcanzaron la confluencia en una placa de 10 cm se retiré el
medio de cultivo, se lavd con 3 mL de amortiguador salino fosfato (PBS, NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM,
Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, pH 7,4) y después de aspirado éste, se agregd 1 mL de tripsina
0,25% a la placa. Una vez despegadas las células de la placa, se las resuspendié en 2 mL de DMEM
FBS 10%. A estas células se les agregd un volumen de una solucién FBS 90%, DMSO 10%.

Inmediatamente las células fueron guardadas en criotubos y congeladas a -80 °C.

12.4 Transfeccion de células eucariontes

La transfeccidn de células eucariontes fue realizada utilizando el reactivo LipofectAMINE 2000
(Invitrogen). Para la transfeccion en placas de 6 pocillos, en el caso de la linea celular HEK293 se
sembraron el dia anterior entre 5x10° y 7x10° células por pocillo. EI complejo DNA-liposoma fue
preparado de la siguiente manera: se disponia 1 ug de DNA de vector de expresiéon en un volumen de
60 pL con agua libre de nucleasas. En ambiente estéril bajo campana se agregaron 90 ulL de
OptiMEM. Paralelamente se combinaron 150 plL de OptiMEM y 3 ulL de LipofectAMINE 2000. Se dejé

reposar esta mezcla por 5 min y se mezclé con la solucion DNA-OptiMEM, dejando 20 min a
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temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo la mezcla DNA-liposoma fue vertida en gotas

directamente sobre el medio de cultivo.

13. 3' RACE

El protocolo de 3’ RACE fue adaptado del sugerido por (Scotto-Lavino et al., 2006). Las
reacciones de RT fueron realizadas con la enzima RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo
Scientific), se utilizaron 2 pg de Human Universal RNA (SAbiosciences) y ActD a una concentracion
final de 6 pg/ml. Como partidor para la reaccion de RT se utilizé QT (Tabla 1) excepto para asKRT8 en
donde también se usé el partidor AP. Como controles negativos se utilizaron reacciones a las que no
se les agregd RT. Los cDNAs obtenidos eran purificados utilizando GenelET PCR Purification Kit, para
remover la ActD. Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando un protocolo de Touchdown PCR
(Korbie y Mattick, 2008). Se utilizd una temperatura de desnaturacion inicial de 68°C bajando 1°C por
cada ciclo hasta llegar a 58°C, para después seguir con 25 ciclos adicionales a 58°C. Los tiempos de
elongacién utilizados fueron de 2 minutos. Se utilizé 1 pL de una dilucion 1/10 del producto del
primer PCR, para la segunda ronda de amplificacion, que se realizé en un volumen total de 50 pL. Los
productos del segundo PCR del 3’ RACE fueron analizados en geles de agarosa 1,5%. Algunos
productos de PCR fueron clonados directamente en un vector pGEM-T easy Vector. En otros casos se

purificaron bandas especificas y éstas fueron clonadas en un vector pGEM-T easy Vector.

14. Poliadenilacion de RNA in vitro
Se utilizaron 5 pg de Human Universal RNA (SAbiosciences) el que fue poliadenilado in vitro
utilizando la enzima Poly(A) Polymerase (AMBION) siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA

poliadenilado fue utilizado posteriormente para reacciones de 3° RACE.
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15. 5’ RLM RACE
RNA de células humanas MCF7 fue sometido a 5" RLM RACE. Para este experimento se utilizo
First Choice RLM-RACE kit (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como control

negativo de la reaccidn se utilizé cDNA de células MCF7.

16. RPA-RT-PCR

Se llevd a cabo el protocolo de RPA utilizando 20 pug de RNA total de células HEK293T y RPA
™ Ribonuclease Protection Assay Kit. Se siguieron las instrucciones del fabricante, pero no se
adiciond una sonda antisentido, ya que se esperaba detectar RNAs doble hebra formados por
mirrorRNAs y sus correspondientes mRNAs sentido. El RNA que no se digirid durante el RPA fue
precipitado y utilizado para una reaccion de RT utilizando random primers. El cDNA fue utilizado para

reacciones de PCR cualitativas para genes especificos.
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RESULTADOS

1. Busqueda y caracterizacion de mirrorRNAs en el transcriptoma humano
1.1.1 Busqueda de mirrorRNAs en ESTs y cDNAs de humano

Para identificar la presencia de mirrorRNAs en el transcriptoma humano se utilizaron datos de
alineamientos de ESTs y cDNAs generados por BLAT y que fueron descargados del UCSC “Table
Browser” (Fujita et al., 2011). La estrategia utilizada para encontrar mirrorRNAs y diferenciarlos de
otros NATs consistid en buscar secuencias antisentido que tuvieran intrones en las mismas

coordenadas que transcritos sentido pero en la hebra complementaria (Fig. 3A y 3B).

En la Tabla Il se resumen los resultados obtenidos en la busqueda de mirrorRNAs. En la
busqueda inicial se detecté un gran nimero de ESTs inversos (poseian intrones en las mismas
coordenadas que genes sentido pero en la hebra opuesta), de hecho el 7,3 % de los ESTs y el 1,6 % de
los cDNAs analizados es inverso. Esto ocurre porque muchas de las bibliotecas de ESTs reportadas

fueron preparadas con métodos que no son hebra especifica (Shendure y Church, 2002).

Cabe preguntarse: éCémo diferenciar un mirrorRNA real de un EST o cDNA anotado en la
hebra equivocada? Para ello se buscaron ESTs y cDNAs antisentido que tuvieran en su extremo 3’ una
cola poli(A) que no esté codificada en el genoma y que permitiera determinar con mayor seguridad la
orientacion real de la secuencia (Fig. 3C). Sélo un 1,8 % de todos los ESTs y cDNAs analizados posee
una cola poli(A) no gendmica en su extremo 3’ (Tabla Il). De las 144.732 secuencias que poseen una
cola poli(A) se encontraron 97 secuencias que podrian ser mirrorRNAs. En la Tabla S4 se detalla

informacién para cada una de las secuencias encontradas. Las 97 secuencias encontradas provienen
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Coordenadas del intron Hebra cDNA
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Figura 3. Estrategia utilizada para buscar mirrorRNAs en datos de ESTs y cDNAs de humano. (A) La
estrategia utilizada para encontrar mirrorRNAs consistié en buscar secuencias antisentido que
tuvieran intrones en las mismas coordenadas que transcritos sentido pero en la hebra
complementaria, como se aprecia para el cDNA mirror BM971024. (B) Esta imagen obtenida del UCSC
Genome Browser muestra el alineamiento del cDNA mirror BM971024 al genoma humano.
BM971024 es antisentido al gen CWC15 (y a al cDNA AF161497). Las coordenadas de los dos ultimos
intrones del gen CWC15 son las mismas que la de los intrones del cDNA BM971024. En negro se
muestran bloques de alineamiento entre un cDNA y el genoma, en rojo se indican los mismatches, en
naranjo las inserciones, las secuencias terminales y las cola poli(A) de un cDNA que no alinean al
genoma se muestran en purpura y verde respectivamente. Esta codificacion de colores se utilizé en
todas las imdagenes obtenidas de UCSC Genome Browser. (C) Debido a que los ESTs y cDNAs pueden
estar anotados en la hebra equivocada, se buscaron secuencias antisentido que tuvieran en su
extremo 3’ una cola poli(A) que no esté codificada en el genoma, para asi determinar con mayor
seguridad la orientacion de la secuencia.



TABLA Il. Busqueda de mirrorRNAs en datos de cDNAs y de ESTs de humano.

ESTs 7.576.295
ESTs inversos 553.965
cDNAs 311.625
cDNAs inversos 4.916
ESTs y cDNAs totales 7.887.920
ESTs y cDNAs inversos 558.881
ESTs y cDNAs con cola 3' poli(A) 144.732
ESTs y cDNAs mirror (inversos y con cola 3' poli(A)) 97
Genes con ESTs y cDNAs mirror 68
ESTs y cDNAs pseudo-mirror 10
Genes con ESTs y cDNAs pseudo-mirror 5
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En la Tabla se resumen los hallazgos de la busqueda de mirrorRNAs en datos de cDNAs y de

ESTs de humano alineados al genoma humano con BLAT.
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de 68 genes distintos. En la Tabla Il se detalla la lista de estos genes y las secuencias mirror

encontradas.

En la Figura 4A-C se muestran ejemplos de alineamientos de ESTs y cDNAs mirror a los genes

B2M (Fig. 4A), GASS5 (Fig. 4B) y RPS23 (Fig. 4C).

1.1.2 Seiales de poliadenilacion en mirrorRNAs

Se analizaron las 97 secuencias de mirrorRNAs encontradas en busqueda de posibles sefiales
de poliadenilacion (se busco la sefial AATAAA en los ultimos 40 nt de la secuencia). Se encontré que
sélo 3 de las 97 secuencias tienen una sefial de poliadenilacion consenso (3,1%) (Tabla S5). En cambio
al analizar todos los ESTs y cDNAs con cola poli(A) se encontrd que 90.607 secuencias tienen la sefial

de poliadenilacion candnica de un total de 144.732 (62,6%).

1.1.3 Los mirrorRNAs pueden provenir de pseudogenes procesados presentes en el genoma
humano

En la busqueda de mirrorRNAs se identificaron 10 ESTs que eran complementarios a mRNAs
procesados, pero que ademads alineaban igual o mejor a pseudogenes procesados presentes en el
genoma de referencia. En la Tabla S6 se detalla la informacién de estas secuencias y de los
pseudogenes procesados a los cuales alinean. Para diferenciar a los mirrorRNAs de estos casos en
donde las secuencias detectadas son mas similares a pseudogenes procesados que a genes sentido
procesados, se les denominard pseudo-mirrorRNAs. En la Figura 5A-B se muestra el ejemplo de la
secuencia DR978583 que alinea como mirrorRNA al locus del gen DGKZ, pero que ademas alinea a un

pseudogen procesado de DGKZ con un mejor puntaje de alineamiento (Fig. 5C-D).
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Tabla lll. Genes humanos que poseen evidencia de poseer mirrorRNAs a partir de datos de ESTs y

cDNAs.

Gen N° de Secuencias
secuencias

RPS25 5 AA566093,AA781013,A1312586,A1752208,A1963629

RPL13 4 GD152688,6D152708,GD152714,GD160158

RPL23A 3 GD143882,GD158185,GD160362

B2M 2 BM285389,6D160188

DTX3 2 DR977956,DR978658

TXN 2 GD140231,GD140308

ABCA10 1 AF119885

ANUBL1 1 Al624999

C20rf89 1 CR936634

CCDC72 1 BF969899

CD46 1 AV682890

COXe6C 1 AJ710812

DDX18 1 AV648754

DOCK1 1 GD142934

FAM177A1 1 GD150565

FAU 1 GD157815

HNRNPC 1 AV739735
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Gen N° de Secuencias
secuencias

LOC642943 1 AY726558

MYCT1 1 GD141525

NUCB2 1 GD147401

PSMD1 1 GD157744

RPL13A 1 GD156177

RPL18A 1 CB114618

RPL24 1 BU781776

RPS11 1 AJ710017

RPS20 1 Al132933

RUNX1 1 AY509916

SLBP 1 DR979183

SLC25A26 1 AJ709052

STRADB 1 AF116618

TAF1D 1 GD136763

TTLLA 1 GD138416
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Figura 4. Ejemplos de ESTs y cDNAs mirror alineados al genoma humano. (A-C) Imagenes obtenidas

del UCSC Genome Browser de alineamientos de

ESTs y cDNAs mirror utilizando BLAT. Al final de las

secuencias alineadas se ven lineas verdes que indican la presencia de una cola poli(A).
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Figura 5. Identificacion de un NAT que proviene de un pseudogen procesado del gen DGKZ. (A) La
imagen del UCSC Genome Browser muestra el alineamiento de la secuencia DR978583 al genoma
humano. DR978583 es antisentido del tipo mirror al gen DGKZ. (B) El alineamiento de DR978583 con
BLAT al locus chr11:46395978-46396391, muestra diferencias en su extremo 5’ y una cola 3’ poli(A) y
entrega un score de 164 de 189. Las bases que se muestran en celeste marcan los inicios y términos
de los bloques de alineamiento, por ello cuando hay dos bases celestes juntas indican la presencia de
una delecion en el cDNA, en este caso las dos deleciones corresponden a dos intrones. (C) DR978583
también alinea a un pseudogen procesado de DGKZ. Este alineamiento al genoma humano es el que
posee el mejor score (D) El alineamiento de DR978583 con BLAT al locus chr13:44543994-44544176,
muestra la presencia de una cola 3’ poli(A) y el score del alineamiento es de 179 de 189.
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1.2 Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-seq hebra especifica de humano
1.2.1 Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-seq de IBM 2.0
Con el advenimiento de nuevas tecnologias de secuenciacién se ha podido estudiar el
transcriptoma humano a una profundidad sin precedentes. Por ello se utilizaron datos de RNA-Seq
hebra especifica (bibliotecas en donde los adaptadores para la secuenciacion se ligaron a nivel de
RNA) para buscar mirrorRNAs. Se utilizaron datos del proyecto IBM 2.0 que estan libremente
disponibles (detalles en la Tabla S1) y que provienen de una mezcla de RNA extraido de 16 6rganos
humanos distintos. Los datos ERS025087 provienen de una biblioteca generada con RNA
poliadenilado (poli(A)+) y los datos ERS025084 provienen de RNA total al cual se le removid el RNA
ribosomal (Tabla S1). Cada conjunto de datos cuenta con aproximadamente 400 millones de lecturas

crudas (Tabla IV).

La estrategia utilizada para identificar mirrorRNAs fue identificar lecturas que fueran
antisentido a uniones de exones conocidos, para asi diferenciar las lecturas antisentido provenientes
de mirrorRNAs de lecturas antisentido provenientes de otros tipos de NATs (Fig. 6A). Se generd una
biblioteca con todas las uniones de exones presentes en los datos de RefSeq de humano. Las lecturas
fueron alineadas a las bibliotecas de uniones de exones utilizando el alineador Bowtie (Langmead et
al., 2009). Como control negativo en el proceso de alineamiento se utilizé la misma biblioteca de

uniones de exones pero se invirtid el orden de los exones (Fig. 6B).

Las lecturas que alinearon antisentido a las SJs, posteriormente fueron alineadas al genoma
(y a pseudogenes procesados que estan presentes en el genoma humano). Se compararon los
resultados de los alineamientos para ver si existian lecturas que alinearan tanto al genoma como a los
SJs. La idea era seleccionar mirrorRNAs que pudieran provenir desde mRNAs o desde pseudogenes

procesados y no desde sitios aleatorios del genoma. Finalmente se dividieron los resultados en tres



Tabla IV. Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-seq de IBM 2.0.

