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1. Resumen

La aterosclerosis estd asociada con un metiloma del DNA anormal en el tejido
vascular. Sin embargo, los mecanismos que determinan esos perfiles son poco
conocidos. Trabajo previo de nuestro grupo identific6 un motivo de DNA de 29 pb
fisicamente asociado con islas de CpG que se encontraban hipometiladas en
arterias ateroscleroticas humanas relativo a arterias sanas. Bautizamos al motivo
DMM, acrénimo en inglés de Differential Methylation Motif. Ese hallazgo sugirio la
hipétesis que el DMM es un potencial sitio de unién de proteinas reguladoras de la
metilacion del DNA en la aterosclerosis. El presente trabajo pretende entender el
papel funcional del DMM.

Primero, demostramos que el DMM tiene identidad de secuencia con los
elementos Alu, en particular con el promotor de Alu (B-box). Alu pertenece a una
familia de retrotransposones conocida como elementos nucleares cortos dispersos
(SINE, Short Interspersed Nuclear Element) que representa mas del 10% del
genoma humano. Segundo, identificamos al receptor X de higado beta (LXRB)
como ligando del DMM, utilizando una libreria de DNA complementario de aorta
humana como presa en el ensayo de un hibrido en levadura e inmunoprecipitacion
de cromatina en monocitos humanos THP-1. Tercero, al estimular células con
agonistas sintéticos de LXR y analizar perfiles de metilacion de DNA (mDNA) de
islas de CpG adyacentes a Alus con DMM intacto, degenerado o SINEs que no
contiene el DMM, mostramos que la interaccion LXR-DMM controla los perfiles
locales de mDNA. Cuarto, nos enfocamos en tres RNA largos no codificantes

(IncRNAs) intergénicos que contienen el DMM y estan adyacentes a blancos
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conocidos de LXR. Demostramos que agonistas sintéticos de LXR regulan la
expresion de los tres INcCRNAs y que estos presentan expresion diferencial entre
arterias ateroscleroéticas y sanas humanas. Por ultimo, demostramos que los tres
IncRNASs no regulan genes blancos de LXR in cis.

En conclusién, la interaccion LXR-DMM controla los perfiles locales de
MDNA, asi asignando a LXR una actividad nunca reportada previamente. Ademas,
considerando el papel protector de LXR, nuestros datos indican que la
hipermetilacion de Alu observada en la aterosclerosis es un fenémeno de

compensacion y no un cambio aterogénico.
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2. Abstract

Atherosclerosis is associated with an abnormal DNA methylome in the vascular
tissue. However, the mechanisms that determine atherosclerosis-specific DNA
methylation profiles are poorly understood. Previous work by our group identified a
29-bp DNA motif physically associated with CpG islands that were hypomethylated
in human atherosclerotic arteries relative to normal counterparts. We named the
motif Differential Methylation Motif (DMM). That finding suggested that DMM is a
potential binding site for modifiers of DNA methylation and transcription in

atherosclerosis. The present work aims at understanding the functional role of DMM.

First, we demonstrate that DMM is part of Alu, a Short Interspersed Nuclear
Element (SINE) retrotransposon family that represents more than 10% of the human
genome. In particular, DMM is embedded within the Alu promoter (B-box) and
contains a DR2 nuclear receptor (NR) binding site. Second, by exploiting the yeast
one-hybrid assay with a human aorta cDNA library as prey and chromatin
immunoprecipitation in human cells, we identified the liver X receptor beta (LXRB)
NR as ligand of the DMM. LXRB is a pivotal regulator of lipid homeostasis and
regulates the progression of atherosclerosis. By mutagenesis, we show that the
LXR-DMM interaction is DR2-dependent. Third, we show that the LXR-DMM
interaction leads to hypermethylation of Alu in human cultured cells. In addition,
bioinformatics analysis revealed that DMM is specifically associated with Alu-
flanking CpG island hypomethylation in human vascular tissue. Fourth, we focused
on three intergenic long non-coding RNAs (IncRNAs) that contain the DMM and are

adjacent to known targets of LXR. We demonstrate that LXR regulates the
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expression of the three IncRNAs and that these displays differential expression
between human atherosclerotic and normal arteries. Finally, we found no evidence

that the three INcCRNAS regulate LXR target gene expression in cis.

In conclusion, the LXR-DMM interaction controls local DNA methylation
profiles, thus assigning to LXR a novel function. Furthermore, considering the widely
accepted atheroprotective role of LXR, our data indicate that the hypermethylation
observed of Alu in atherosclerosis is a compensatory phenomenon rather than an

atherogenic change.
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3. Antecedentes

3.1 Epigenética y metilacion del DNA

La epigenética estudia modificaciones quimicas del DNA y de las histonas, que
pueden regular la transcripcion y que son potencialmente heredables. Esas marcas
epigenéticas incluye la metilacion del DNA (mDNA) y modificaciones
postraduccionales de histonas (Bird, 1992; Jenuwein & Allis, 2001; Kouzarides,
2007; Murr, 2010). La mDNA es dada por la adicion de un grupo metilo originado
del donador universal S-adenosilmetionina al carbono 5 de la citosina, resultando
en la formacién de la 5-metilcitosina (5meC). En eucariontes la mDNA se observa
sobre todo en la citosina del dinucle6tido CpG (Chiang et al., 1996). La mDNA juega
un papel importante en varios fendmenos biolégicos incluyendo la impronta
gendmica, inactivacion del cromosoma Xy el silenciamiento de elementos repetidos
(E. Li, Beard & Jaenisch, 1993;Panning & Jaenisch, 1996; Walsh, Chaillet, & Bestor,
1998).

Las enzimas que catalizan la metilacion y desmetilaciéon del DNA son bien
conocidas. En mamiferos existen cuatro DNA metiltransferasas activas: DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B y DNMT3C. DNMT1 mantiene el perfil celular de mDNA,
actuando sobre el DNA hemimetilado después de la replicacién durante la division
celular, mientras que DNMT3A, DNMT3B y en algunos casos la misma DNMT1 son
responsables de la mDNA de novo. Por su parte, DNMT3C protege las células
germinales masculinas de la actividad de retrotransposones (Barau et al., 2016; T.
Chen & Li, 2004; Hata, Okano, Lei, & Li, 2002). Los mecanismos de desmetilacion
en mamiferos son complejos y han sido atribuidos a las proteinas TET
(translocacién Ten-eleven), una familia de dioxigenasas. Las TETs catalizan la
conversion de 5meC a 5-hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina y 5-carboxilcitocina.
La generacién de esas bases induce mecanismos de reparacion que reinstauran la
citosina en sitios previamente metilados (Guo, Su, Zhong, Ming & Song, 2011; Ito et
al., 2010; Kriaucionis & Heintz, 2009; Tabhiliani et al., 2009). También un mecanismo
de desmetilacion del DNA involucra las desaminasas de la familia AID (AID,

subgrupos 1,2 y 3 APOBEC) que desaminan directamente el 5meC, creando un sitio
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T-G desapareado que puede ser sustrato de DNA glicosilasas, como TDG o MBD4,
y posteriormente reparado por la via mecanismos de reparacion por excision de
base (BER) (Bhutani et al., 2010; Cortellino et al., 2011; Gehring et al., 2006; Haerty
& Ponting, 2015).