Poli(A)+ RNA Total TOTAL
(ERS025087) (ERS025084)

Numero de lecturas 374.983.446  434.395.089 809.378.535
Numero lecturas post-filtros 317.639.170 293.197.295 610.836.465
Lecturas alineadas a SJs 64.463.359 32.952.767 97.416.126
Lecturas alineadas AS a Sls 1.768 2.483 4.251
Lecturas alineadas AS a SJs control 28 24 52
Lecturas mirror a SJs 612 352 964
Lecturas mirror a SJs y pseudogenes 246 624 870
Lecturas mirror a pseudogenes 910 1.507 2.417
Genes con lecturas mirror 361 356 559
Genes con lecturas mirror a SJs 172 69 221
Genes con lecturas mirror a Sls y 71 95 127
pseudogenes

Genes con lecturas mirror a 166 270 328

pseudogenes
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I Exén 1 I Ex6n 2 I Uniones de exones

Lecturas de RNA-seq

I Exén 2 I Exon 1 | Control negativo

Figura 6. Estrategia utilizada para buscar mirrorRNAs en datos de RNA-Seq hebra especifica. (A) Se
generaron bibliotecas de SJs anotadas en RefSeq y se alinearon datos de RNA-Seq hebra especifica a
los SJs. Las lecturas deben alinear al menos 8 nt sobre cada exon para ser consideradas. Las lecturas
gue alinearon de forma antisentido a las SJs fueron seleccionadas ya que podrian provenir de
mirrorRNAs. (B) Como control negativo del proceso se utilizaron Sls a las cuales se les invirtié el orden
de los exones.
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categorias: 1) lecturas que alineaban mejor a los SJs que al genoma, 2) lecturas que alineaban con el
mismo puntaje a pseudogenes procesados y a SJs y 3) lecturas que alineaban mejor a pseudogenes
procesados que a las Sls. Los resultados se resumen en la Tabla IV. Se encontraron 4251 lecturas
antisentido a SJs en los datos de RNA-Seq lo que representa un 0,0044% de las lecturas totales
alineadas a los SJs (Tabla S7). Este valor a pesar de ser bajo estda muy por sobre el control negativo en
donde sélo alinearon 52 lecturas. Las lecturas identificadas podrian provenir mayoritariamente de la
transcripcion antisentido de pseudogenes procesados, ya que sélo un 22,7% (964 lecturas) de las

lecturas alinea mejor a los SJs que a los pseudogenes procesados.

Los datos de la Tabla IV sugieren la existencia de mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs que estan
poliadenilados, ya que se encuentran 1768 lecturas antisentido a SJs en la biblioteca poli(A)+, que
representa el 0,0027% del total de las lecturas alineadas a SJs en la biblioteca poli(A)+. En la biblioteca
de RNA total se encontraron 2483 lecturas lo que representa el 0,0075% del total de las lecturas
alineadas a SJs en la biblioteca de RNA total. El mayor porcentaje de lecturas alineadas AS a los SJs en
la biblioteca de RNA total se debe a que existe un mayor nimero de lecturas mirror que alinean a

pseudogenes procesados en esa biblioteca (Tabla IV).

Se encontraron 559 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de mirrorRNAs o
pseudo-mirrorRNAs (Tabla S8). De estos 559 genes hay 366 genes que poseen evidencia de dos o mas
lecturas (Tabla S8). Se encontraron 221 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de
mirrorRNAs (lecturas antisentido que alinean mejor a SJs que a pseudogenes procesados). De esos
221 genes hay 97 que poseen evidencia de 2 o mas lecturas (Tabla S9). Por otra parte, se

encontraron 363 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de pseudo-mirrorRNAs (lecturas
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antisentido que alinean igual o mejor a pseudogenes procesados que a SJs). De esos 363 genes hay

276 que poseen 2 o mas lecturas (Tabla S10).

Para ver si los dos tipos de bibliotecas de RNA-Seq de IBM 2.0 generaban resultados
similares. Se compararon que genes poseian lecturas mirror o pseudo-mirror en los dos tipos de
bibliotecas. En la Figura 7, y Tablas S11 y S12 se muestran los resultados de las intersecciones entre
las dos tipos de bibliotecas. Se observa que las dos bibliotecas comparten 20 genes con evidencia de

mirrorRNAs (Fig. 7A) y 132 genes con evidencia de pseudo-mirrorRNAs (Fig. 7B).

Se detectaron genes para los cuales existen lecturas antisentido del tipo mirrorRNA o pseudo-
mirrorRNA, para mas de uno de sus SJs (Tablas S13 y S14). En la Figura 8A se muestra el ejemplo del
gen MYH11, para el cual existen lecturas tipo mirrorRNA para 3 SJs distintos. Un caso muy
interesante es el del pseudo-mirrorRNA del gen GK. Como se aprecia en la Figura 8B existen multiples
lecturas tipo pseudo-mirrorRNA en el locus, la particularidad es que en los datos de RefSeq esta

anotado que este pseudogen se transcribe de forma antisentido (GK3P).
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A.

ERS025084

(RNA Total)

ERS025087
(RNA Poli-A+)

B.

ERS025084

(RNA Total)

ERS025087
(RNA Poli-A+)

Figura 7. Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes que presentan evidencia de poseer
mirrorRNAs o pseudo-mirrorRNAs en datos de RNA-Seq de IBM 2.0 generados con RNA poli(A) +y
RNA total. (A) Numero de genes que poseen lecturas mirror. (B) NiUmero de genes que poseen
lecturas pseudo-mirror.
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Figura 8. Ejemplos de mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs que poseen lecturas de RNA-Seq
antisentido a varios SJs. (A) Imagen del UCSC Genome Browser con el alineamiento de lecturas de
RNA-Seq mirror al gen MYH11. Para el gen MYH11 se detectaron lecturas mirror para tres de sus SJs.
(B) Alineamiento de lecturas de RNA-Seq antisentido a un pseudogen procesado del gen GK. Segun la
anotaciéon de RefSeq (GK3P) este pseudogen procesado de GK se transcribe en la direccidn
antisentido.
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1.2.2 Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-seq del proyecto ENCODE

El proyecto ENCODE ha caracterizado el transcriptoma de diversas lineas celulares humanas a
una gran profundidad usando un protocolo de RNA-Seq hebra especifica descrito en Parkhomchuk et
al. (2009). Los andlisis preliminares mostraron que en las bibliotecas de RNA-Seq de ENCODE se
detectaban proporcionalmente 30 veces mas mirrorRNAs (datos no mostrados) que en los datos de
IBM 2.0. Por tanto no se utilizaron los datos de RNA-Seq de ENCODE preparados con la biblioteca
descrita (Parkhomchuk et al., 2009), para evitar la posibilidad de falsos positivos. En cambio existen
datos de RNA-Seq hebra especifica de ENCODE preparados con el protocolo de ligacién de
adaptadores a nivel de RNA, que es el mismo utilizado en los datos de IBM 2.0. Los datos de RNA-Seq
utilizados estan detallados en la Tabla S2 y corresponden a datos provenientes de RNA poli(A)+ de 5
lineas celulares. Se resumen los resultados de la busqueda de mirrorRNAs en los datos de ENCODE en
la Tabla V. Se encontraron 1033 lecturas antisentido a SJs en los datos de RNA-Seq lo que representa

un 0,0024% de las lecturas totales alineadas a los SJs (Tabla S15).

Se encontraron 140 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de mirrorRNAs o
pseudo-mirrorRNAs (Tabla $16). De estos 140 genes hay 77 genes que poseen evidencia de dos o mas
lecturas. Se encontraron 16 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de mirrorRNAs. Por
otra parte, se encontraron 126 genes que poseen lecturas posiblemente derivadas de pseudo-

mirrorRNAs.



Tabla V. Busqueda de mirrorRNAs en datos de RNA-seq de ENCODE.

Numero de lecturas 366.558.543
Numero lecturas post-filtros 192.054.639
Lecturas alineadas a SJs 42.654.941
Lecturas alineadas AS a SJs 1.033
Lecturas mirror a SJs 497
Lecturas mirror a SJs y pseudogenes 119
Lecturas mirror a pseudogenes 417
Genes con lecturas mirror 140
Genes con lecturas mirror a SJs 16
Genes con lecturas mirror a SJs y pseudogenes 44
Genes con lecturas mirror a pseudogenes 112
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13 Comparacion de datos de cDNAs/ESTs y de RNA-Seq en la busqueda de mirrorRNAs

Al comparar los mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs que se encontraron en los datos de ESTs y
cDNAs con los de RNA-seq se obtiene la Figura 9A-C. Se observa que existe un gran solapamiento en
los genes identificados entre los datos de ENCODE y de IBM 2.0 (9A). Al comparar sélo los datos de
mirrorRNAs se observa que los datos de ENCODE se solapan en mas de un 50% con los de IBM 2.0,
pero los datos de cDNAs/ESTs tienen un bajo grado de solapamiento (9B). De hecho la interseccidn
entre los datos de IBM 2.0 y de cDNAs/ESTs es de dos genes, y no alcanza a ser estadisticamente
significativa (x2 p=0.14). Finalmente los datos de pseudo-mirrorRNAs presentan un altisimo grado de

solapamiento entre las tres fuentes de datos.

14 Caracteristicas de los mirrorRNAs
1.4.1 Analisis de Gene Ontology

A partir de los datos obtenidos de cDNA/ESTs y de datos de RNA-Seq se generd una lista de
confianza, que incluyera genes a partir de los cuales se podrian generar mirrorRNAs. Para estar en
esta lista cada gen debe poseer al menos un cDNA mirror o dos secuencias ya sean EST y/o lectura de
RNA-seq (Tabla S17). A la lista de genes desde los cuales se pueden generar mirrorRNAs se le realizo
un analisis de Gene Ontology (GO), para ver si existen genes que participen en cierto tipo de procesos
enriquecidos en esta lista. Se detallan Los resultados en la Tabla S18. Se observa que existe un
evidente enriquecimiento de genes con mirrorRNAs que participan en el proceso de traduccion de

proteinas.
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A. mirrorRNAsy pseudo-mirrorRNAs

cDNAS/ESTs lllumina BM

C. pseudo-mirrorRNAs

B. mirrorRNAs

cDNAS/ESTs lllumina BM cDNAs/ESTs lllumina BM

ENCODE

ENCODE ENCODE

Figura 9. Diagramas de Venn con la comparacion de los mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs
detectados en los datos de cDNAS/ESTs, IBM 2.0 y ENCODE. (A) Numero de genes con evidencia de
mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs. (B) NUmero de genes con evidencia de mirrorRNAs. (C) Niumero de
genes con evidencia de pseudo-mirrorRNAs.
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1.4.2 mirrorRNAs y pseudogenes procesados

En el analisis de GO se observé un enriquecimiento de genes que participan en traduccion de
proteinas, ya que se encontraron mirrorRNAs para los genes: RPS23, EIF3D, RPS14, RPL34, RPL23A,
RPS3, RPS25, RPL31, RPL32, EEF1A1 y EIF2S2. Es interesante notar que una caracteristica de esta lista
de genes es que 10 de estos 11 genes poseen multiples pseudogenes procesados en el genoma (entre
5 y 82), solo EIF3D no tiene pseudogenes procesados en el genoma de referencia. A partir de la
anotaciéon de pseudogenes de GENCODE V7 se detectaron pseudogenes procesados para el 13% de
los genes codificantes de proteinas. Para la lista de genes a partir de los cuales se podrian generar
mirrorRNA se detectd que un 35% de ellos posee pseudogenes procesados anotados en el genoma, lo

gue implica una clara sobre representacion (x2 p<0,0001).

15 Busqueda de RNAs pequefios derivados de mirrorRNAs

Los niveles de expresién detectados para los mirrorRNAs son muy bajos. Una posibilidad es
gue estos RNAs sean producidos en muy pequeias cantidades y la otra es que tengan vidas medias
muy cortas. Una vida media muy corta podria deberse a una degradacidn rdpida, o al procesamiento
mediado por proteinas como DICER. Si los mirrorRNAs formaran dobles hebras de RNA con sus

contrapartes sentido podrian ser reconocidos y procesados por DICER generando siRNAs.

Para evaluar la posibilidad de que existan endo-siRNAs derivados de mirrorRNAs se utilizaron
datos de RNA-Seq del proyecto ENCODE de secuenciacién de RNAs pequeiios. Los datos fueron pre-
procesados, para garantizar su especificidad de hebra. Se utilizaron datos de 3 tipos celulares
distintos, ademas se utilizaron datos provenientes de distintos compartimentos celulares (RNA total,
nuclear o citoplasmatico) y 3 tipos de tratamientos de los RNAs pequefos. El tratamiento con las
enzimas CIP y TAP permite un enriquecimiento de RNAs con Cap en la secuenciacion realizada por

ENCODE. Al utilizar el RNA sin tratamiento, los RNAs que poseen Cap van a estar sub representados
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en la secuenciacion. Al tratar sélo con TAP, ENCODE obtuvo la representacion mas amplia de los RNAs
pequefios celulares. En total se procesaron mas de 1.700 millones de lecturas de RNAs pequefios. Los
datos fueron alineados al genoma humano y a una biblioteca de SJs (la misma utilizada para buscar
mirrorRNAs en datos de RNA-Seq). Ademas como control se utilizé una biblioteca de SJs en donde los
exones estuvieran en posicion inversa. Se resumen los resultados en la Tabla VI. Como se aprecia en
la Tabla VI, no se encontraron RNAs pequefios de entre 20-24 nt (que es el tamafio de los siRNAs)
antisentido a SJs. Aunque en un bajo nimero si se encontraron RNAs pequefios sentido que alinearan
a SJs, desde el tamafio de 16 hasta 95 nt (rango de tamafios que se analizd), sin poseer un

enriquecimiento en los RNAs pequefios de entre 20-24 nt (dato no mostrado).

Utilizando los datos de RNA-Seq de RNAs pequefios se encontraron posibles endo-siRNAs
derivados de pares de transcritos sentido-antisentido. En la Figura 10A se observa el ejemplo del gen
NVL que posee un NAT y en esa region del genoma se solapan exones de los dos transcritos. Como se
aprecia en los datos de RNA-seq de IBM 2.0 existe transcripcion de las dos hebras en esa regién del
genoma. Se observa que los datos de RNA-seq de RNAs pequeiios de H1-neurons y MCF7 muestran
evidencia de la existencia de un endo-siRNA derivado de la hebra positiva (la del NAT en este caso).
En la Figura 10B se observa el gen ZNF630 que posee un NAT. Para Hl-neurons y A549 se identifica la

presencia de un endo-siRNA.

A partir de los resultados obtenidos se puede decir que no existe evidencia que los

mirrorRNAs sean procesados por DICER y den lugar a siRNAs.