La gran mayoria (70-80%) de los sitios CpG del genoma de mamiferos se
encuentran metilados. Mas del 90% de las CpGs metiladas en el genoma humano
ocurren en elementos repetidos, particularmente en Alu y LINE1 (Beisel & Paro,
2011; Ehrlich et al., 1982). Por otro lado, existen regiones por lo general no
metiladas llamadas islas CpG (ICGs). Estas regiones tienen la caracteristica de ser
ricas en nucleétidos C y G (>55%) y en dinucleétidos CpG (frecuencia esperada
>0.6) y ademas mas del 70% de los promotores contienen ICGs (Takai & Jones,
2002).

Los efectos de la mDNA sobre la transcripcion son dependientes del contexto
génico: en promotores la mMDNA esta generalmente asociada con el silenciamiento,
mientras que la asociacion es opuesta en el cuerpo del gen. El papel bioldgico en el
cuerpo del gen aun no esta completamente explicado, pero existe evidencia de que
pueda afectar a la actividad de la RNA polimerasa Il, al splicing o inhibir el inicio de
transcripcion dentro el gen (Aran, Toperoff, Rosenberg & Hellman, 2011; Ball, Li,
Gao, Lee & Leproust, 2009; Greger, Passarge, Hopping, Messmer & Horsthemke,
1989).

La mDNA es maleable, ya que puede variar durante los procesos fisiolégicos
normales de la diferenciacion celular y del desarrollo, y ademas en respuesta a
factores exdgenos al organismo, como la dieta y el estilo de vida (Lorenzen, Martino
& Thum, 2012). Por lo tanto, la epigenética puede tener un papel importante en la
etiologia de las enfermedades determinadas por factores dietéticos vy

medioambientales, como la aterosclerosis.

3.2 Aterosclerosis y la metilacion del DNA

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular (ECV) caracterizada por la
infiltracion lipidos como LDL hacia la pared arterial. Este fendmeno es acompafado

por la migracion de células del masculo liso asi como su proliferacién, ademas de la
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inflamacion y reclutamiento de células inmunes, y la sintesis de una matriz
extracelular. Este complejo proceso resulta en la formaciéon de una lesion
fibrocelular también conocida como placa aterosclerética (Raines & Ross, 1995). El
desarrollo de la placa por décadas en humanos es normalmente asintomatico, pero
en algunos casos presenta sintomas al sufrir ruptura la placa aterosclerética
proceso que causa trombosis y las complicaciones clinicas son: derrame cerebral,
infarto del miocardio o enfermedad vascular periférica, dependiendo de la
localizacion anatémica de la rotura (Espondaburu, Alicia, Hunt, & Ocampo, 2004).

La etiologia de las ECV es multifactorial, incluyendo el estilo de vida,
trastornos metabdlicos, entre otros factores de riesgo (Balagopal et al., 2011). Los
esfuerzos para entender los mecanismos que conducen a un perfil transcripcional
aterogénico se han tradicionalmente enfocado en la genética. Sin embargo, en la
tltima década la epigenética ha despertado un considerable interés en el area de
las ECV. El estudio de la mDNA puede ayudar a entender la interaccion entre los
factores de riesgo de ECV y el genoma. Asi como puede proveer informacion
relevante sobre los mecanismos que establecen un programa de transcripcion
proaterogénicay los caminos para corregirlo (Lund et al., 2004; Zaina & Lund, 2011).
En uno de los primeros trabajos sobre mDNA en la aterosclerosis, Lund y
colaboradores (2004) demostraron que los cambios en la mDNA global preceden la
formacion de la placa aterosclerdtica, en un modelo murino de aterosclerosis
(ratones knock-out para la apolipoproteina E). Posteriormente, estudios de genes
candidatos revelaron varios loci diferencialmente metilados comparando tejido
vascular o sangre periférica de individuos ateroscleroticos y controles (K. C. Chen
et al., 2011; Ordovas & Smith, 2010; Zawadzki et al., 2009). Mas recientemente,
estudios de epigendmica mostraron cambios dindmicos de la mDNA en tejido
vascular. Zaina y sus colaboradores identificaron una tendencia general del genoma
a la hipermetilacion en aortas humanas con aterosclerosis estable (grado IlI-VII),
mientras que en lesiones carotideas que han sufrido ruptura se identificé
hipometilacion (Zaina et al., 2014, 2015).
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3.3 Motivo DMM

El antecedente fundamental del presente trabajo es un estudio realizado por nuestro
grupo basado en microarreglos de ICGs de arterias coronarias ateroscleréticas
(AAs) de pacientes que han sufrido infarto al miocardio. En comparacion con
controles sanos se demostré cambios en la mMDNA de ICGs de AAs (Castillo-Diaz
et al., 2010). De las ICG diferencialmente metiladas (DM-ICG), la mayoria (94%) se
encontré hipometiladas en AAs, mientras que el 6% fueron hipermetiladas en AAs.
Al analizar secuencias de 4 kb centradas en el punto medio de las ICGs
hipometiladas en AAs con el software MEME, se identific6 un motivo de 29 pb
nombrado DMM que estaba presente en el 55% de DM-ICGs hipometiladas en AAs
(Figura 1). La presencia de motivos es una sefial del posible involucramiento de
factores de unidn al DNA en el establecimiento de la mDNA diferencial (Castillo-
Diaz et al., 2010). En lo particular, nosotros supusimos que DMM era un sitio de
union para factores que causan cambios en la mDNA de ICG. Basado en las
caracteristicas del DMM que se han identificado en el presente trabajo de tesis
(véase la seccion de Resultados), en los dos parrafos siguientes presentaré una

resefia de Alu y de los RNA largos no codificantes.