TABLA VI. Busqueda de siRNAs derivados de mirrorRNAs.
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Células RNA Biblioteca N° lecturas N°lecturas  Alineamientos Alineamientos RNAs RNAs 20-24
post-filtros alineadas SJs AS SIsS 20-24 nt ntSJs S
SJs AS

A549 Total Rep3 sin 89.051.064 68.771.740 249 (625)* 5.522 (88) 0(0) 80 (0)
tratamiento

A549 Total Rep4 sin 82.146.000 62.542.307 380 9.687 0 91
tratamiento

A549 Total ReplV2 TAP 54.294.588 32.129.744 220 (2.874) 1.939 (214) 0(0) 66 (0)

A549 Total Rep2V2 TAP 60.918.750 38.163.342 224 4.112 0 116

A549 Total Rep3 CIP-TAP 65.351.054 35.504.814 3.951 (2.096) 3.984 (1.637) 0(0) 21 (0)

A549 Total Rep4 CIP-TAP 55.370.700 30.147.294 3.944 3.280 0 13

A549 Citoplasma Rep3 TAP 52.460.743 34.432.564 2.267 8.238 0 135

A549 Citoplasma Rep3 CIP-TAP 53.641.974 30.159.730 5.504 6.502 0 26

A549 Nuclear Rep3 TAP 112.608.743  88.679.404 135 3.053 0 38

A549 Nuclear Rep3 CIP-TAP 45.191.601 37.728.692 935 2.149 0 19

H1- Total Repl Sin 95.449.257 67.216.974 591 19.784 0 77

neurons tratamiento

H1- Total Repl TAP 112.417.229  83.469.803 303 26.029 0 87

neurons

H1- Total Repl CIP-TAP 116.886.814  93.416.480 310 21.487 0 36

neurons

MCF7 Total Rep3 sin 95.156.050 69.399.966 131 4.658 0 313
tratamiento

MCF7 Total ReplV2 TAP 87.440.995 51.377.828 145 6.559 0 237

MCF7 Total Rep3 CIP-TAP 73.012.247 33.051.936 2.597 6.026 0 50

* En () y en rojo se entregan los nimeros de los alineamientos realizados a una biblioteca de SJs
que se utilizé como control negativo (exones en posiciones inversas).
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Figura 10. Ejemplos de endo-siRNAs identificados utilizando datos de RNA-Seq de RNAs pequefios
del proyecto ENCODE. (A) Imagen del UCSC Genome Browser que muestra la anotacién del gen NVLy
de su NAT (RP11—365016.6). La senal del alineamiento de datos de RNA-Seq de IBM 2.0 muestra la
existencia de un NAT en esa region (hebra positiva en color azul). Los alineamientos de datos de RNA-
seq de RNAs pequeiios muestran la existencia de un posible endo-siRNA en células H1-neurons y
MCF7. (B) Se muestra el gen ZNF630 y su NAT ZNF630-AS1. Los datos de RNA-Seq de IBM 2.0
confirman la existencia del NAT (hebra positiva en color azul). Se detectd un posible endo-siRNA en
células H1-neurons y en células A549.
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2. Validacién experimental de los mirrorRNAs

La busqueda bioinformatica realizada apoya la existencia de mirrorRNAs en el transcriptoma
humano. Para estar seguros de la existencia de estos RNAs se hizo necesaria la validacion
experimental de las predicciones mediante diversas aproximaciones experimentales. Para validar los
mirrorRNAs se utilizaron técnicas de alta sensibilidad y a la vez que fueran hebra especifica. Por ello
se seleccionaron el 3’ Rapid amplification of cDNA ends (3’RACE), el 5" Rapid amplification of cDNA

ends (5’ RACE) y una modificacién del RPA al cual se le acoplé un paso final mediante RT-PCR.

2.1 3’ RACE

La técnica de 3’ RACE permite identificar el extremo 3’ de un RNA de forma sensible y hebra
especifica. En la Figura 11 se muestra un esquema del procedimiento de 3’ RACE. A partir de los
analisis bioinformdticos se seleccionaron 9 genes que poseian mirrorRNAs predichos para ser
validados: UBR5, CWC15, KRT8, RPS23, RPS11, EIF3D, DDX5, SIDT2 y CALR. Ademads se selecciond

BCMA que fue el primer mirrorRNA descrito en la literatura (Laabi et al., 1994).

Para realizar el 3' RACE se utilizd una mezcla comercial de RNA humano proveniente de
multiples érganos, denominado RNA Universal de humano. Ademas a la reaccién de transcripcion
inversa se le agregd Actinomicina D (ActD), para inhibir la actividad DNA polimerasa dependiente de
DNA de la enzima RT, que podria generar algun tipo de artefactos experimentales (Perocchi et al.,
2007). Todos los mirrorRNAs que se buscaron mediante 3° RACE fueron analizados al menos dos
veces, llegando en algunos casos a 6 veces. Después del 3’ RACE se clonaron los productos de PCR en

un vector pGEM-T y varios clones fueron secuenciados.
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Figura 11. Esquema del protocolo del 3’ RACE. Para la validacidon de mirrorRNAs mediante 3’ RACE se
utilizé RNA Universal de Humano. QT, Ql y QO son los partidores utilizados para la reaccion de 3’
RACE vy sus secuencias se describen en la Tabla I. GSP1 y GSP2 hacen referencia al Gene Specific
Primer 1y 2, las secuencias de estos partidores para cada gen se detallan en la Tabla I.
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Para los 3’ RACE de los putativos mirrorRNAs de SIDT2 y EIF3D sdlo se obtuvieron
amplificaciones inespecificas (datos no mostrados). El 3’ RACE del putativo mirrorRNA de BCMA

amplificd NATs provenientes del locus del gen, pero ninguno era un mirrorRNA (datos no mostrados).

En el caso del 3’ RACE de CWC15 y RPS23 se lograron amplificar mirrorRNAs como se muestra

en la Figura 12A y 12B. Para el caso de RPS23 se detectaron mirrorRNAs con dos extremos 3'.

En el caso de RPS11 se logré amplificar un mirrorRNA como se muestra en la Figura 12C. Sin
embargo, la secuencia tiene la caracteristica de que posee un tramo de poli(A) gendmico en el
extremo 3’ obtenido. Esto sugiere la existencia de este mirrorRNA pero no asegura que ese sea el
extremo 3’, ya que se podria haber generado un mis priming en el tramo de poli(A) que se muestra en

la figura en vez de en la cola poli(A) auténtica.

Los resultados de los 3’ RACE para los mirrorRNAs de DDX5 y de CALR, son especiales, ya que
se detectd la presencia de un posible NAT que no posee el ultimo intrén de los genes (como seria el
caso de un mirrorRNA en que el SJ del NAT y del mRNA es exactamente el mismo), pero que
posteriormente tiene secuencias intrénicas que terminan en un poli(A) que estd presente en el
genoma (Figura 13A-B). Estos dos casos detectados serian un subtipo especial de mirrorRNAs en
donde sélo una parte es perfectamente complementaria a mRNAs sentido, y otra parte tendria

secuencias intrénicas.
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Figura 12. Los mirrorRNAs de CWC15 y RPS23 fueron validados mediante 3’ RACE. (A) Resultado
del 3’ RACE para amplificar un mirrorRNA de CWC15. Los controles utilizados fueron no utilizar
enzima durante la reaccidon de RT (-RT) y utilizar agua en vez de cDNA durante los PCRs anidados
(H,0). El producto del 3’ RACE fue clonado en un vector pGEM-T y algunos clones fueron
secuenciados. Se muestra una imagen del UCSC Genome Browser con el alineamiento de las
secuencias obtenidas. (B) Resultado del 3’ RACE de RPS23 y alineamiento de las secuencias obtenidas.
(C) Resultado del 3° RACE de RPS11 y alineamiento de las secuencias obtenidas. En amarillo se
destaca un tramo de poli(A) gendmico que estd justo rio abajo del extremo 3’ obtenido por 3’ RACE.
Las lineas rojas en los bloques de alineamiento indican mismatches entre las secuencias obtenidas y
el genoma.
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Figura 13. Mediante 3’ RACE se identificaron mirrorRNAs parcialmente complementarios a mRNAs
sentido para los genes CALR y DDX5. Resultado del 3' RACE para amplificar un mirrorRNA de CALR (A)
y de DDX5 (B) junto al alineamiento de las secuencias obtenidas. En amarillo se destaca un tramo de
poli(A) gendmico.
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2.1.1 Deteccion de pseudo-mirrorRNAs mediante 3’ RACE

En la busqueda bioinformatica de mirrorRNAs se detectaron casos de genes que tenian
mirrorRNAs y ademas pseudo-mirrorRNAs, como es el caso del gen KRT8. De hecho KRT8 posee
multiples pseudogenes procesados identificados en el genoma humano (34 segun la anotacion de
GENCODE v7). En el caso de KRT8 se usaron dos grupos de partidores distintos para el 3° RACE, por un
lado QT, QO y QI (Fig. 11) pero ademas AP (el partidor analogo de QT) y AUAP (el partidor analogo de
QO y Ql). Interesantemente con los distintos partidores se obtuvieron distintos resultados. Al utilizar
AP y AUAP se amplificé un mirrorRNA de KRTS8 (Fig. 14A). En cambio al utilizar los partidores QT, QO y
Ql, se amplificaron pseudo-mirrorRNAs de KRT8 (Fig. 14B). Estos resultados experimentales
confirman lo encontrado mediante los analisis bioinformaticos y apoyan la posibilidad de que algunos

mirrorRNAs provengan de la transcripcién antisentido de pseudogenes procesados.

2.1.2 3’ RACE a RNA poliadenilado in vitro

Se realizaron repetidamente 3’ RACE con partidores especificos para un posible mirrorRNA de
UBRS5 y no hubo amplificacién positiva. Uno de los problemas del 3’ RACE que utilizamos, es que sélo
funciona con RNAs poliadenilados (Fig. 11), y cabe la posibilidad de que los mirrorRNAs puedan en
algunos casos ser RNAs no poliadenilados. Para dar cuenta de esta posibilidad el RNA Universal de
Humano fue poliadenilado in vitro, utilizando una poli(A) polimerasa. Al realizar el 3' RACE con el RNA
poliadenilado in vitro se amplificé un mirrorRNA de UBR5 (Fig. 15). Estos resultados sugieren que no

siempre los mirrorRNAs son transcritos poliadenilados.
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Figura 14. Mediante 3’ RACE se validd la existencia de un mirrorRNA y un pseudo-mirrorRNA de
KRT8. (A) Resultado del 3’ RACE para amplificar un mirrorRNA de KRT8 utilizando el partidor AUAP
durante el RT. El alineamiento de las secuencias obtenidas muestra que se amplificaron mirrorRNAs
de KRTS8. (B) Resultado del 3’ RACE para amplificar un mirrorRNA de KRT8 utilizando el partidor QT
durante el RT. Las secuencias obtenidas alinean a pseudogenes procesados de KRT8, por tanto

corresponderian a pseudo-mirrorRNAs.
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Figura 15. El mirrorRNA de UBR5 en RNA Universal de Humano sélo se pudo amplificar mediante 3’
RACE al poliadenilar in vitro el RNA. Resultado del 3’ RACE para amplificar un mirrorRNA de UBR5
usando RNA Universal de Humano y el mismo RNA poliadenilado in vitro. Las secuencias amplificadas
utilizando RNA poliadenilado corresponden a mirrorRNAs de UBR5.
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2.2 5’ RACE

Ademas de la utilizacion de la técnica de 3’ RACE, se utilizé 5" RACE. Esto permite conocer el
extremo 5’ de los transcritos analizados. El 5° RACE posee la ventaja por sobre el 3 RACE que
funciona tanto con RNAs poli(A)+ como poli(A)-. Se han descrito distintos protocolos de 5° RACE y en

esta tesis se utilizaron dos tipos de protocolos (Fig. 16A-B).

2.2.1 5’ RACE utilizando TdT y dCTP
En primer lugar se realiz6 un 5 RACE “cldsico”, cuyo protocolo estd esquematizado en la

Figura 16A. Para este experimento se utilizd RNA universal de humano.

Se seleccionaron los genes KRT8, CWC15, UBR5 y BCMA para validar sus putativos
mirrorRNAs. Para BCMA y CWC15 no se detectaron mirrorRNAs (datos no mostrados). Para UBR5 se
detectaron varios extremos 5’ que corresponden a mirrorRNAs (Fig. 17A). Nuevamente para KRT8 se
encontraron mirrorRNAs y uno de los clones que se amplificd fue de un NAT proveniente de un

pseudogen procesado (Fig. 17B).

2.2.2 5’-RLM-RACE
Ademas de utilizar la técnica de 5’ RACE clasica, se utilizé la técnica de “RNA Ligase Mediated
Rapid Amplification of cDNA Ends” (RLM-RACE), cuyo protocolo se esquematiza en la Figura 16B. Para

este procedimiento se utilizd RNA proveniente de células MCF7.

Se seleccionaron los genes UBR5, CWC15, BCMA, EIF3D, DDX5 y CALR. Para UBR5 y BCMA no
se obtuvo una amplificacién exitosa. Para CWC15, EIF3D, DDX5 y CALR se obtuvieron secuencias que

provenian de mirrorRNAs (Fig. 18A-D).
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Figura 16. Esquema que muestra los dos protocolos de 5’ RACE utilizados. (A) Protocolo de 5’ RACE
“clasico” en el que se realiza un “cDNA tailing” utilizando TdT y dCTP. (B) Protocolo de 5" RLM RACE.
Las secuencias de los partidores QO, Ql, PE (5' RACE Outer Primer) y Pl (5' RACE Inner Primer) estan
detalladas en la Tabla I.
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Figura 17. Validacién experimental de los mirrorRNAs de los genes UBR5 y KRT8 mediante 5’ RACE
clasico. (A) Resultado del 5" RACE para amplificar un mirrorRNA de UBRS5 utilizando RNA Universal de
Humano. Se secuenciaron multiples clones que corresponden a mirrorRNAs de UBR5. (B) En el 5’
RACE de KRT8 se detectaron mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs.
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Figura 18. Validacidon experimental de los mirrorRNAs de los genes EIF3D, DDX5, CWC15 y CALR
mediante 5’-RLM RACE. (A-D) Resultados del 5 RLM RACE utilizando RNA de células MCF7. Los
controles utilizados fueron cDNA al cual no se le ligd el adaptador de RNA y agua en vez de cDNA

durante los PCRs anidados (H,0).
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2.3 Validar mirrorRNAs por ensayo de proteccion de ribonucleasas (RPA)

Otra forma de detectar la presencia de los mirrorRNAs fue la utilizacion de RPA. Normalmente
en esta técnica se utiliza una sonda radioactiva que es complementaria al RNA que se quiere detectar
y al formarse dobles hebras de RNA se protegen de la degradacion de RNasas especificas para RNAs
de simple hebra. Ya que los mirrorRNAs son perfectamente complementarios a los mRNAs sentidos
respectivos se realizdo un RPA sin una sonda complementaria al RNA que se quiere detectar. EI RNA
resultante del ensayo de RNasas fue utilizado para realizar RT-PCR y poder detectar el RNA que se

protegio de la degradacion. Para el procedimiento se utilizd RNA proveniente de células HEK293T.

Se intentaron amplificar los mirrorRNAs predichos: UBR5, RPS11, RPS23, CWC15, CALR y
DDX5. Como control negativo se utilizé6 ACTB. Como se aprecia en la Figura 19, para el caso de UBRS5,
RPS11 y RPS23 hay amplificaciéon en el RNA tratado con RNAsas. Esto sugiere la presencia de los

mirrorRNA que permitieron la proteccion del fragmento respectivo de la accion de las RNAsas.

En conclusién, a partir de todos los ensayos realizados se obtuvo evidencia que apoya la

existencia de mirrorRNAs para 8 de los 10 genes que se sometieron a validacion experimental.
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Figura 19. Validacion de mirrorRNAs mediante RPA-RT-PCR. PCRs con partidores especificos para los
genes indicados, utilizando cDNAs generados desde RNA total de HEK293T (cDNA) y RNA total tratado
con RNasas que degradan RNA simple hebra (RPA RNA). El control —RT consiste en RNA tratado con
RNasas el que fue tratado con todos los componentes de una reaccién de RT pero no se le adiciond la
transcriptasa inversa.
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3. Biogénesis de los mirrorRNAs

Como ya se describid en la introduccion, la existencia de los mirrorRNAs ha sido explicada
mediante dos mecanismos en la literatura. La primera explicacién plantea que los mirrorRNAs son
transcritos desde el mismo Jlocus que el mRNA sentido y que sufren splicing en los sitios
complementarios e inversos (CT-AC) a los sitios candnicos. La otra explicacién que se ha dado es que
los mirrorRNAs provengan de la copia de un mRNA sentido por una RdRP. Por ultimo se ha planteado
en esta tesis una tercera posibilidad y es que provengan de la trascripcion antisentido de

pseudogenes procesados.

Por tanto la pregunta es écual de estos mecanismos planteados podria ser el responsable de

la existencia de los mirrorRNAs?

3.1 Busqueda de intrones CT-AC

Si existiera un RNA que al ser alineado al genoma mostrara evidencia de la remocién de un
intron GT-AG y ademas de un intron CT-AC, esto apoyaria la hipdtesis de que los intrones CT-AC
pueden ser removidos. Bajo la hipdtesis de una RdRP que copie un mRNA sentido, el mirrorRNA sdlo

deberia mostrar evidencia de intrones CT-AC removidos.

3.1.1 Busqueda de intrones mirror con intrones GT-AG

Definimos intrones mirror, como intrones que poseen los sitios de splicing CT-AC en las
mismas coordenadas que las de un intrédn candnico GT-AG, pero en la hebra complementaria. Para
buscar intrones mirror se utilizaron datos de alineamientos de ESTs y cDNAs humanos. En particular

se buscaron secuencias que tuvieran intrones mirror y ademas al menos un intron GT-AG.
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En la busqueda se encontraron 23 secuencias (Tabla VII). Todas las secuencias encontradas
provienen de loci que poseen pares de transcritos sentido y antisentido. Las secuencias que poseen
intrones mirror e intrones GT-AG parecieran ser la fusion de transcritos sentido y antisentido. En la
Figura 20 se muestran dos ejemplos: BCL10 (AF082283 y AJ006288) y ZNF165 (AY083664). En los dos
casos el primer intron de las secuencias encontradas es un intron mirror y el resto de los intrones son

del tipo GT-AG.

Los ejemplos mostrados en la Figura 20 fueron seleccionados para realizar una validacién
experimental. Para ello se disefiaron partidores que pudieran amplificar las secuencias descritas (Fig.
20). Se hizo RT-PCR a partir de RNAs de humano proveniente de ocho tejidos distintos: Utero,
testiculo, cerebro, corazén, bazo, pulmén, rifién e higado. No se observé amplificacidon positiva en

ninguno de los casos estudiados (datos no mostrados).

Los resultados de la validacidn experimental llevaron a pensar que las secuencias encontradas
en las bases de datos podrian ser artefactos experimentales. Un andlisis detallado mostré que los dos
cDNAs descritos para BCL10 que poseen intrones mirror, provienen de dos publicaciones en donde en
ningin momento amplifican por completo los cDNAs que ellos reportaron (Willis et al., 1999; Zhang
et al., 1999). Extrapolaron las secuencias reportadas las de ESTs, uniendo equivocadamente ESTs
sentido con antisentido. Las secuencias con intrones mirror podrian haberse generado por artefactos
producidos en el proceso de creacién de las bibliotecas de cDNAs. Esto podria ocurrir si el cDNA
sentido y el cDNA antisentido se unen aparedndose en la zona complementaria y posteriormente la
RT podria generar un cDNA doble hebra que contenga una fusion sentido y antisentido. Se ha
descrito que la RT puede generar in vitro artefactos en donde se fusionan transcritos sentido y

antisentido (Houseley y Tollervey, 2010).



Tabla VII. Secuencias con intrones mirror e intrones GT-AG.

Gen Sentido Gen Antisentido Secuencias
ARHGEF39 CCDC107 AY390226
ASF1A MCM9 AF151856
ASF1A MCM9 AF161495
BCL10 LOC646626 AF082283
BCL10 LOC646626 AJ006288
CC2D1A C19orf57 AF536205
CTD-2616J11.16 VSIG10L CF272609
DNAJB13 RP11-167N4.2 AF419291
EMC10 FAM71E1 AY194293
FLJ35024 VLDLR AF424541
GINS4 RP11-360L9.7 BX362611
ITFG2 RP4-816N1.6 AF220048
MRPL47 ACTL6A AF285120
MTIF3 GTF3A AF265440
NOC2L SAMD11 AF161376
NOP16 HIGD2A AF151875
SIDT2 LOC100652768 AF151799
SPCS1 GLT8D1 AX775785
TMOD3 RP11-56B16.4 AF237631
TRMT2A RANBP1 AW?248315
UNC119B RP11-173P15.5 AK126367
WWTR1 WWTR1-AS1 AJ299431
ZNF165 RP1-31316.12 AY083664
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Figura 20. Ejemplos de cDNAs con intrones mirror e intrones GT-AG. (A) Se identificé la secuencia

AF082283 como un posible RNA con intrones GT-AG y un intron mirror (CT-AC) que coincide con las

coordenadas del intron anotado para la secuencia de RefSeq LOC646626. (B) La secuencia AY083664

posee un intron mirror que coincide con las coordenadas anotadas para la secuencia anotada por

GENCODE RP1-31316.12. En A y B se muestran en café la ubicacién de los partidores utilizados para

realizar una validacion experimental de estos RNAs.
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3.1.2 Busqueda de intrones CT-AC en el transcriptoma de ratén y humano

¢Es posible que la maquinaria celular procese los sitios de splicing complementarios e
inversos a los candnicos? Para poder responder esta pregunta se realizd una busqueda de intrones
CT-AC. No se restringié esta busqueda a intrones mirror sino que se efectué tomando en cuenta
todos los posibles intrones CT-AC existentes. Preliminarmente se realizé una busqueda de intrones
CT-AC desde la base de datos ASPICDB (Castrignano et al., 2008). Se buscaron intrones apoyados por
al menos dos secuencias (ESTs y/o cDNAs) y que dentro del EST o cDNA ademas existiera al menos un
intron GT-AG (esto es para evitar tomar cDNAs o ESTs que sélo tengan intrones CT-AC que provengan
de secuencias alineadas en la direccion equivocada). Bajo estas condiciones en humano se
encontraron 102 intrones y en ratén se encontraron 32 intrones. Producto de estos resultados
iniciales se decidid realizar una busqueda mas acabada de intrones CT-AC en los ESTs y cDNAs de

humano y ratén.

Desde el UCSC Table Browser se obtuvieron los alineamientos de todos los cDNAs y ESTs de
ratdn y humano producidos con BLAT (Karolchik et al., 2004). A los datos se les aplicaron los diversos

filtros detallados en métodos.

Como ya se comentd anteriormente existe una gran cantidad de ESTs que estdn anotados
en la direccidn inversa (todos sus intrones son CT-AC) (Tabla Il). Debido al problema de la anotacion
de los ESTs se ided una forma de corregir la direccién en la que estdn anotados. Se utilizé la siguiente
féormula para cada EST y cDNA:

(Intrones GT-AG + GC-AG) — (intrones CT-AC + CT-GC)= Orientacién de la secuencia.

Si el nUmero obtenido era mayor o igual a cero no se cambid la direccidén de las secuencias.

Pero si el resultado era menor a cero, se corrigio la direccién.
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Los resultados de las predicciones de los intrones utilizando los datos con la orientacidon
corregida estan resumidos en la Tabla VIII. Los resultados fueron llamativos por el alto porcentaje de
intrones con dinucledtidos no candnicos. Para el caso de humano los intrones AT-AC (que pertenecen
al grupo de intrones del tipo U12) se encuentran recién en el 13° lugar en el ranking de dinucleétidos
mas frecuentes. Los putativos intrones CT-AC se encuentran en el lugar 53° en el ranking de
dinucleétidos mas frecuentes para intrones humanos segun los datos procesados por BLAT. En el caso

de ratoén los posibles intrones CT-AC se ubican en el lugar 42°.

Los intrones CT-AC predichos por BLAT poseen un alto nimero de secuencias directas
repetidas en los sitios de splicing (Fig. 21). Los intrones GT-AG predichos por BLAT poseen un
promedio de secuencias directas repetidas en sus sitios de splicing de 2,3 nt (la mediana es 2) En
cambio los intrones CT-AC predichos por BLAT poseen secuencias directas repetidas de 6,3 nt (la
mediana es 5). La presencia de largas secuencias directas repetidas en los sitios de splicing dificulta el
correcto alineamiento de las secuencias al genoma (Fig. 21A). La inspeccion manual de los

alineamientos de algunos intrones CT-AC predichos por BLAT reveld que eran errores (Fig. 21B).

Debido al alto numero de intrones no candnicos predichos por BLAT y a la existencia de
predicciones de intrones CT-AC producto de errores de alineamiento, se realizé una nueva prediccidon
de intrones utilizando el programa GMAP (Wu y Watanabe, 2005). Este programa esta optimizado

para encontrar sitios de splicing utilizando ESTs y cDNAs. Después de alinear los datos se utilizaron los
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TABLA VIIl. Dinucledtidos de los intrones predichos por BLAT a partir de datos de ESTs y cDNAs de

humano y raton.

Humano Ratdn

Dinucledtido Numero % Dinucleétido Numero %
GTAG 255.480 92,19 GTAG 212.261 95,6
GCAG 3.658 1,32 GCAG 2.372 1,07
GGAG 956 0,34 GGAG 519 0,23
GTGG 788 0,28 GTGG 411 0,19
GAAG 476 0,17 ATAC 217 0,1
GTTG 412 0,15 GTTG 193 0,09
GTCA 398 0,14 GAAG 182 0,08
CTAG 339 0,12 GTCA 175 0,08
TGAG 325 0,12 TGAG 145 0,07
GTGC 315 0,11 GTGT 142 0,06
NNNN 13.874 5,01 NNNN 5.354 2,41
CTAC 107 0,04 CTAC 49 0,02
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A.
Genoma GAGGTAG............. CCAGGTT
cDNA GAGGTT
Sitios de splicing posibles: AG-CC, GG-CA,
GT-AG, TA-GG,
B.
cDNA AK033372 Mtusl1 ratén
GCTCGTCCACTCAGACA
BLAT GCTCGTCCActcaggtactg agacgtccttacCTCAGACA
Curado GCTCGTCCActcaggtactg agacgtccttacCTCAGACA

Figura 21. Secuencias directas repetidas en los SJs dificulta el correcto alineamiento de ESTs y
cDNAs al genoma. (A) Los sitios de splicing ambiguo dificultan la posibilidad de asignar con certeza la
secuencia de los sitios de splicing, en particular la de los intrones no consenso. En el ejemplo existen
cinco alineamientos posibles debido a la existencia de una secuencia repetida directa de 4 nt (AGGT).
(B) Error de alineamiento de BLAT que llevé a la incorrecta identificacién de un intrén CT-AC.
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TABLA IX. Dinucleétidos de los intrones predichos por GMAP a partir de datos de ESTs y cDNAs de

humano y raton.

Humano

Raton

Dinucledtido
GTAG
GCAG
ATAC
GGAG
AGAG
GTGG
TGAG
GTGC
CCGG
GTAT
NNNN
CTAC

Numero
267.636
3.850
360

261

140
140
104
100

93

92
5.060
21

%
96,321
1,386
0,130
0,094
0,050
0,050
0,037
0,036
0,033
0,033
1,821
0,008

Dinucledtido
GTAG
GCAG
ATAC
GGAG
TGAG
GTGC
AGAG
CCGG
GTAT
GTTG
NNNN
CTAC

Numero
214.253
2.355
256

235

47

36

35

35

34

32
1.450

%
97,934
1,076
0,117
0,107
0,021
0,016
0,016
0,016
0,016
0,015
0,663
0,002
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mismos filtros utilizados para los resultados de BLAT. En la Tabla IX se resumen las predicciones de
sitios de splicing para humano y ratén. Se observa que el nimero de intrones no candnicos es menor
que el predicho por BLAT. El nimero de intrones CT-AC también es menor al predicho por BLAT. Los
intrones CT-AC estan en el lugar 99° en humano y 141° en ratén en la lista de dinucleétidos mas

frecuentes.

A continuacion se tomaron las predicciones de sitios de splicing de BLAT y de GMAP y se
realizd una interseccién. En la Tabla X se resumen los resultados. Hay 13 intrones CT-AC en humano y

3intrones CT-AC en ratdn que estan predichos por BLAT y por GMAP.

Luego se realizd un analisis para determinar si los intrones CT-AC predichos estaban
conservados evolutivamente entre ratén y humano. Ninguno de los intrones CT-AC predichos esta

conservado entre ratén y humano.

El intron CT-AC del gen Trappc9 parece ser una excepcién, ya que posee multiples ESTs y
cDNAs que apoyan su existencia. Ademas esta conservado entre rata y ratéon. Y este intrédn posee
secuencias consenso del tipo U12. Un trabajo previo habia reportado su existencia como un intrén

U12 no candnico (Lin et al., 2010).



TABLA X. Dinucleétidos de los intrones predichos por BLAT y GMAP a partir de datos de ESTs y

cDNAs de humano y ratén.

Humano Ratdn

Dinucledtido Numero % Dinucleétido Numero %
GTAG 252.599 97,850 GTAG 210.920 98,576
GCAG 3.392 1,314 GCAG 2.233 1,044
ATAC 252 0,098 ATAC 202 0,094
GGAG 137 0,053 GGAG 139 0,065
GTGC 73 0,028 GTAT 31 0,014
GTAT 69 0,027 GTTG 30 0,014
GTGG 67 0,026 GTGC 24 0,011
AATT 59 0,023 GTGG 22 0,010
GTTG 54 0,021 AGAG 13 0,006
AACT 50 0,019 CGAG 13 0,006
NNNN 1.383 0,536 NNNN 336 0,157

CTAC 13 0,005 CTAC 3 0,001
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3.13 Validacion experimental de los intrones no candnicos CT-AC

A partir de las predicciones realizadas de intrones CT-AC se seleccionaron algunos intrones
para realizar una validacién experimental mediante RT-PCR. Se seleccionaron seis genes de humano a
los cuales se les predijo una variante de splicing con un posible intron CT-AC: NEFH , RAB37, BGN,
PRRT, LHX9 y SRCRB4D (en la Tabla XI se entregan detalles). Para ello, se utilizaron RNAs de humanos
y se generd cDNA de 8 tejidos distintos (Utero, testiculo, cerebro, corazdn, bazo, pulmodn, rifién e
higado). Se realizaron PCRs mediante un protocolo de touchdown PCR a 40 ciclos (Korbie y Mattick,
2008). Se realizaron curvas de Mg**, curvas de temperatura de annealing y se utilizé un enhancer de

PCR, pero no se encontro evidencia de un intron CT-AC en los genes analizados (datos no mostrados).