AR e DU e

Figura 1- Motivo DMM. La secuencia representa el motivo DMM obtenido del analisis in silico de
secuencias que flanquean las DM-ICGs. La altura de la letra indica la probabilidad de que la base
correspondiente esté presente en esa posicion. La caja negra contiene una porcion del DMM
conservada en M. musculus (adaptada de Castillo-Diaz et al., 2010).

its

b
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3.4 Retrotransposones Alu

Los retrotransposones son secuencias de DNA que se transponen a través de un
RNA. Estos se subdividen en dos subclases: aquellos con la presencia de
repeticiones terminales largas (LTR, long terminal repeats) y aquellos sin LTR (non-
LTR) (Feschotte & Pritham, 2007; Hancks & Kazazian, 2012; Jern & Coffin, 2008;
Romanish, Cohen, & Mager, 2010). Los elementos nucleares cortos dispersos
(SINE, Short Interspersed Nuclear Element) y los elementos nucleares largos
dispersos (LINE, Long Interspersed Nuclear Element) son non-LTR (Nekrutenko &
Li, 2001). Los elementos LINE1 poseen dos marcos de lectura abiertos (ORF1 y
ORF2, open reading frame 1 y 2). ORFL1 tienen actividad de chaperona de acidos
nucleicos, ademas participa en la formacion de ribonucleoproteinas necesaria para
la retrotransposicién (Kolosha & Martin, 2003; Kulpa & Moran, 2005; Martin &
Bushman, 2001). ORF2 codifica a una transcriptasa inversa que posee un dominio
de endonucleasa (Cost GJ, 1998; Q. Feng, Moran, Kazazian & Boeke, 1996;
Mathias SL, Scott AF, Kazazian HH Jr, Boeke JD, 1991). Contrario a los LINEs, los
Alu no son transposones autonomos, ya que utilizan la maquinaria de los LINE de
tipo 1 (LINE1 o L1) para su transposicion (Dewannieux, Esnault & Heidmann, 2003).

El SINE mas comun en primates es el elemento Alu, que representa
alrededor del 11 % del genoma (aproximado 1.3 millones de copias) (W. H. Li, Gu,
Wang, & Nekrutenko, 2001). Alu tiene una longitud de ~300 pb y estd compuesto
por dos divergentes monomeros, que descienden del gen 7SL RNA, un elemento
del complejo ribosémico. EI monémero izquierdo contiene un promotor de la RNA
polimerasa Ill (box Ay B). Alu no contiene ningun terminador de transcripcion para
la RNA polimerasa lll, pero termina con una caja TTTT (Figura 2 A). La transcripcion
de Alu catalizada por la RNA polimerasa Ill, posteriormente la endonucleasa corta
en el lugar de insercion preferentemente en la secuencia 5-TT/AAAA-3'. En el paso
siguiente, el RNA mensajero (RNAm) del Alu se hibrida con su cola poli A a la
anterior secuencia, una vez hibridado se da la trascripcidn reversa y se produce un
segundo corte y el ligamiento al DNA (Figura 2 B, Mark Batzer & Deininger, 2002).
Desde el punto de vista evolutivo, los elementos Alu se pueden clasificar en tres

grandes subfamilias: AluJ es la mas antigua (tiene ~65 millones de afios (MA) con
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~160,000 copias), AluS de edad intermedia (~30 MA con ~650,000 copias) y AluY
la mas joven (3-6 MA con ~155,000 copias) (M Batzer et al., 1996; Mark Batzer &
Deininger, 2002; Bennett et al., 2008; P Deininger, 2011; Labuda & Striker, 1989;
Willard, Nguyen, & Schmid, 1987).

A
1A B AA CTTIT]
5 AA AAAAAA UUU3'
B
S\
vuy
5 AluRNA
—.
«
5 . e
3! TTTT TITT

Figura 2- Retrotransposicién de Alu. (A) Estructura del elemento Alu. (B) Mecanismo de insercion.
El proceso empieza con la transcripcion dirigida por la RNA polimerasa lll, seguida por la insercion
y la transcripcién reversa in situ y ligacion (adaptada de Deininger, 2011)
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Los Alus son relativamente ricos en CpG, sujetos a la mDNA y son
responsables de alrededor de 25% de la mDNA del genoma humano (Hellmann-
blumberg, Hintz, Gatewood & Schmid, 1993). Desde el punto de vista de la
epigenética médica, se ha observado mDNA anormal de Alu en algunas
enfermedades. Ejemplos son la hipometilacion de Alu en pacientes con enfermedad
de Alzheimer (Bollati et al., 2011; Xie et al., 2009), osteoporosis (Jintaridth,
Tungtrongchitr, Preutthipan, & Mutirangura, 2013) pulmon neoplasico (Lange et al.,
2012) y en cancer de mamay colorrectal (Jackson et al., 2004; Suter, Martin & Ward,
2004). Por otro lado, en la aterosclerosis los Alus son consistentemente
hipermetilados en todos los cromosomas de lesiones aterosclerdticas estables
(Zaina et al., 2014).

3.5 RNA largos no codificantes

Existe evidencia de que una gran parte del genoma se transcribe, pero solo una
minoria de los RNAs codifican para proteinas (Bertone et al., 2004; Cheng et al.,
2005; Consortium et al., 2007; Kapranov et al., 2007). Uno de los tipos de RNA no
codificantes son los RNA largos no codificantes (IncRNA por sus siglas en ingles).
Estos carecen de marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames)
conservados, tienen un tamafio de >200 nt, son normalmente localizados en el
nucleo, presentan un bajo nivel de secuencias conservadas y bajo nivel de
expresion. Muchos IncRNAs tienen caracteristicas de RNAm que codifican a
proteinas: sufren splicing, son generalmente transcritos por la RNA polimerasa |l,
presentan poliadenilacion y el casquete en el 5’ (Kapranov et al., 2007; Mattick &
Makunin, 2006; Wu, Li & Sun, 2007). De acuerdo con la enciclopedia de elementos
de DNA (ENCODE), el genoma humano contiene 20,687 genes que codifican para
proteinas y 9,640 loci para IncRNAs representados en 15,512 transcritos (Harrow et
al., 2012). Recientemente se publicé una base de datos nombrado por los autores
MiTranscriptome, que compendié 7,256 muestras de RNA-seq del transcriptoma
humano. MiTranscriptome identific6 58,648 loci para IncRNAs y 21,313 genes
codificantes (lyer et al., 2015).
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Varios IncRNAs estan involucrados en la regulacion de la expresion génica:
ejemplos son Xist, HOTAIR, DHFR, Evf2. Estos se han demostrado tener efectos
en la activacion o represion en cis o trans por distintos mecanismos (Heard &
Disteche, 2006; Lu et al.,, 2012 Martianov, Ramadass, Serra Barros, Chow &
Akoulitchev, 2007). Por ejemplo, la inactivacion del cromosoma X se basa en la
expresion del INncRNA Xist que recluta in cis complejos de proteinas que establecen
marcas epigenéticas represivas en el cromosoma (Heard & Disteche, 2006). Por
otro lado, HOTAIR, un IncRNA del locus HOXC, afecta la expresion de genes del
locus HOXD localizado en un cromosoma diferente, interactuando con el Complejo
Represivo Polycomb 2 (PRC2) (Lu et al., 2012; Rinn et al., 2007). Otros ejemplos
son la regulacion negativa de la dihidrofolato reductasa (DHFR) o la regulacion
positiva del gen distal-less homeobox 5/6 (DIx5/6) por IncRNAs (J. Feng et al., 2006;
Mantovani et al., 2004; @rom et al., 2010). En el caso de DHFR, contiene un
promotor menor que transcribe un INncCRNAs este se une al promotor mayor y a su
factor de transcripcion llevando a la disociacion del complejo de iniciacion
provocando la represion de DHFR (Martianov et al., 2007). En el caso del DIx5/6,
su IncRNA antisentido nombrado DIx6as, forma un complejo con la proteina DIx2
gue activa la transcripcion de DIx5/6 (J. Feng et al., 2006). En el contexto de las
ECV, ANRIL es un IncRNA implicado en la aterosclerosis severa. ANRIL esta
localizado en el locus 9p21, y fue identificado como un locus de riesgo de

aterosclerosis (Congrains et al., 2012; Gschwendtner et al., 2009; Holdt et al., 2010).
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4. Justificacion