A partir de las predicciones realizadas en los datos de ratdén se seleccionaron 9 genes
candidatos para ser validados por RT-PCR: 1700012B15Rik, 2900041 M22Rik, Alb, Ftl1, Kcnk7, Mrps7,
Nipsnapl, Rab2b y Rtkn (en la Tabla XI se entregan detalles). En cada caso se utilizé un par de
partidores que permite amplificar las variantes de splicing con el intron CT-AC procesado y sin
procesar. Se utilizé6 un RNA comercial en el cual estan representados todos los tejidos de ratén. Se
realizaron las transcripciones inversas utilizando cuatro enzimas distintas: RevertAid (MMLV de

Fermentas), AMV (Promega), Transcriptor (Roche), RevertAid Premium (Fermentas).

Se muestran los resultados de los RT-PCRs en la Figura 22. En todos los genes estudiados se
amplificd la variante de splicing con el intrén CT-AC no procesado (Fig. 22A). Sélo se observa la banda
esperada para el intrén CT-AC procesado (en una muy baja proporcidn) en el caso de Ftl1 (Fig. 22A y
22B). Las bandas de Ftl1 fueron corroboradas por secuenciacion. Al repetir el PCR de Ftl1 con cDNAs

generados con cuatro enzimas distintas, sélo se observa la variante procesada al utilizar la RT
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Tabla XI. Intrones CT-AC elegidos para ser validados experimentalmente mediante RT-PCR.

Especie  Gen Coordenadas Tamafio pb ESTs cDNAs
Humano PRRT chrl6:29824475-29824633 158 BP213249 AK098379
SRCRB4D chr7:76022807-76022869 62 BG682948,CvV030141 BC015651,JF432453
BGN chrX:152770137-152770226 89 DB257240 AK094059
RAB37 chrl7:72741603-72742904 1301 - BC040547
LHX9 chr1:197886900-197890535 3635 - AK097614
NEFH chr22:29867016-29868294 1278 - AB020652
NEFH chr22:29868438-29876240 7802 - AB020652
Raton 2900041M22Rik  chr11:117473768-117474500 732 BB632596,BB632597 AK038849,AK038850
1700012B15Rik  chr12:3237205-3237289 84 - BC060685,BC062897
KCNK?7 chr19:5706904-5706987 83 - AF012324,AF022820
FTL1 chr7:52713416-52713575 159 BF322949,CB723511, =
DV043763, DV046339,
DV053030,DV058728
Alb chr5:90893999-90901647 7648 Al265678,A1303622 -
Mrps7 chr11:115468438-115468498 60 BY711401 AK012225
Rab2b chr14:52893466-52895031 1565 BB173372 AKO038576
Rtkn chr6:83100022-83102131 2109 Al390876,W14579 -
Nipsnap chr11:4784049-4789925 5876 Al037258,BX511822 -
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Figura 22. Los intrones CT-AC predichos en genes de ratén y sujetos a verificacion experimental no
pudieron ser validados. (A) RT-PCRs utilizando partidores que amplifican la variante con intrén CT-AC
retenido y procesado. Se muestran los tamafios en pares de bases para los dos productos de PCR
esperados. Se utilizd RNA Universal de Ratén y se generd cDNA utilizando cuatro RTs distintas. (B) La
variante sin el intrén CT-AC del gen Ftl1 sélo se ve en el RT-PCR en el cual se utilizd6 MMLV. (C) Se
amplificaron distintos productos de PCR de Rab2b dependiendo de la RT utilizada.
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MMLYV (Fig. 22B). El caso de Rab2b es bastante complejo, ya que con las 4 RTs se observan distintos
productos de PCR (Fig. 22B). Se secuenciaron los productos del RT-PCR de Rab2b y ninguna de las
bandas secuenciadas coincide exactamente con lo esperado. Se observa que los productos de PCR de
Rab2b presentan multiples sitios de splicing siendo casi todos no consenso y con largas secuencias
directas repetidas (datos no mostrados). En conclusién no se validé ninguno de los intrones CT-AC de

ratdn elegidos.

3.1.4 Falseamiento de los intrones CT-AC descritos en la literatura

Mediante las validaciones experimentales realizadas no se pudo confirmar la existencia de
ningun intrén CT-AC. Cabe preguntarse entonces si los intrones CT-AC descritos en la literatura son
reales o son errores de anotacion y/o artefactos del RT-PCR. Para ello se analizd cada uno de los

reportes en donde se sugiere la existencia de un intrén CT-AC.

El grupo de He et al. (2009) reportd que hasta un 6,5% de los sitios de splicing en datos de
humano correspondian a sitios CT-AC. Al ser contactado el autor nos cedié sus datos originales. Al ser
analizados se verificd que los intrones CT-AC correspondian a intrones de ESTs que estaban anotados
de forma inversa a genes conocidos. Como se discutid anteriormente, estos ESTs provienen de

bibliotecas que no conservan la hebra original.

El gen CaBP3 es uno de los casos en que se reportd un intrén CT-AC en humano (Haeseleer et
al., 2000). Ya no existe el gen CaBP3 en la base de datos Gene del NCBI y su acceso fue reemplazado

por el de CaBP5, ya que el gen CaBP3 no existia y era un error de alineamiento del cDNA AF169158.
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Para el gen SIAH-1 en humano se describié una variante de splicing en la cual se activaria un
intrén CT-AC en el exén 2 del gen (Mei et al., 2007). Todo apunta a que el supuesto sitio de splicing
CT-AC es en realidad un intrén GT-AG de un NAT de SIAH1. Hay evidencia de ESTs y datos de RNA-Seq
hebra especifica (IBM 2.0) que muestran la presencia de un NAT con un intron GT-AG procesado en
esa posicion (datos no mostrados). Los autores del articulo original realizaron un RT-PCR que no
discriminaba mRNA sentido de antisentido y por tanto pudieron amplificar el NAT de SIAH1 con el

intron procesado y confundirlo con el mRNA sentido con un intrén CT-AC procesado.

Se reporté que el gen de B-tubulina en Karlingiomyces poseia un intrén CT-AC (Keeling, 2003).
Mediante una comunicacién personal con el autor, éste manifestd que el intron CT-AC habria sido

generado por un error en el alineamiento de sus datos.

Se describid la existencia de un intron CT-AC en el gen PIG-O de Plasmodium falciparum
(Delorenzi et al., 2002). Sin embargo, la anotacién del gen PIG-O en PlasmodiumDB muestra que no
existe este intrén CT-AC. Ademas un EST BM274380 de Plasmodium presenta las coordenadas de ese

intréon pero en la otra direccidn, es decir GT-AG.

PXR es un ejemplo en donde se detectaron dos variantes de splicing con intrones CT-AC
(Kurose et al., 2005). Realizamos RT-PCRs con una muestra comercial de RNA Universal de Humanoy
no pudimos amplificar las variantes descritas en este articulo. Ademas se buscé evidencia en datos
de cDNAs, ESTs y de RNA-seq (IBM 2.0) para estos intrones y no se encontraron las variantes de

splicing que ellos reportan (datos no mostrados).

ASFMR1 es un caso al parecer bien caracterizado de un intrén CT-AC, ya que estd presente en

los datos de RefSeq de humano (Ladd et al., 2007). Pero segun la anotacion de GENCODE V19 ese
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intrén CT-AC en realidad es un intrén GT-AG de un NAT. Este ejemplo es similar al observado para

BCL10y ZNF165 (Fig. 20).

Finalmente, el caso del gen U83 del virus Herpes humano 6 es bastante especial, ya que los
autores muestran que puede sufrir splicing en sitios CT-AC al sobre expresarlo en células humanas sin
la necesidad de proteinas virales (French et al., 1999). En la Figura 23A se muestran las secuencias de
los posibles sitios de splicing de U83. Existen 2 variantes del virus, Ay B. Las dos variantes del gen U83
fueron clonadas en un plasmido pcDNA3.1 y expresadas en las lineas celulares PC12, Cos7, Hela y
HEK293. No se observo la variante procesada de U83A o U83B en los ensayos de splicing in vivo en
esas lineas celulares (datos no mostrados). Al utilizar células HEK293T se observdé una banda
correspondiente a U83B sin su intron (Fig. 23B). Ademas al expresar U83B con mutaciones sitio
dirigidas en los sitios de splicing CT-AC se deja de observar la banda de U83 procesado (Fig. 23B).
Para controlar que esto no fuera producto de un template switching (alrededor de los sitios de
splicing de U83B existen secuencias repetidas directas de 6 nt) se realizaron RTs utilizando 3 enzimas
distintas y en todos los casos se obtuvo el mismo resultado (datos no mostrados). Ademas al realizar
una transcripcion in vitro del RNA de U83B y posteriormente mezclarlo con RNA de HEK293T y

someterlo a RT-PCR no se observa la variante de U83 procesada (datos no mostrados).

Se repitid6 el RT-PCR de U83B transfectado en células HEK293T usando RT-PCR hebra
especifica. Lo que se observo fue que el transcrito de U83B realmente no sufre splicing (Fig 23C). La
variante de U83B que sufre splicing corresponde a un NAT. Esto resultados muestran que la banda

procesada que se observa es un NAT de U83B en la que se procesaria el intréon en los sitios GT-AG.
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Figura 23. El splicing de un intrén CT-AC del gen U83 de HHV-6 es un artefacto. (A) Secuencias de los
sitios de splicing del “intron CT-AC” de U83, reportado en la literatura. (B) Ensayo de splicing in vivo
de U83B en células HEK293T. El vector U83B-mut posee mutaciones sitio dirigidas en los sitios CT-AC.
Se realizé el RT-PCR utilizando oligo dT. (C) RT-PCR hebra especifica de un ensayo de splicing in vivo
del gen U83B en células HEK293T. (D) RT-PCR con oligo dT de un ensayo de splicing in vivo en células
HEK293T del gen U83B clonado en direccion antisentido.



101

Esto se verificd clonando U83 en la direccidn antisentido y realizando ensayos de splicing in vivo. Se

observé que el intron GT-AG de U83-AS es removido (Fig. 23D).

Los resultados sugieren que en el extremo 3’ del gen de U83 existiria un promotor criptico
qgue en células HEK293T podria activarse y generar un NAT, el que sufriria el splicing de un intron GT-

AG que tiene sefales cercanas al consenso para un intron U2.

Los resultados obtenidos con los ensayos de splicing in vivo para el gen U83 sugieren que la
maquinaria celular no puede reconocer y procesar la secuencia complementaria y reversa a la de un
intrén consenso del tipo U2. Para poner a prueba nuevamente esta posibilidad se cloné el gen de Ucn
de rata en un vector de expresion pcDNA3.1. Se ha descrito la existencia de un mirrorRNA para este
gen (Haeger et al., 2005) y se sugirid que este NAT podria generarse por el splicing de un intrén del
tipo CT-AC. Por ello ademas se clond el gen de Ucn de forma antisentido. Al realizar ensayos de
splicing en cuatro lineas celulares distintas: PC12, Hela, HEK293 y Cos7, se observa que el intrén del
gen de Ucn es eficientemente procesado, pero el NAT de Ucn no sufre splicing en el posible intrén CT-

AC (Fig. 24).

A partir de nuestros resultados podemos concluir que los intrones CT-AC que se observan en
los datos de cDNAs y de ESTs son artefactos producidos por diversos motivos: template switching de
la RT, generacidn de fusiones sentido-antisentido, alineamientos anotados en la hebra equivocada y

errores de los programas que generan los alineamientos.

Nuestros resultados sugieren que la maquinaria de splicing celular no es capaz de procesar las

secuencias complementarias e inversas a las de un intrén consenso por lo que la biogénesis de los
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Figura 24. La maquinaria de splicing celular no es capaz de reconocer y procesar las secuencias
complementarias e inversas a los sitios de splicing del gen de Ucn de rata. Ensayo de splicing in vivo
para Ucn sentido y Ucn antisentido en células HEK293T. El transcrito Ucn-AS no sufre splicing en los
sitios CT-AC. Con * se marcan mRNAs procesados en sitios GT-AG cripticos. Las flechas indican el
tamafio de las dos isoformas esperadas (con el intrdn procesado y con el intrén sin procesar).
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mirrorRNAs no seria por transcripcion bidireccional de un Jocus y splicing de los sitios

complementarios e inversos.

3.2 Actividad RdRP

La hipdtesis mas utilizada para explicar la existencia de los mirrorRNAs es la posible existencia
de una actividad RdRP en células de mamiferos (Cheng et al., 2005; Haussecker et al., 2008;
Merzendorfer et al., 1997; Rosok y Sioud, 2004; Volloch et al., 1996). En caso de que esto ocurriera,
una de las predicciones es que algunos mirrorRNAs deberian tener en su extremo 5’ una secuencia
poli(T). Este extremo poli(T) no deberia estar codificado en el genoma y provendria de la cola poli(A)

3’ del mRNA sentido.

Para poner a prueba esta prediccién se realizd una busqueda de mirrorRNAs con estas
caracteristicas en los datos de ESTs y cDNAs. Se muestran los resultados en la Tabla Xll. Se
encontraron 5 secuencias tipo mirrorRNA con extremos 3’ poli(A) y 5 poli(T). En la Figura 25 se

muestra el ejemplo de CWC15.

Para aumentar la profundidad de la busqueda se utilizaron datos de RNA-Seq. En primer lugar
se utilizaron los datos hebra especifica de IBM 2.0. Se Analizaron aproximadamente 1.200 millones
de lecturas en busqueda de lecturas que tuvieran al menos 6 Ts no gendmicas en su extremo 5’ y que
alinearan con en el extremo 3’ de genes conocidos. Se muestran en detalle los resultados en la Tabla
XIIl. No se encontrd ninguna lectura que apoyara la existencia de RNAs que tuvieran un extremo 5’
poli(T) no gendmico en donde el extremo 5’ poli(T) pudiera provenir de una cola poli(A) de mRNAs de

genes conocidos.
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Tabla Xil. Secuencias de mirrorRNAs con extremos 3' poli(A) y 5' poli(T).

Gen Nombre Cromosoma Inicio Termino Hebra Orientacién Tamaiio Tamaiio
poli(A) 3' poli(T) 5'
ANUBL1 Al624999 chr10 46111823 46120086 + -1 7 6
CWC15 BM971024 chrll 94696279 94703214 + -2 11 15
DHX29 CA432936 chr5 54552072 54557266 + -2 9 17
LOC129293 CR936634 chr2 85048801 85064628 + -3 20 17
RPS25 AA781013 chrll 118886421 118889052 + -4 11 11
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trtteteetet tototlITIGG TTATTTAGAT TARAAAATATT TATTACAGGC 50
AGATTTGCIT TTICCCAGGAA AACATATCAC TGGAAACATT TGGAGAATGC 100
ABACTGGGIT AAACCTATTC CCAAGTCCAT TATCAAGTAA GGTATCACTA 150
ARGAAAAMAGA TAGGAGTITTA AAACTGGGGA AGCCCACACA CAATTTAGAC 200
AGGGGAAAZRAG ARRAZLAAAL CTCATAAAXRL AAGTCAGARAT GATCCITTAC 250

GTTITITACAGT CTTTAATTAA GCACATAAAR CTGTACTATT TAATATATIT 300

CTCCATGAAC TTTTTGIGAA ATTCAGATCG CAGIGTGICA TTTACAAATC 350
TITIGICITT CTTICIGGICA TCTACACCIT TTGCACAGIT CITGAAGACA 400
ACGTCATCAT CCCACCTICT TITAACTTITIG AAGTTGGCCT GAGGCTIGGGA 450
TGGGCCAGTG AGATtZAGGA GAGGGITICC GCTCAGAATG TTTTCCATAC 500

GAATCCTCTC TICTITCAGCT TTITTGITCIT GITCCTITICCT GGCCIGCTICT 550

CAGCTCTTIT CTITITTAAT TTITITICCAGT TCIGCAAGAA GAGCTICgaaa 600

aaaaaaaa

Figura 25. Ejemplo de un mirrorRNA con cola 3’ poli(A) y extremo 5’ poli(T). (A) Imagen del UCSC
Genome Browser que muestra el alineamiento del cDNA BM971024 al genoma humano. El cDNA
BM971024 es antisentido al gen CWC15. (B) Alineamiento de BM971024 al genoma humano
utilizando BLAT, la cola 3’ poli(A) y el extremo 5’ poli(T) no estan codificados en el genoma. Las

secuencias que estdn en negro y en minuscula no alinean al genoma.



Datos N° de N° de Lecturas con Lecturas con poli(T) 5'
Lecturas lecturas post Poli(T) 5' alineadas en el extremo

filtros 3' de genes conocidos
ERR030868.fastq 72.451.624  48.844.432 49.817 0
ERR030869.fastq 70.743.680  48.088.358 49.705 0
ERR030871.fastq 72.321.018  48.922.330 49.705 0
ERR030863.fastq 73.520.276  49.477.389 45.125 0
ERR030862.fastq 73.420.952  49.444.192 47.298 0
ERR030870.fastq 71.937.539 48.533.977 48.411 0
ERR030859.fastq 76.274.508  64.863.519 66.898 0
ERR030867.fastq 73.773.895 60.137.644 61.995 0
ERR030866.fastq 74.249.497  57.900.535 67.590 0
ERR030860.fastq  75.929.029  66.204.978 67.294 0
ERR030861.fastq 74.756.517  58.993.695 55.587 0
ERR030864.fastq 77.258.890 62.810.257 57.410 0
ERR030865.fastq 75.982.104 61.649.874 45.982 0
ERR030857.fastq 78.243.019 61.886.476 55.746 0
ERR030858.fastq 77.229.855  62.655.875 55.613 0
ERR030856.fastq 76.447.153  62.345.616 57.480 0
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Tabla XIIl. Busqueda de RNAs con extremo 5' poli(T) no genémico en datos de RNA-Seq de IBM 2.0.
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En el afio 2010, se describid la presencia de RNAs pequefios con extremos 5’ poli(T) (Kapranov
et al., 2010a) y los autores atribuyeron su origen a una actividad RdRP. Por ello se intentd replicar sus
resultados utilizando datos de RNA-Seq de RNAs pequeiios generados por el proyecto ENCODE. Se
analizaron datos de 3 tipos celulares distintos y en cada caso se utilizaron tres tipos de tratamientos
distintos para generar las bibliotecas. De un total de aproximadamente 1.700 millones de lecturas
analizadas, no se encontré ningun alineamiento que tuviera un extremo 5’ poli(T) que pudiera

provenir de una cola poli(A) de genes conocidos (Tabla XIV).

A partir de los datos analizados no fue posible encontrar evidencia convincente que apoye la

hipdtesis de la existencia de una actividad RdRP que genere mirrorRNAs.

3.3 mirrorRNAs derivados desde pseudogenes procesados

En esta tesis se ha propuesto que un posible origen de los mirrorRNAs es la transcripcion
antisentido de pseudogenes procesados que estén en el genoma humano. Con las busquedas en
datos de cDNAs, ESTs y RNA-seq se detectaron algunos de estos eventos. Ademas en la validacidn
experimental se detectd el caso de pseudo-mirrorRNAs provenientes de pseudogenes de KRT8. En
los casos mencionados los pseudogenes procesados difieren del gen de origen en algunas bases, lo
gue permite determinar desde que lugar del genoma proviene el transcrito. Por otra parte, existen
casos de mirrorRNAs que provienen de genes que no poseen pseudogenes procesados anotados en el
genoma de referencia. Por tanto, en principio esos mirrorRNAs no podrian poseer ese origen. Sin
embargo, si existieran pseudogenes procesados polimérficos en la poblacion humana que no estén
anotados en el genoma humano de referencia, algunos de los mirrorRNAs descritos podrian provenir

de ellos.
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Tabla XIV. Busqueda de RNAs con extremo 5' poli(T) no gendmico en datos de RNA-Seq de RNAs
pequeios de ENCODE.

Células RNA Biblioteca  N° de lecturas Lecturas con Lecturas con poli(T) 5'
post-filtros Poli(T) 5' alineadas en el
extremo 3' de genes
conocidos
A549 Total Sin tratamiento  89.051.064 2.189 0
A549 Total Sin tratamiento  82.146.000 2.793 0
A549 Total TAP 54.294.588 1.831 0
A549 Total TAP 60.918.750 1.994 0
A549 Total CIP-TAP 65.351.054 5.129 0
A549 Total CIP-TAP 55.370.700 3.592 0
A549 Citoplasmatico TAP 52.460.743 2.581 0
A549 Citoplasmatico CIP-TAP 53.641.974 2.151 0
A549 Nuclear TAP 112.608.743 2.397 0
A549 Nuclear CIP-TAP 45.191.601 1.693 0
H1-neurons Total Sin tratamiento  95.449.257 724 0
H1-neurons Total TAP 112.417.229 390 0
H1-neurons Total CIP-TAP 116.886.814 5.857 0
MCF7 Total Sin tratamiento  95.156.050 1.505 0
MCF7 Total TAP 87.440.995 3.731 0
MCF7 Total CIP-TAP 73.012.247 2.648 0




109

Recientemente se ha descrito que existen pseudogenes procesados polimérficos, que no
estan reportados en el genoma humano de referencia (Abyzov et al., 2013; Ewing et al., 2013;
Schrider et al., 2013). En las publicaciones se detectaron 252 genes desde los cuales se derivaron
pseudogenes procesados polimorficos (Tabla S19). Al cruzar esa lista de genes con la de los
mirrorRNAs la intersecciéon es de 18 genes de un total de 131, lo que muestra que existe un

enriquecimiento de mirrorRNAs presentes en esa lista de genes (x2 p<0,0001) (Fig. 26).

Al comparar los mirrorRNAs que poseen evidencia para mas de un SJ segun los datos de IBM
2.0 (Tabla S13) se aprecia que 5 (MYH11, ZNF100, LAPTM4B, CALR y TPT1) de los 13 genes estdn en la
lista de pseudogenes procesados polimorficos (x2 p<0,0001). Hay casos muy interesantes como el del
gen SMAD4. No existe ningln pseudogen procesado anotado en el genoma de referencia para
SMADA4, pero 2 de los estudios citados (Abyzov et al.,, 2013; Schrider et al.,, 2013) reportan la
existencia de un pseudogen procesado de SMAD4 en algunos de los genomas analizados. En los datos
de ENCODE se encontraron lecturas mirror para 6 de sus 11 intrones. Esto sugiere fuertemente que
estas lecturas mirror provienen de la transcripcion antisentido de un pseudogen procesado

polimérfico de SMADA4.



110

Schrider et Abyzov et al

Ewing et al mirrorRNAs

Figura 26. Identificacion de mirrorRNAs en genes humanos que poseen pseudogenes procesados
polimdérficos. El diagrama de Venn muestra la interseccidon entre las listas de genes que poseen
pseudogenes procesados polimérficos identificados en tres estudios independientes con la lista de
genes a la que se le identificd mirrorRNAs en esta tesis.
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DISCUSION

Durante la presente tesis se puso a prueba la real existencia de los mirrorRNAs para asi
determinar si eran artefactos experimentales o ncRNAs reales. Nuestros datos muestran mediante
distintas aproximaciones tanto bioinformaticas como experimentales que son ncRNAs reales. La
existencia de los mirrorRNAs era dificil de ser explicada. Por ello se estudiaron distintas hipétesis que
permitian entender cédmo se originan los mirrorRNAs. Los resultados presentados en esta tesis
indican que los mirrorRNAs son producidos por la transcripcion antisentido de pseudogenes

procesados.

1. Prediccién bioinformatica de los mirrorRNAs

Existen dificultades para asignar con total seguridad la hebra desde la cual provienen los
datos de ESTs y cDNAs, ya que muchas bibliotecas no fueron preparadas con métodos que
mantengan la informacién de la hebra, o en otros casos en donde si hay anotacién de la direccidn,
pueden estar anotados en la hebra equivocada (Chen et al., 2004; Lavorgna et al., 2004; Shendure y
Church, 2002; Yelin et al., 2003). La aproximacion utilizada en la presente tesis fue identificar colas 3’
poli(A) para asi asignar la hebra desde la cual provienen las secuencias. Esta aproximacién ha sido
anteriormente utilizada para identificar NATs (Chen et al., 2004; Yelin et al., 2003). Es evidente que
esta condicion restringe la busqueda sélo a una fraccidén de los datos ya que sdlo el 1,8% de los datos
tiene una cola poli(A). Por otra parte una de las limitaciones es que esa busqueda sélo identificaria
mirrorRNAs poliadenilados. A pesar de lo anterior, la busqueda permitié la identificacion de
secuencias mirror. No se puede descartar que en la busqueda realizada se hayan encontrado falsos
positivos, producto de errores de secuenciacidn, polimorfismos en el genoma (polimorfismos podrian

Ilevar a identificar equivocadamente una cola 3’ poli(A) que en realidad es una secuencia gendémica) u
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otros. Es interesante que cinco de los mirrorRNAs que se validaron experimentalmente (UBRS5,
CWC15, KRT8, RPS23 y RPS11) fueron detectados mediante la busqueda en ESTs y cDNAs y los cinco

dieron resultados positivos.

Los datos de RNA-seq permiten analizar el transcriptoma de los organismos a una gran
profundidad, por eso son muy utiles a la hora de detectar RNAs que estén presentes en bajos niveles.
En este caso la utilizaciéon de datos de RNA-seq hebra especifica era esencial, para poder distinguir
mirrorRNAs de mRNAs sentido. La forma en la que se construye la biblioteca para el RNA-seq hebra
especifica puede influir en el grado de especificidad de hebra de las lecturas (Levin et al., 2010). Sélo
se utilizaron datos de RNA-Seq que estuvieran generados con bibliotecas en la cuales se ligaron los

adaptadores a nivel de RNA, para asi evitar artefactos (Levin et al., 2010).

En los datos de RNA-Seq de IBM 2.0 provenientes de RNA total (ERS025084) se encontrd una
mayor proporcidn de lecturas provenientes de datos de pseudo-mirrorRNAs que en los datos poli(A)+
(ER025087). Esto puede deberse a que muchos de los pseudogenes procesados desde los que se
derivan los pseudo-mirrorRNAs se encuentran dentro de intrones de genes (antisentidos a la
direccion de la transcripcion del gen), por tanto es posible que lecturas mirror provengan de RNAs
poli(A)-, ya sea pre-mRNAs, intrones procesados o transcritos intrénicos no poliadenilados. Por otra
parte, el hecho que se encuentren mirrorRNAs en los datos de RNA-Seq poli(A)+ en cantidades
similares a la de datos de RNA total, sugiere que gran parte de los mirrorRNAs podrian estar

poliadenilados.

Mediante el andlisis bioinformatico desarrollado se encontraron multiples posibles
mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs en los datos de RNA-Seq. Debido a que las lecturas de RNA-seq

utilizadas son pequefias (entre 50 nt y 100 nt) existieron muchos casos en donde no se podia
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diferenciar si las lecturas eran mirror o pseudo-mirror, ya que alineaban con igual score a un SJ que a
un pseudogen procesado. Ante esta dificultad se prefirid clasificar las lecturas con estas
caracteristicas como pseudo-mirror. Esto puede llevar a detectar menos mirrorRNAs de los que
realmente existen en las muestras analizadas, producto de la imposibilidad de diferenciar con certeza

el origen de las lecturas.

Al comparar los resultados de las dos estrategias de busqueda de mirrorRNAs se observé que
los datos de pseudo-mirrorRNAs encontrados en los datos de ESTs y cDNAs estan todos contenidos en
los datos de pseudo-mirrorRNAs encontrados en datos de RNA-seq (Fig. 9C). Para el caso de los
mirrorRNAs la interseccién es menor (Fig. 9B), pero si se incluyen los datos de mirrorRNAs y pseudo-
mirrorRNAs encontrados en datos de RNA-seq, la interseccion con los datos de ESTs y cDNAs si es
significativa (Fig. 9A). Esto puede deberse a que varios mirrorRNAs fueron clasificados como pseudo-
mirrorRNAs en los datos de RNA-seq producto de que el pequeiio tamaio de las lecturas no permitia
diferenciar entre mirror o pseudo-mirror. Otra razén por la que la identificacién de pseudo-
mirrorRNAs puede ser mas reproducible (en distintas muestras) que la identificacién de mirrorRNAs,
es que los pseudo-mirrorRNAs son generados desde pseudogenes anotados en el genoma de
referencia y que estan presentes en toda (o la gran mayoria) de la poblacion. En cambio, si los
mirrorRNAs provienen de pseudogenes procesados de origen reciente y que son polimdrficos en la
poblacién encontrandose algunos de ellos quizds en un bajo porcentaje de individuos, la posibilidad

de reproducir la identificacion de mirrorRNAs con fuentes de datos distintas se hace menos probable.