La aterosclerosis es una de las principales causas de muerte en el mundo y en
México, y seguira siendo la principal causa de muerte en las proximas dos décadas.
Esta enfermedad es causada por multiples factores como el estilo de vida y la dieta,
por lo que se sugiere que la epigenética nos puede ayudar a elucidar la interaccion
entre los factores de riesgo de la aterosclerosis y el genoma. Datos previos de
nuestro grupo sugieren un posible mecanismo de control de la mDNA en la
aterosclerosis, basado en el motivo de DNA DMM. EIl presente trabajo pretende

conocer el papel funcional del motivo DMM.

5. Hipotesis

Las ICGs cercanas al DMM sufren mDNA diferencial en aterosclerosis, por lo tanto,
el DMM es un sitio de unién de proteina(s) reguladoras locales de la mDNA en

aterosclerosis.
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6. Objetivos

6.1 General

Caracterizar el motivo DMM y evaluar su papel en la mDNA y la regulacion génica.

6.2 Especificos

¢ Realizar una filogenia del DMM con respecto a las subfamilias de Alu.

e |dentificar proteinas de union al motivo DMM mediante el sistema de un
hibrido y validar las proteinas de union por ChiP.

e Analizar los perfiles de metilacion de Alu al activar la proteina de unién al
DMM en THP-1.

e Identificar la secuencia completa de los IncRNAs por RACE.

e Cuantificar los niveles de transcritos y mDNA de los IncRNAs que contienen
al motivo DMM, al activar a la proteina de union en la linea celular THP-1.

e Cuantificar los niveles de transcritos y mDNA de los IncRNAs que contienen
al motivo DMM en arterias ateroscleréticas y sanas.

¢ Realizar un analisis bioinformatico de los perfiles de mDNA de las secuencias
que flanquean al DMM en Alu.

e Analizar la regulacién dirigida por los IncRNA in cis.

e Cuantificar el niumero de elementos Alu en los transcritos del genoma.
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7. Estrategia experimental

7.1 Ensayo de un hibrido en levadura

Dos copias del motivo DMM ATCACTTGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAG fueron
clonadas dentro del vector pHISi (Clontech) rio arriba del marcador auxotrofico HIS3
usando los sitios de restriccion EcoRI y Xbal. La construccion se insertd en el
genoma de Saccharomyces cerevisiae YM4271 (Genotipo MATa, ura3-52, his3-
200, ade2-101, lys2-801, leu2-3, 112, trp1-901, tyrl-501, gal4-D512, gal80-D538,
ade5::hisG). Todas las construcciones se comprobaron por ensayos de restriccion,
asi como por secuenciacion. Se realizé una transformacion a gran escala usando
0.5 mg de libreria de DNA complementario (DNAc) de aorta humana Matchmaker
clonada en el vector pACT2 (Clontech). 400 colonias His+ fueron seleccionadas en
medio carente de leucina, uracilo e histidina y suplementado con 75mM de 3-
aminotriazol (3-AT) para eliminar la autoactivacién. De cada colonia se extrajo el
vector, el vector obtenido se transformo en E. coli, después se extrajo de E. coli, por
altimo, se transformé en la levadura con el DMM en su genoma, se reanalizo la
interaccion de la proteina del plasmido con el DMM. De ahi se seleccionaron
colonias positivas para secuenciar, se identificé las proteinas en la base de datos
GenBank (NCBI). Para probar la especificidad de union a secuencias, se generaron
cepas de cebo mutante en las que la parte de AGGTCA del DMM (posicion 9-14)
fue codificada (GATAGC) o eliminada se transformaron y se seleccionaron con
dosis incrementadas de 3-AT (0-50 mM).

7.2 Cultivo celular y estimulacion con agonistas de LXR

Los monocitos de THP-1 fueron cultivados en medio RPMI 1640 con L-Glutamato
(Life Technologies) suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal bovino (FBS; Life
Technologies) y atmosfera controlada con 5% CO2 a 37°C. Para la diferenciacion a
macrofagos se trataron alrededor de 10 millones de monocitos de THP-1 con Formol
12- miristato 13 acetato (PMA, Sigma-Aldrich) a 50 ng/ml en medio con la
composicién mencionada anteriormente por 4 horas, después la concentracién del

PMA fue bajada a 25 ng/ml por 4 dias, cambiando el medio al segundo dia de la
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diferenciacion, estas células que al diferenciarse son adheribles. Para la formacion
de las células espumosas usamos 10 millones de macréfagos tratados con 150
pug/ml de lipoproteina en medio normal por 24 horas, comprobamos la formacion de
células espumosas por tincion old red. Los monocitos, macréfagos y células
espumosas fueron estimuladas con solo DMSO vy los agonistas de LXR, 1uM
T0901317 en DMSO o con 1uM GW3965 en DMSO por 24 horas, el DMSO se usoé
como disolvente con una concentracion de 0.01 %. Las células HEK293 fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con L-Glutamato (Life Technologies),
10% (vol/vol) de FBS (Life Technologies) y atmosfera controlada con 5% CO: a
37°C. En ambos tipos celulares no deben exceder de una concentraciéon de ~10°

células/ml.

7.3 ldentificacién de la secuencia de IncRNAs con DMM

A partir de 1 ug de RNA extraido de monocitos de THP-1, mediante la rapida
amplificacion de los extremos de DNAc (RACE) usando el kit GeneRacer™ (Life
Technologies) usando el protocolo descrito se identificd el 5’ y 3’ del IncCRNAs, el &’
del RNA fue desfosforilado con la fosfatasa CIP, se removié la CAP del 5, se lig6 el
oligonucledtido GeneRacer™, se generé el DNAc y usando oligonucleétidos
especificos para INcACACA y los del kit, identificamos el 5’ y 3’, los productos del
PCR fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO (Life Technologies). Los productos
fueron secuenciacion usando el oligonucleotido M13R.