La interseccion de los datos de mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs derivados de datos de IBM
2.0 y de ENCODE es bastante grande, lo que muestra que el método de busqueda es robusto y
reproducible con datos de RNA-seq independientes (Fig. 9A). Es interesante notar que en los datos de

IBM 2.0 se encontrd un mayor numero de genes que posiblemente tengan mirrorRNAs en
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comparaciéon a los datos de ENCODE (Fig. 9B). Esto no se puede explicar por la profundidad de los
datos analizados. Los datos de ENCODE provienen de cinco lineas celulares y pudiese ser que en esas
lineas celulares exista una menor diversidad de pseudogenes procesados polimoérficos en los genomas
de las células. En cambio los datos de IBM 2.0 provienen de 16 tejidos (de personas distintas). Esto
representa una mayor diversidad de “individuos” y por tanto mayor posibilidad de que los genomas
contengan pseudogenes procesados no anotados en el genoma de referencia que den origen a
mirrorRNAs. Ademads, cabe la posibilidad que dentro de un tejido de un humano adulto existan
poblaciones de células que posean eventos de retrotransposicion que no sean compartidas por todas
las células del mismo tejido. Esto ya se ha visto en datos de cerebro humano en donde en tejido
adulto existe una heterogeneidad de eventos de retrotransposicién (Baillie et al., 2011; Coufal et al.,
2009). Adicionalmente puede ser que algunos de los 16 tejidos analizados posean tasas de
retrotransposicion mas elevadas que el resto de los tejidos (cerebro por ejemplo), incluidos las de las
lineas celulares, esto podria producir una mayor cantidad de pseudogenes procesados y

posiblemente una mayor cantidad de mirrorRNAs.

2. Validacién experimental de los mirrorRNAs

La validacién experimental de NATs presenta ciertos desafios, ya que existe la posibilidad de
identificar de forma incorrecta la hebra desde la cual proviene el RNA. Para el caso de los mirrorRNAs
también existe la dificultad de que se expresan en muy bajos niveles, por tanto para validarlos
experimentalmente eran necesarios métodos altamente especificos y sensibles. En un inicio se
intentd realizar RT-PCR hebra especifica, pero distintos experimentos realizados en el laboratorio
junto a datos de la literatura muestran que las técnicas convencionales de RT-PCR hebra especifica no
son del todo especificas (Craggs et al., 2001; Haddad et al., 2007; Lanford et al., 1994). En el
laboratorio se desarrolléd una técnica de RT-PCR hebra especifica que mejora la especificidad de la

deteccién (Cerda, 2014) pero finalmente no fue utilizada para la identificacion de mirrorRNAs.
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Uno de los posibles artefactos que se debe controlar es la actividad DNA polimerasa
dependiente de DNA (DdDP) de la RT. Se ha observado que experimentos de affymetrix hebra
especifica detectan NATs que son artefactos de la RT, debido a la generacion de cDNAs doble hebra
(Perocchi et al.,, 2007). Esto hace que sea necesario interpretar con cuidado la identificacion de
mirrorRNAs por metodologias que no tomen en cuenta este fendmeno. Nuestros ensayos de 3° RACE
y 5" RACE con TdT y dCTP fueron realizados utilizando ActD durante la reaccién de RT. Se describio

que la utilizacidn de ActD durante la RT inhibe la actividad DdDP de la RT (Perocchi et al., 2007).

Los ensayos de 5’ y 3’ RACE son altamente sensibles y hebra especifica. Para el caso del 3’
RACE se lograron validar 5 (UBR5, CWC15, KRT8, RPS23 y RPS11) de los 10 mirrorRNAs analizados.
Para el caso de RPS11 (Fig. 12C) se identific6 un mirrorRNA que termina en un tramo poli(A)
gendmico. En este caso es dificil saber si este es el extremo 3’ real del mirrorRNA. Es posible que este
no sea el extremo 3’ real del mirrorRNA y haya sido generado por un priming en el tramo poli(A)
gendmico, generando un cDNA mds corto que el RNA original. Se ha observado que el priming de
secuencias poli(A) internas puede afectar la generacién de cDNAs completos o llevar a la transcripcion
inversa de RNAs que no tienen una cola poli(A) (Nam et al., 2002; Ravasi et al., 2006). Una ultima
opcidn es que este clon sea un artefacto experimental, que se haya producido por la formacién de
cDNA desde el mRNA sentido y posterior priming del partidor QT en la secuencia poli(A) y generacién
de un cDNA doble hebra. Para evitar este artefacto se utilizé6 ActD, compuesto que inhibe la

formacion de cDNAs doble hebra, por tanto esta posibilidad es menos probable.

En el caso del 3’ RACE de DDX5 y CALR, se obtuvieron mirrorRNAs parciales (Fig. 13Ay B), en
los que sdélo un SJ es mirror, pero el NAT detectado ademas tiene secuencias intrdnicas del gen

sentido. Una posibilidad es que las secuencias que son parcialmente mirrorRNAs de CALR y DDX5



116

sean artefactos del 3’ RACE, en donde se amplificé un cDNA doble hebra generado a partir de un pre-
MRNA en donde se removid un intrén pero no todos los intrones del pre-mRNA y el primer QT se unid
a la secuencia poli(A) interna. Esta posibilidad existe y no se puede descartar del todo, pero como ya
se planted se intento evitarla utilizando ActD durante la reaccidon de RT, para evitar la generacién de

cDNAs doble hebra.

Los datos de 5 RACE muestran que se logré validar la existencia de 6 de los 7 mirrorRNAs
analizados. El protocolo de 5’ RACE utilizando TdT y dCTP, podria llegar a presentar artefactos en la
especificidad de hebra si es que se forma cDNA doble hebra y se agrega dCTP en el extremo de la
segunda hebra de cDNA. Para evitar esto se utilizé ActD en la reaccién. Por otra parte, en el 5 RLM
RACE se evitan posibles artefactos de la RT, ya que se liga un adaptador de RNA al extremo 5’ de los
RNAs que poseen cap. Esta estrategia de ligaciéon de un adaptador de RNA en principio deberia

garantizar la total especificidad de hebra de la reaccion.

La utilizacién de un protocolo que combina el RPA con el RT-PCR permitid la deteccidn de
mirrorRNAs (Fig. 19). Un protocolo similar fue utilizado por Podlowski et al. (2002) para detectar un
mirrorRNA de la Troponina | cardiaca en rata. Algo importante en este protocolo es controlar que la
accion de las RNasas (A y T1) sea completa y que no quede RNA simple hebra sin degradar. En nuestro
caso varios de los posibles mirrorRNAs no amplifican y ACTB tampoco amplificd lo que muestra que la
accién de las RNAsas fue completa. Este ensayo podria realizarse acoplado a qPCR para identificar de

forma cuantitativa la presencia de mirrorRNAs.

Una aproximacién experimental que podria ser interesante para detectar NATs y en particular
mirrorRNAs, es realizar un RPA acoplado a RNA-Seq. Una muestra de RNA total podria ser tratada

para remover el RNA ribosomal y posteriormente hacer un tratamiento con RNAsas que degraden
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RNA simple hebra. Se deberia precipitar el RNA y posteriormente ligarle adaptadores para generar
una biblioteca hebra especifica y finalmente secuenciar. Con esta aproximacion se podrian detectar
las regiones de RNA que se protegen de la accion de las RNAsas por la generacion de RNAs doble
hebra. Ya existe en la literatura dos reportes de experimentos en los que se utilizd esta aproximacion
en ratén (Shen et al.,, 2011; Zheng et al., 2010). Los datos del RPA-RNA-seq con RNA de raton fueron
pedidos a los autores del trabajo para buscar mirrorRNAs, pero la calidad de los datos no permitid
hacer un andlisis, ya que practicamente no habia lecturas que alinearan al genoma de ratén. Esta
aproximacién propuesta se podria complementar con la secuenciacién del genoma desde donde
proviene la muestra de RNA, para asi poder detectar mirrorRNAs que provengan de pseudogenes

procesados que no estén anotados en el genoma de referencia.

Tomando en cuenta todos los experimentos de validacion experimental que se realizaron en
la presente tesis se valido la existencia de 8 de los 10 posibles mirrorRNAs estudiados. Las distintas
aproximaciones experimentales no son 100% consistentes para encontrar o no la presencia de un
mirrorRNA (por ejemplo el mirrorRNA de CWC15 se encontré en el 3’ RACE y en el 5 RLM RACE, pero
no en el RPA-RTPCR y en el 5' RACE con TdT y dCTP). Esto puede deberse a que se utilizaron muestras
de RNA distintas, para el 3" RACE y 5" RACE con TdT se utiliz6 RNA Universal de humano, para el 5’
RLM RACE se utilizd6 RNA de MCF7 y para el RPA-RT-PCR se utiliz6 RNA de HEK293T. Por tanto la
discrepancia a la hora de encontrar mirrorRNAs puede ser explicada por el hecho que se utilizaron
muestras distintas. Ademas podrian existir diferencias en la sensibilidad de la deteccién con los
distintos métodos y partidores utilizados. Una buena aproximacién seria realizar 3' RACE, 5’ RLM
RACE y RPA-RT-PCR con la misma muestra de RNA (por ejemplo HEK293T). Posteriormente se
realizaria PCR con DNA gendmico y partidores especificos, para ver si es posible encontrar
pseudogenes procesados en el genoma que permitan explicar la existencia de los mirrorRNAs

encontrados mediante esa validacion.
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3. Caracteristicas de los mirrorRNAs

Los mirrorRNAs se expresan a muy bajos niveles. Los datos de RNA-seq son consistentes y
sugieren que los niveles de expresién de los mirrorRNAs estan entre el 0,0024 y 0,0075% en relacién a
los niveles de los mRNAs. Esto puede ser porque los mirrorRNAs Son generados en muy pequenas
cantidades o porque son degradados muy rapido (o las dos). La deteccién de mirrorRNAs en datos
poli(A)+ de RNA-Seq y de forma experimental utilizando 3’ RACE, muestran que los mirrorRNAs
pueden estar poliadenilados. Generalmente se entiende la poliadenilacién como un proceso que
aumenta la vida media de los mRNAs. Pero se ha descrito que la poliadenilacién puede participar en
procesos de degradacién de RNAs mediados por el exosoma (Beaulieu et al., 2012; Slomovic et al.,
2010; West et al., 2006; Wyers et al., 2005). La mayoria de los mirrorRNAs encontrados en los datos
de ESTs y cDNAs no presentaban secuencias de poliadenilacion candnicas. Es posible que los
mirrorRNAs sean poliadenilados como mecanismo que los lleve a degradacién mediada por el
exosoma. Para probar esta hipdtesis se podrian realizar ensayos de knockdown de proteinas
importantes para este proceso y posteriormente cuantificar los niveles de los mirrorRNAs, para ver si

estos aumentan.

Otra posibilidad que se analizé es que los mirrorRNAs tuvieran bajos niveles de expresién
debido a que se unieran a sus mRNAs sentido y al formar RNAs doble hebra fueran procesados por
DICER y generaran endo-siRNAs. Los andlisis no pudieron identificar ningun siRNA que proviniera de
mirrorRNAs (Tabla VI). Por tanto la evidencia sugiere que los mirrorRNAs no se procesarian por este

mecanismo y no estarian formando RNAs doble hebra in vivo.

Los analisis de GO revelaron que en la lista de genes que poseen mirrorRNAs predichos existe

un enriguecimiento de genes que participan en el proceso de traduccién de proteinas. Este
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enriquecimiento podria sugerir que los mirrorRNAs participan en procesos regulatorios de genes
importantes para el proceso de traduccidn. Pero por otra parte esta asociacién podria deberse a que
se encontraron mirrorRNAs para 11 genes que participan en traduccidon de proteinas (8 de ellos
proteinas ribosomales) de los cuales 10 poseen pseudogenes procesados en el genoma de referencia.
Como se mostré en resultados existe un enriquecimiento de mirrorRNAs en genes que poseen
pseudogenes procesados. Es interesante notar que se ha detectado una amplia transcripcién de
pseudogenes procesados de proteinas ribosomales, algunos de ellos con expresion tejido especifica
(Tonner et al., 2012). Es posible que no solo se transcriban de forma sentido esos pseudogenes
procesados de proteinas ribosomales sino que también se transcriban en la direccidn antisentido
dando origen a pseudo-mirrorRNAs y mirrorRNAs (en el caso de pseudogenes procesados que no

estén anotados en el genoma de referencia).

4. Mecanismo de biogénesis de los mirrorRNAs

Después de mostrar que los mirrorRNAs existen, queda preguntarse ¢Cudl es el origen de
estos ncRNAs? Como se describié previamente existen dos mecanismos propuestos en la literatura:
1) Splicing de los mirrorRNAs en los sitios complementarios a los canénicos (Haeger et al., 2005; Laabi
et al., 1994). 2) La existencia de una actividad RdRP en células humanas que copie un mRNA sentido,
generando un mirrorRNA (Cheng et al., 2005; Haussecker et al., 2008; Merzendorfer et al., 1997;
Rosok y Sioud, 2004; Volloch et al., 1996). En la presente tesis hemos planteado una tercera opcion
gue consiste en que los mirrorRNAs pueden derivarse de la transcripcién antisentido de pseudogenes
procesados, algunos de ellos polimdrficos en la poblacién y que no estan anotados en el genoma de

referencia.
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4.1 Splicing de los mirrorRNAs en sitios CT-AC
En la presente tesis se describe que nuestras distintas aproximaciones experimentales y
bioinformaticas, no encontraron evidencias de que la maquinaria de splicing celular pudiera procesar

los intrones complementarios e inversos a los candnicos.

La busqueda de intrones mirror identificdé algunos cDNAs (Tabla VII), pero es bastante
probable que estos sean ejemplos de artefactos de la RT como se ha mostrado antes (Houseley y
Tollervey, 2010). Es posible que la unién de un cDNA sentido y un cDNA antisentido que solapen en su
extremo 3’ pueda generar un cDNA quimérico como los mostrados en la Figura 20, producto de la
generacion de cDNAs de doble hebra. Los intentos de validar experimentalmente dos casos fueron

infructuosos.

La busqueda de intrones CT-AC en el transcriptoma de ratén y de humano no llevé a la
identificacion de ningun intrén CT-AC de confianza que ademds tuviera secuencias consensos
complementarias a las candnicas. Las diversas validaciones experimentales muestran que estos
intrones son artefactos de diversos tipos. Existen tres problemas principales en la identificacién de
intrones no canénicos. En primer lugar, se ha descrito que las RTs pueden producir un artefacto
durante la sintesis de cDNA, denominado template switching (Cocquet et al., 2006; Houseley vy
Tollervey, 2010; Mader et al., 2001). Bajo ciertas condiciones en las cuales existe una estructura
secundaria y secuencias directas repetidas, la RT puede “saltar” de un sitio a otro y dejar sin copiar
una zona del RNA que puede ser interpretada como un intrén (los supuestos sitios de splicing de Ftl1
tienen una secuencia directa repetida de 6 nt). Ya se han reportado algunos casos en los cuales
supuestas variantes de splicing eran en realidad artefactos del RT-PCR (Geiszt et al., 2004). Distintas
RTs pueden generar distintas variantes de template switching (Houseley y Tollervey, 2010). Ademas

existe un reporte de que enzimas termoestables como Transcriptor tienen inhibida esta propiedad
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(Cocquet et al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior consideramos que el supuesto splicing del
intrén CT-AC de Ftl1 (Fig. 22B) no es otra cosa que un artefacto de la MMLV. El segundo problema
para identificar intrones no candnicos es que existen diferencias entre el genoma de referencia y el
genoma desde donde provienen los datos de ESTs y cDNAs, inserciones o deleciones polimoérficas que
pueden llevar a la identificacidén errénea de intrones. El tercer problema es generado por los errores
de los alineadores, ya que ciertos errores en el alineamiento pueden llevar a la falsa identificacion de

un intron no candnico (Fig. 21).