7.4 Muestras vasculares humanas

Aortas con aterosclerosis estable (grado 111-VIl) y normales fueron colectadas entre
3y 26 horas post mortem (n=15 donadores) fueron obtenidas en el Hospital Bellvitge
y el Hospital Clinico en Barcelona Espafia acorde al protocolo aprobado por el
comité de ética local. Informacion adicional sobre sexo y edad esta mostrada en la
tabla suplementaria 2 y en S1 Zaina et al., 2014. Las lesiones carotideas sintomatica
y asintomaticas (n=19 en cada grupo) fueron colectadas por endarterectomia,
respectivamente después y antes de un evento cerebrovascular (derrame)

obtenidas en el Hospital General Malmé de la Universidad Lund en Malmo Suecia,
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acorde al protocolo aprobado por el comité de ética local (Zaina et al., 2015). Se
obtuvo perfiles de mMDNA para aortas y caroétidas utilizando el microarreglo de mDNA
Infinium Human Methylation 450 Bead Chip abreviado como 450K (lllumina). Las
muestras fueron mantenidas en RNAlater (Ambion) a -80 C. Las muestras de aorta
fueron usadas para el andlisis de expresion semicuantitativa y en tiempo real

cuantitativo.

7.5 Expresion del RNAm, RT semicuantitativo y cuantitativo

El RNA de células de THP-1 y aorta fue extraido con Trizol™ (Life Technologies)
tratado con TURBO ™ DNase (Life Technologies). EI DNAc fue sintetizado usando
1 yg de RNA para las células y 400 ng para aorta, ambos RNAs con el
oligonucleétido dT y catalizado con la transcriptasa reversa SuperScript™ Il (Life
Technologies). Para el PCR semicuantitativo se us6 Platinum™ (Life Technologies).
En el caso del ensayo del PCR cuantitativo en tiempo real fue realizado usando
SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix (Life Technologies). Se analizé la expresion

utilizando los oligonucledtidos de la tabla 1.

Tabla 1- Oligonucleétidos para expresion del RNAm.

Sentido Antisentido pb
GAPDH AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA AATAAGGGGTCATTGATGG 108
FASN TCGGAGAACTTGCAGGAGTT GACTCCGAAGAAGGAGGCAT 156
SREBF1 GGGTCAGTTGTCCCTTCTCA TGAGACGTGCCAGACTTCTT 141
ACACA GCCACCCTGAGGTCTTTCTGG TGAATCGAGAGTGCTGGTTCAG 141
IncFASN TTCTTGAGGGGACTGTGTGG ACAATTGGAAGGCTAGTGGG 145
INcACACA  GCCCCACCAACATGGTGAAATACTA GCTCCTTTTGTTCTTTCCTTCCC 190
INcSREBF1  GATCATGTTTCCTGCCTGGAG CACAGTAAACGCCCTTGCAT 147

7.6 Secuenciacion del DNA convertido con bisulfito de sodio

Las células THP-1 fueron estimuladas con el agonista sintético de LXR llamado
GW3965 el cual aumenta la actividad de LXR, posteriormente el DNA obtenido de
estas células fue tratado con bisulfito de sodio siguiendo el protocolo de EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit EZ (Zymo Research). Nosotros analizamos la mDNA cerca
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del DMM en IncRNAs y la mDNA de la region promotora de FASN, SREBF1 y
ACACA. La amplificacion fue clonada en pCR2.1 TOPO (Life Technologies), ocho
clonas por gen fueron secuenciadas y analizadas con el software Kismeth (Clark,
Harrison, Paul & Frommer, 1994; Gruntman et al., 2008). Se analiz6 utilizando los

oligonucledtidos de la tabla 2.

Tabla 2- Oligonucleotidos para secuenciacion de DNA convertido.

Sentido Antisentido pb
FASN AGTTTTTAGTGTGGTTTAAGT RCCACATAAACTAACAACTT 342
SREBF1 TTAGGAAATGAGGAAATGAAGTT CACCTTAAAAAAACRAAAAACC 260
ACACA TTTTTAGTTTYGTTAGAGGGGTT  CCTTACTACAACAAAAAT 499
IncFASN TTAAGATTTGTAGGAAGT ACAAATACCTCAAAAACAC 340
IncACACA GTTTTTTTATTGTAGTGGGAAG CCACACCTAACTAATTTTTAT 258

INcSREBF1  TTTTAGTTTTTTGAGTAGTTGGG  AACTCACTCCTTCAATAAAAAAA 309

7.7 Analisis derestriccion del DNA convertido por bisulfito (COBRA Combined
Bisulfite Restriction Analysis) del elemento Alu

El DNA tratado con bisulfito de sodio de monocitos, macrofagos y células
espumosas estimuladas con los agonistas de LXR, fue usado para realizar PCR con
los oligonucleétidos Alu-sentido (GGYGYGGTGGTTTACGTTTGTAA) y Alu-
antisentido (TAATATGGTGAAATTTYGTTTTTATTAA) con una temperatura de

alineamiento de 53°C, por 50 ciclos, la amplificacién fue digerida con la enzima de

restriccién Taql y cuantificado por densitometria (Sirivanichsuntorn et al., 2013). Los
oligonucledtidos de Alu puede amplificar la mayoria de las subfamilias Jb, Sc, Sc8,
Sg, Sg4, Sg7, Sp, Sq, Sg4, Sx, Sx1, Sx3, Sx4, Sz, Sz6, Y, Yab, Ya8, Yb8, Yb9, Ycl,
Yc2, Yd8, Yf5, Yg6, Yk y Yk12. Excepto FAM, FLA, FLAM_A, FLAM_C, Jr, Jr4, Jo,
Sqg2, Sq10, Scb, Yc5y Yh9.

7.8 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)

Para la inmunoprecipitacibn se utilizaron dos condiciones, en la primera los
monocitos de THP-1 fueron estimulados con DMSO a una concentracién final en el

medio de 0.01%, en la segunda condicion se estimulo con el agonista de LXR

28



GW3965 con DMSO a una concentracion final en el medio de 1uM y 0.01%,
respectivamente, por 24 horas. Se us6 20 millones de células por tratamiento se
realizé por triplicado, se usé el protocolo descrito por Carey, Peterson y Smale
(2009), los parametros de sonicacion fueron 20 segundos con 90 de amplitud por
15 veces. El anticuerpo usado fue anti-LXR beta grado ChIP (cbh56237, Abcam), se
us6é 5 ug. Los lavados y extraccion de DNA se realizaron con el protocolo de
Rodriguez-Ubreva y Ballestar (2014). Los oligonucleétidos usados tabla 3. Fue
usada una concentracion de 5% del input, en TBE 1X al 2% se realizo electroforesis
de los productos de PCRs, los experimentos fueron realizados con triplicado bilégico

y técnico.

Tabla 3- Oligonucleodtidos para ChiP.

Sentido Antisentido pb
GAPDH CACCAACTGCTTAGCACCCC GTCAGGTCCACCACTGACAC 472
SREBF1 CTTTAACGAAGGGGGCGGGAG GAATGGGGTTGGGGTTACTAGCG 110
IncFASN TTACAAGCATCCACCACCACAC ACTGAGTTTCCAGCCAGACG 172
INcACACA  AGGCCCTAGAGAGGATGGC TTGGTGGGGCTTCTCGAAC 165
INcSREBF1 TGGCTCACCACTGTAATCCC GCCACCCCTATACCCAGCTA 142

7.9 Transfeccion y ensayo con luciferasa

Para la sobreexpresion de IncACACA, IncACACA* con el DMM aleatorio y el
INcSREBF1 se usaron los oligonucleétidos de la tabla 4 con Platinum® Tag DNA
polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen) usando en la amplificacion DNAc de THP-
1, posteriormente fue insertado en pTracer-SV40 en el sitio Apal y Spel. Para el
promotor de promotor de ACACA y SREBF1 se usaron los oligonucleétidos de la
tabla 4, se amplificado de DNA gendmico de células de THP-1 usando Platinum®
Tag DNA polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen), se inserté cada secuencia en
pGL4 en el sitio Hindlll y Xhol. Realizamos primero la transfeccion de pTracer-SV40
con cada uno de los INcRNAs en las células HEK293, usando la Lipofectamina 3000
(Invitrogen) con una concentracién de 2.5 g con ~ 1.5 X 106 células en tres mililitros
de medio. Después de 24 horas se cotransfect6 0.1 ug de pGL4 con cada promotor

y 0.1 ug de pRL-TK en cada pozo. Después de 24 horas el ensayo de luciferasa fue
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realizado en una placa de lectura usando Dual-Glo (Promega) de acuerdo con el

protocolo, cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Tabla 4- Oligonucleoétidos para ensayo con luciferasa.

Sentido Antisentido pb
INcACACA AGGGCCCTTATCAGAAGAGGGGACCTGA GACTAGTTGAGACAGAGTCTCCCTCTCTCA 295
INcACACA* TCACTTGGATAGCGGAGTTCGAGACCAGCC GAACTCCGCTATCCAAGTGATCCTCCTGCC 295
INcSREBF1  TGGGCCCTATTTAATCACATCTGCAAGGAC  GCCACTAGTGTAAACAATAGAAATTTATTTGGC 591
ACACA CGCTCGAGCAGTCTGCAGAATCTTCTTTC TAAGCTTACCGGGAAAAGGCCAAGAGGG 855
SREBF1 TAAGCTTCAGCTCTGCTGGGCGGTCGAG CCACTCGAGGACCCCTTCCCTCCTTCC 950

7.10 Analisis estadisticos

Andlisis de varianza (ANOVA) con multiple comparacion post hoc Bonferroni con un
nivel de significancia de 0.05, ademas de T-test, fue usado para comparar la
expresion y patrones de mDNA, en genes y elementos Alu, usando el software
SPSS de Windows (version 19.0) y R (version 3.2.0).

7.11 Andlisis de datos de RNA largos no codificantes y Alu

Usamos un juego de datos de 7,256 librerias de RNA-seq ya sintetizado en
MiTranscriptome (mitranscriptome.org, lyer et al., 2015) las coordenadas de los
elementos de Alu fueron obtenidos de UCSC Genome Browser, las secuencias de
los elementos de Alu fueron adquiridos de Repbase (girinst.org/repbase/, Jurka et
al., 2005). Como genoma de referencia usamos el GRCh37. Para analizar la
posicion de Alu en los transcritos nosotros usamos todos los trascritos alternativos,
para conocer cuantos genes transcritos contienen al elemento Alus en
MiTranscriptome nosotros usamos el transcrito de mayor tamafio, asi como para

conocer el nimero de Alus en genes de transcritos.

7.13 Andlisis filogenéticos

Nosotros usamos el método de Neighbor-Joining en MEGA 7, usamos 37 de las
subfamilias mas representativas de Alu y el DMM, tomamos 29 pb de la secuencia
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con mas similitud a el DMM. Las distancias evolutivas fueron estimadas usando el

método Maximum Composite Likelihood.

7.14 Anélisis de datos microarreglos

La generacion de datos de microarreglos de mDNA Infinium HumanMethylation450
BeadChip (microarreglo 450K) fue previamente descrita (Heyn et al., 2012;
Sandoval et al., 2011). El nivel de mDNA, para cada citosina se expresé como un
valor Beta calculado como la relacion de intensidad de fluorescencia de la metilado
a la no metilada de las sondas. Los valores beta fluctuaron entre 0 (no metilado) y
1 (metilado) (Heyn et al., 2012; Sandoval et al., 2011). Los niveles de mDNA
analizados en Alu y regiones que flanquean a Alu cada 10 pb hasta 100 pb y 50 pb
cada uno hasta 2 Kb, se analizaron los datos por bioinformatica.
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8. Resultados

8.1 Filogenia del DMM con respecto a las subfamilias de Alu

Primero, nos preguntamos si el DMM pertenece a alguna familia con secuencia
conservada. Un primer hallazgo fue que el DMM se encuentra en los elementos Alu,
especificamente incluye a la B box, un sitio de union de la RNA polimerasa lll. Ese
dato sugiere que, a traves de la regulacion de la mDNA el DMM podria provocar
cambios en la expresion de los elementos Alu. Otro hallazgo fue que el DMM
contiene al motivo DR2 (repetido directo 2), un sitio conocido de union de factores
de transcripcion. EI DR2 esta compuesto por dos elementos repetidos directos
separado por 2 pb. La secuencia consenso de los elementos repetidos es RGKTCA
(Ry K indican Ao Gy G o T, respectivamente). El DMM contiene la secuencia
AGGTCANnNAGTTCG asi como en la mayoria de las subfamilia AluS (Bolotin et al.,
2011a; Laperriere, Wang, White, & Mader, 2007). El elemento 3’ del DR2 se
encuentra dentro de la B box (Figura 4). Sucesivamente, realizamos un arbol
filogenético basado en la similitud de cada subfamilia de Alu con el DMM de
referencia, es decir el DMM compuesto por las bases mas frecuentes en cada
posicion (Figura 1). De ahora en adelante, el DMM de referencia se indicara como
DMM.
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AluYf5
AluSc
AluYa8
AluYeci
AluYc2
AluYqgh
AluSc8
AluYk11
AluY
AluYa5
Alu5c5
AluYk12
’7 | AluYb3
| AluYb9
AluYh9
\_{ AluYdg
AluYe5
AluSg
AluSg7
AluSgd
© AluSx3
| AluSg4
AluSx4
AluSp
Alu5qg10
AluSx1
AluSx
AluSg?
AluSq
DMM
AluSz
AluSz6
AluJr
AluJrd
AluJb
AlulJo
FLAM A
FLAMC

Figura 3- Arbol filogenético de las subfamilias de Alu con respecto al DMM. Las subfamilias de

Alu con mayor similitud al DMM estan indicadas en azul.