Hasta el momento existe sélo un trabajo publicado en el que se describié que la maquinaria
de splicing de células humanas puede procesar un intron CT-AC. En el trabajo de French et al. (1999)
se describe que el gen U83 del HHV-6 es procesado en los sitios de splicing CT-AC. Ademas al clonar el
gen de U83 y expresarlo en células HaCaT observaron el supuesto splicing del transcrito de U83 en los
sitios CT-AC. Se intentd replicar los resultados sin éxito. S6lo se observé una variante procesada de
U83 en las células HEK293T, pero esta variante procesada era un NAT de U83 (Fig. 23). Este fendmeno
es observado al expresar U83B en el vector pcDNA 3.1y en el vector pTEJ-8 (datos no mostrados) en
células HEK293T. Nuestros resultados sugieren que en las células HEK293T se activa un promotor
criptico que esta en el extremo 3’ del gen U83 y que lleva a la transcripcion antisentido del gen, el
transcrito antisentido puede ser procesado eficientemente en los sitios GT-AG presentes, ya que las
secuencias de los sitios de splicing son similares a las candnicas (Fig. 23A). Estos datos sugieren que el
resultado de French et al. (1999) es fruto de un artefacto experimental, ya que al realizar un RT-PCR

gue no discrimina entre transcritos sentido y antisentido, amplificaron la hebra equivocada.

En la literatura existen ejemplos de otros supuestos intrones CT-AC, pero como se presenta

en resultados, éstos son fruto de errores experimentales, artefactos de las técnicas o una mala
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manipulacidn de los datos de ESTs y cDNAs. Por tanto es necesario tomar con cautela los reportes en

donde se presente la existencia de intrones CT-AC.

4.2 Actividad RdRP en células humanas

Hasta el momento existe controversia sobre la posibilidad de la existencia de actividad RdRP
en células de mamifero (Cheng et al., 2005; Kapranov et al., 2010a; Lai, 2005; Maida et al., 2009;
Volloch, 1986; Wagner et al., 2013). Distintos experimentos han mostrado que la RNA pol Il puede
tener actividad RdRP (Abrahem y Pelchat, 2008; Chang et al., 2008; Filipovska y Konarska, 2000; Fu y
Taylor, 1993; Lehmann et al., 2007, Modahl et al.,, 2000; Moraleda y Taylor, 2001). De hecho
recientemente se demostré que la RNA pol Il puede elongar 18 nt el ncRNA B2 de ratén en ciertas
condiciones (Wagner et al., 2013). Analisis in vitro han mostrado que la RNA pol Il puede actuar como
una RdRP si utiliza como sustrato un fragmento del genoma de HDV (Filipovska y Konarska, 2000). La
actividad RdRP es altamente especifica para ese fragmento identificado, ya que al utilizar otras partes
del genoma de HDV u otros RNAs como snRNAs, 7SL RNA, tRNAs no se observa transcripcion
(Filipovska y Konarska, 2000). Adicionalmente la interaccion de la RNA pol Il con ese fragmento del
genoma de HDV es dependiente mas de la estructura secundaria que de la secuencia del RNA
(Filipovska y Konarska, 2000). Estos datos sugieren que la actividad RdARP de la RNA pol Il es un
fendmeno altamente especifico y que estaria limitado a ciertas condiciones celulares y sélo a ciertos
sustratos. Esto lleva a pensar que dificilmente la actividad RdRP de la RNA pol Il pueda explicar la
diversidad de mirrorRNAs encontrados. Adicionalmente se ha determinado que la actividad RdRP de
la RNA pol Il es lenta y poco procesiva comparado con su actividad DdRP (Lehmann et al., 2007). HDV
lograria superar estas limitaciones para replicar su genoma, mediante la unidn del antigeno delta, la
Unica proteina que codifica este virus, a la RNA pol Il estimulando la elongacion (Yamaguchi et al.,
2001; Yamaguchi et al., 2007). Esto sugiere que es poco probable que en condiciones basales la

actividad RdRP de la RNA pol Il sea capaz de elongar un transcrito cientos de nucleétidos como se ha
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observado en el caso de algunos mirrorRNAs detectados. Los estudios de la actividad RARP de la RNA
pol Il han mostrado que es capaz de elongar un extremo 3’ OH libre, ya que el templado se pliega
sobre si mismo generando un self-priming, pero no han mostrado que pueda iniciar la transcripcion
de novo (Filipovska y Konarska, 2000; Lehmann et al., 2007). Para generar un mirrorRNA desde un
MRNA mediante actividad RdRP se esperaria que la actividad RARP empezara de novo, a menos que

utilice como partidor a otro RNA, como por ejemplo un miRNA.

Se describié que la proteina TERT junto al RNA RMRP podrian unirse y poseer actividad RdRP
que llevara a copias del mismo RNA RMRP (Maida et al., 2009). Hasta el momento no se ha mostrado
que TERT se una a otro RNA y genere copias de este RNA. El analisis inicial revelé que TERT se podia
unir a otros RNAs, principalmente tRNAs mitocondriales, secuencias Alu y RNA ribosomal 5.8S. Los
resultados experimentales revelan que TERT/RMRP puede elongar un RNA pero no iniciar un RNA de
novo. Los datos apuntan a que es poco probable que TERT se asocie a mRNAs y genere copias de esos
mRNAs dando lugar a la diversidad de mirrorRNAs observados. Un experimento para poner a prueba
el posible papel de TERT en la generacién de mirrorRNAs es realizar un knockdown de TERT en células
en las cuales se han detectado mirrorRNAs, para ver si esto afecta la expresién de mirrorRNAs. Se

realizd este experimento pero los resultados de los RPA-RT-PCR no fueron concluyentes.

En el trabajo de Kapranov et al (2010a), se planted la existencia de una actividad RdRP en
células humanas ya que encontraron aTASRs. Estos RNAs pequefios que ellos describen poseen
extremos 5’ poli(T), que no estan codificados en el genoma, y son antisentidos a extremos 3’ de genes
conocidos. Por tanto plantean que se originarian por una actividad RdRP que se iniciaria desde la cola
poli(A) de mRNAs. En la presente tesis se utilizaron datos de RNA-seq de gran profundidad para poder
identificar estos RNAs y no fue posible reproducir sus resultados. En el trabajo citado secuenciaron

RNAs utilizando Helicos, que permite secuenciacién de cDNAs molécula Unica. Los datos utilizados en
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esta tesis fueron obtenidos de ENCODE y fueron generados utilizando un secuenciador de Illumina. El
uso de distintas tecnologias, o el hecho de que las bibliotecas de cDNA fueron preparadas con
protocolos distintos (los datos de ENCODE utilizados fueron generados usando 3 protocolos distintos
en 3 lineas celulares diferentes) podrian explicar las diferencias. Por tanto es dificil discernir con total

seguridad si estos RNAs son reales o un artefacto de la secuenciacion (o biblioteca) de Helicos.

Tomando en consideracion los datos disponibles consideramos que es poco probable que
todos los mirrorRNAs sean generados por una actividad RdRP, pero no es del todo descartable que

algunos de ellos pudieran generarse mediante un mecanismo RdRP dependiente.

4.3 Transcripcidn antisentido de pseudogenes procesados

Ya se ha descrito que los pseudogenes procesados pueden ser fuente de NATs (Muro vy
Andrade-Navarro, 2010; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008; Zhou et al., 1992). En el presente
trabajo identificamos NATs de pseudogenes procesados de KRT8, mediante 3 RACE. Ademads los
datos de RNA-Seq, ESTs y cDNAs también muestran la existencia de NATs derivados de pseudogenes

procesados anotados en el genoma humano de referencia.

Normalmente los pseudogenes procesados poseen secuencias similares a las de sus genes
parentales, pero mayoritariamente poseen mutaciones suficientes que permiten distinguir de donde
proviene un mRNA, si del gen parental o de la transcripciéon de un pseudogen procesado (Kalyana-
Sundaram et al., 2012). En esta tesis se denomind pseudo-mirrorRNAs a NATs que poseen una alta
identidad de secuencia con el mRNA de un gen, pero que son mas similares en secuencia a un
pseudogen procesado presente en el genoma de referencia. La gran mayoria de los pseudo-
mirrorRNAs alinea dentro de pseudogenes procesados presentes en la hebra antisentido de intrones

de genes codificantes de proteinas.
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Pero entonces ¢de ddnde provienen los mirrorRNAs que poseen secuencias idénticas a las del
mRNA de un gen anotado y que posee un pseudogen procesado con suficientes cambios
nucleotidicos como para ser diferenciados? Como se describié en resultados, existe un
enriquecimiento de genes que poseen pseudogenes procesados, en la lista de genes con mirrorRNAs.
Se ha mostrado que genes que poseen pseudogenes procesados en el genoma de referencia, poseen
mayor probabilidad de unir la proteina ORF1p, que es parte del sistema de retrotransposicion de los
LINEs, y de ser sujetos a transcripcién inversa por la proteina de los LINEs ORF2p (Mandal et al.,
2013). Esto sugiere que genes que ya poseen pseudogenes procesados anotados en el genoma de
referencia poseen mayor probabilidad de generar nuevos eventos de retrotransposicion. Por tanto
existe la posibilidad de que los mirrorRNAs provengan de la transcripcidn antisentido de pseudogenes
procesados de origen reciente en la poblacion humana y que por tanto la secuencia del pseudogen
procesado y la del gen parental sean la misma o muy similares. Recientemente diversos trabajos han
reportado la existencia de pseudogenes procesados que son polimérficos en la poblaciéon y que no
estan anotados en el genoma de referencia (Abyzov et al., 2013; Ewing et al., 2013; Schrider et al.,
2013). Existe un gran enriquecimiento de mirrorRNAs predichos en la lista de pseudogenes
procesados polimdérficos encontrados en los estudios citados. Hay casos muy interesantes como el del
gen SMAD4. No existe ningln pseudogen procesado anotado en el genoma de referencia para
SMADA4, pero 2 de los estudios citados (Abyzov et al.,, 2013; Schrider et al.,, 2013) reportan la
existencia de un pseudogen procesado de SMAD4 en algunos de los genomas analizados. En los datos
de ENCODE se encontraron lecturas mirror para 6 de sus 11 intrones. Esto sugiere fuertemente que
estas lecturas mirror provienen de la transcripcion antisentido de un pseudogen procesado

polimérfico de SMADA4.
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También es posible que los pseudogenes procesados polimdrficos no estén presentes en
todas las células somaticas de un individuo, y que el evento haya ocurrido durante el proceso de
desarrollo y diferenciacidn celular. Se ha descrito que en cerebro humano existen diferencias entre
los genomas de las células, debido a un mosaicismo en eventos de retrotransposicion (Baillie et al.,
2011; Coufal et al., 2009). Por lo anterior, dentro de una poblacion de células de un mismo tejido

podrian existir diferencias en la presencia de mirrorRNAs.

¢Como es posible que los pseudogenes procesados se transcriban? Se ha propuesto
mecanismos que pueden llevar a que esto ocurra (Harrison et al., 2005). En primer lugar los
pseudogenes procesados pueden insertarse cerca de promotores de genes codificantes de proteinas.
En segundo lugar, es posible que los pseudogenes procesados estén dentro de intrones o en los UTRs
de genes que se transcriben. Un tercer mecanismo propuesto es que los pseudogenes procesados se
transcriban por el uso de promotores cripticos presentes en el DNA intergénico. Dichos promotores
podrian provenir de retrotransposones, de duplicaciones genéticas de promotores existentes o en
algunos casos de promotores que se generen de novo. La transcripcién de pseudogenes no es un
proceso poco frecuente. Utilizando datos de RNA-Seq provenientes desde distintos tejidos humanos y
muestras de tejido tumoral se determind que al menos 2082 pseudogenes se transcriben en el

genoma humano (Kalyana-Sundaram et al., 2012).

El completo entendimiento de la biogénesis de los mirrorRNAs puede abrir las puertas a
comprender si es que realmente existe una actividad RdRP en células de mamifero que cumpla
funciones regulatorias y por otra parte, entender como los procesos de retrotransposicion pueden

modificar el genoma humano y tener impactos a nivel del transcriptoma.



127

Queda preguntarse, ¢Tienen funciones los mirrorRNAs? Se ha descrito que trans-NATs
derivados de pseudogenes pueden llevar a la formacion de RNAs doble hebra que se procesen por
DICER generando endo-siRNAs en ovocitos de ratén (Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008). En
principio los mirrorRNAs también podrian generar endo-siRNAs, pero nuestro anadlisis no identificd
ningun endo-siRNA (Tabla VI). En principio los mirrorRNAs y pseudo-mirrorRNAs también podrian
regular la expresion de sus mRNAs sentido generando una inhibicion de la traduccion y/o dirigir

procesos de editing (Hatzoglou et al., 2002).

Los mirrorRNAs son transcritos que estan en muy bajos niveles, probablemente debido a una
baja tasa transcripcional y quizds a una alta tasa de degradacidon mediada por el exosoma. Esto lleva a
pensar a priori que la mayoria de los mirrorRNA no serian RNAs funcionales, pero es posible que bajo
ciertas condiciones si pudieran adquirir una funcién asociada a su posibilidad de regular la expresién

génica mediante mecanismos que se han observado en otras clases de NATs.
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CONCLUSIONES

En esta tesis mediante distintas aproximaciones bioinformaticas y experimentales se ha
demostrado la existencia en células humanas de un tipo especial de NATs denominados por nosotros

mirrorRNAs.

El estudio del transcriptoma de tejidos humanos llevd a la identificacion sistematica de NATs
provenientes de pseudogenes procesados presentes en el genoma de referencia, denominados por

nosotros pseudo-mirrorRNAs.

Los mirrorRNAs tienen bajos niveles de expresidn y algunos estan poliadenilados. Aunque en
principio podrian formar RNAs doble hebra con sus mRNAs sentido y dar origen a endo-siRNAs, estos

no fueron detectados.

Nuestros datos bioinformaticos y experimentales respaldan que la maquinaria de splicing
celular no es capaz de procesar intrones en los sitios complementarios e inversos a los candnicos. Por
tanto no es posible que los mirrorRNAs sean generados por transcripcién del mismo locus de un geny

posterior remocidn de los intrones en los mismos sitios que el transcrito sentido.

Nuestros datos sugieren que los mirrorRNAs pueden ser generados desde pseudogenes

procesados polimorficos.
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