En el analisis filogenético, el largo de las ramas representa la distancia evolutiva.
Las subfamilias Sz, Sz6, Sq, Sg2, Sx, Sx1, Jb, Sp, Jr, Jr4 y Sq10, correspondientes
a ~750 mil elementos Alu, tienen una identidad mayor a 93.1% con el DMM (Figuras
3, 4). La subfamilia Sz tiene un 100 por ciento de identidad con el DMM. Las
subfamilias que contienen el DR2 del DMM (secuencia AGGTCAggAGTTCG) son
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Sz, Sx, Sx1, Sx3, Sx4, Sq, Sq2, Sg4, Sg y Sg4, que representan ~500 mil elementos
Alu (Figura 4 B).

A
+60 +88
AluSgi0 a t ¢ a ¢ ¢t g AGGTCAQQAGTTTC Tt agawcoc adg
Aludr4 a t ¢ gc t t g AGGc CAQgQQgAGTTTCGS awgawcocadg
Aludr a t ¢ g ¢ t t g AGGc CAgagAGTTU CGOS awggacoc adg
Alusp a t ¢ a ¢ ¢ t g AGG T CgagagAGTTI CGOAawggaco¢c adg
Alubh a t ¢ a ¢t t g AG c ¢ CA gagAGTTTU CGA awgacoc adg
Alusz6 a t ¢ a ¢ t t ¢ AGG ¢ CA ggAGTTU CG awgacocadg
Alusx1 a t ¢ a ¢ ¢t g AGGTCAQQoQAGTTU CGS a&awgawcocadg
Alusqgz a t ¢ a ¢ ¢t g AGGTCAQQQQAGTTUC CGS awgawcocadg
Alusx a t ¢ a ¢ ¢ t g AGGTOCAGQQUQAGTTU CGawgacocadg
Alusg a t ¢ a ¢ ¢ t g AGGTOCAGQQUQQAGTTUCG awgacocadg
AluSz a t ¢ a ¢t t g AGGTOCAQQgAGTTUCG awgacocadg
DMM a t ¢ a ¢c t t g AGGTCAG gg[|[AGTTCG aglacecag
B +60 +88
Alusx4 g a t ¢ a c t g AG GT CA gg AGTTOCG aggaococadg
AluSg, Sg4 9 g At ¢ a cg AG GT CA gag AGT T CGagaocc a g
AluSx3 9 g at ¢ a cg AG GT CAgg AGTTOCGa agacc a g
AluSqg. 5g2, 5g4 a t ¢ a ¢ ¢t g AGGTOCAgag AGTTOCGS aggadcocadg
AluSx5x1 a t ¢ a ¢ ¢c t g AGGTOCAgag AGTTOCGS awgadcocadg
Alusz a t ca ¢t t g AGGT CAgg AGTTOCGa aggawcocag
DMM a t ca ct t g AGGT CA gg|lAGT TCG aglacecag

Figura 4- Alineamiento del DMM con las subfamilias de Alu mas cercanas. Subfamilias con
mayor similitud al DMM (A) y con el DR2 intacto (B). La posicion es relativa en con respecto al 5’ de
la subfamilia AluS. Con fondo gris se muestra la secuencia con identidad al DMM, en mayusculas
los dos motivos DR2 y en la caja la B box.

Los dos motivos DR2 en las diferentes subfamilias de Alu estan relativamente
conservados, excepto en las subfamilias Jb, Jo, FAM, FLA, FLAM_A, FLAM_C ya

que contiene dos bases del DR2 diferentes (Figura 5).

+60 +88

FAM a t ¢ g ¢t t g AGcc €C AggAGTTU CGAawagagect gt
Alujo a t t g ¢t t g AGc ¢ C AggAGTTTCGawgacocag
FLA a t ¢ g ¢t t g AGc¢c c CAggAGTTTZ CGawgawcocag
FIAMA a8 t ¢ g ¢t t g AGc c¢c CAgag A AGTTTZCGawgacoca g
FLAMC a t ¢ g ¢t t g AGc c¢c CAggAGTTUCGawgacocadg
Alujb a t ¢ a ¢t t g AGc ¢ C AggAGTTUCGawgacocag
DMM a t ¢ a ¢t t g AGGTOCAQggAGTTTZ CGOawgawcocag

Figura 5- Alineamiento del DMM con las subfamilias de Alu menos conservadas en el DR2. La
posicién es relativa en con respecto al 5’ de la subfamilia AluS. Con fondo gris se muestra la
secuencia con identidad y en mayusculas los dos motivos DR2.
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8.2 LXRB y PPAN se unen especificamente al DMM

La presencia del DR2 sugiere que el DMM podria representar un sitio de unién de
proteinas nucleares reguladoras de la mDNA y de la transcripcion. Por lo tanto,
buscamos proteinas candidatas de union al DMM por el ensayo de un hibrido en
levadura. El ensayo de un hibrido utiliza una serie de genes reporteros para lograr
una alta especificidad. La secuencia cebo - en este caso dos copias del DMM - se
clonan rio arriba del marcador de auxotrofia HIS3. El vector se linealiza en la region
que codifica para URA3 y se inserta en el genoma de Saccharomyces cerevisiae
permitiendo que crezca en ausencia de uracilo (cepa YM4271 auxotrofia para
histidina, uracilo y leucina). Después se transforma con el vector que contiene la
libreria de aorta humana - la presa - donde cada gen esta fusionado a un factor de
transcripcion (GLA4) ademés codifica para LEU2. La union de alguna presa en la
secuencia cebo activa la expresion de HIS3 permitiendo que la colonia crezca en
ausencia de histidina en el medio.

Se eligieron 300 colonias que se crecieron en medio carente de uracilo,
histidina y leucina adicionado con 75 mM de 3-AT. El 3-AT inhibe el producto de
HIS3 y por lo tanto elimina posibles falsos positivos. La busqueda dio como
resultado 45 colonias independientes que fueron secuenciadas. Diez de las 45
clonas estaban en fase. Entre las clonas en fase, fueron identificadas cinco clonas
gue codifican para el receptor X de higado beta (LXRB, liver X receptor beta) y una
de Peter Pan (PPAN). Por su parte, LXR juega un papel de pivote en la patogénesis
de la aterosclerosis, regulando genes involucrados en la homeostasis de lipidos y
la inflamacion (Bensinger & Tontonoz, 2008; Chinetti-Gbaguidi & Staels, 2009;
Oosterveer, Grefhorst, Groen & Kuipers, 2010). PPAN es una proteina poco
caracterizada que esta involucrada en la biogénesis ribosomal (Ansari & Schwer,
1995; Communi, Suarez-Huerta, Dussossoy, Savi, & Boeynaems, 2001).

Los elementos de respuesta a LXR contienen dos elementos repetidos
AGGTCA (Chawla, Repa, Evans & Mangelsdorf, 2001; Mak, Kast-Woelbern,
Anisfeld, & Edwards, 2002; Uppal et al., 2007). Este elemento corresponde al motivo
DR2 que encontramos en DMM. Para verificar la especifica union de LXRB y de

PPAN al DMM, fue generada una cepa de S. cerevisiae con dos DMMs mutantes
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en los cuales el elemento 5' del DR2 en el DMM (AGGTCA) fue eliminado o
aleatorizado respectivamente. Como se puede ver en la figura 6, en ninguno de los
dos casos hubo crecimiento en la ausencia de histidina, es decir que no hubo
interaccion con LXRB o PPAN. Por lo tanto, concluimos que un DR2 intacto es

necesario para la union de LXRB y PPAN al DMM.
SD/-His-Leu-Ura

Figura 6- Interaccion del LXRB y PPAN con el DMM. Se muestra en la izquierda una
representacion esquematica del estriado y en la derecha la interaccién entre el DMM completo con
LXRB y PPAN, con DMM mutantes en los cuales se aleatoriz6 o se eliminé el elemento 5' del DR2
AGGTCA. LXRB y PPAN son clonas obtenidas del ensayo de un hibrido en levadura, las clonas
trasformadas fueron seleccionadas en medio SC carente de His, Leu y Ura (condiciones de seleccion
estricta).

En la siguiente parte del trabajo, nos enfocamos en la interaccion DMM-LXR.
Primero, validamos los resultados del ensayo de un hibrido utilizando la técnica de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Nos enfocamos en tres DMM
intergénicos que son parte de INCRNAs y adyacentes a tres blancos de LXR, acetil
CoA carboxilasa (ACACA), factor de trascripcidbn de elementos regulatorios de
esterol 1 (SREBF1, Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 1) y
acido graso sintetasa (FASN, Fatty Acid Synthase). Los genes SREBF1, ACACAy
FASN son relevantes, ya que LXR estimula la lipogénesis induciendo la expresion
de ellos (Peet et al., 1998; Repa et al.,, 2000; Schultz et al., 2000). Para mayor
claridad en la presentaciéon de los resultados, nombramos los IncRNAs con la

nomenclatura de los genes adyacentes es decir INCACACA, INcSREBF1 y IncFASN.
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El IncACACA fue identificado por nosotros por medio de la técnica RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends). En el caso de IncSREPF1 conocido como el candidato
2 del sindrome Smith-Magenis 2 (SMCR2, sindrome de anomalia congénita con
retraso mental multiple asociado con anomalias del comportamiento y trastornos del
suefio) (Bi et al., 2002) y IncFASN con el cédigo de referencia RP13-516M14.4,
ambos IncRNAs fueron identificados bioinforméaticamente. Para el ChlIP se utilizé
monocitos de la linea celular THP-1, las células fueron estimuladas con el agonista
sintético de LXR GW3965 por un dia y como control se usé las células en presencia
del vehiculo DMSO, se empled el anticuerpo para LXRB, se precipito la proteina
unida a diferentes fragmentos de DNA y se procedié con la amplificacion de los
IncRNAs.

Podemos observar que LXRB se une a SREBF1 (control positivo), asi como
aIncSREBF1, INcACACA y IncFASN en monocitos de THP-1, linea celular humana,
tanto en presencia como en ausencia del agonista GW3965 (Figura 7). Como
validacion independiente, se analiz6 datos de ChIP-seq de sitios de unién al LXR
en el genoma de macrofagos THP-1 realizado por otro grupo de investigacion
(Pehkonen et al.,, 2012). Analizando los datos encontramos 612, 2,708 y 1,555
lecturas para INCACACA, IncFASN y IncSREBF1, respectivamente de un total de

18,304,931 lecturas. Por lo tanto, el dato ratific6 nuestros resultados.

1uM

Control GW3965

S2@ 520

L ox % o X

= Z 1 < Z ]

i 599kbd INCACACA |s== '—I. -
— - 8 IncFASN [ =m =
& - s nCSREBF1 [we Sl
SREBF1(+) - =

GAPDH(-) B E

Figura 7- Union de LXRB al DMM de los IncRNAs. Parte izquierda: diagrama de los IncRNAs (gris)
y su gen adyacente. Parte derecha: PCR del material precipitado por inmunoprecipitacion de la
cromatina con el anticuerpo contra LXRB.
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8.3 La activacion de LXR hipermetila al DMM en Alu

Para estudiar los efectos del LXR sobre la mDNA de Alu, utilizamos un ensayo
COBRA que permite sondear aquellos elementos que contienen un motivo DR2 mas
conservado. El ensayo censa 2 CpGs, una de las cuales se encuentra dentro del
DMM. Nos preguntamos si los agonistas sintéticos de LXR, GW3965 y T0901317
pueden provocar cambios de mDNA de Alu en monocitos, macréfagos y células
espumosas de THP-1. La linea monocitica THP-1 es un modelo celular de
aterosclerosis por su capacidad de diferenciarse de monocitos a macréfagos. A su
vez los macréfagos THP-1 cultivados en presencia de lipidos forman una
aproximacion de las células espumosas en la placa aterosclerética (Qin, 2012).
Cada tipo celular nos da un panorama de la lesion al nivel inicial, medio y avanzado
en del proceso aterosclerético, los monocitos se encuentran en la sangre periférica
y llegan al endotelio en respuesta de una lesion provocado por el LDL, después
penetran al tejido vascular diferenciandose a macréfagos, los macroéfagos fagocitan
LDL forméandose las células espumosas en la placa aterosclerética (Qin, 2012).

Se encontrd una significativa hipermetilacion en monocitos y macrofagos
tratados con GW3965 y T0901317 comparado con el control (p=0.033 y p=0.049 y
p=0.037 y p=0.031, respectivamente) (Figura 8). En el caso de las células
espumosas se observé solo una hipermetilacién significativa en células con
estimuladas con GW3965 (p=0.048) (Figura 8). Lo que nos indica que el modelo del
proceso aterosclerético estimulado con los agonistas de LXR provocan un aumento
en la mDNA, que es una respuesta potencialmente benéfica ya que podria indicar
una disminucion en la trascripcion de los elementos Alu y por ende una disminucién

en la retrotranscripcion y en la insercién de novo de estos elementos.
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Figura 8- Los agonistas de LXR aumentan la metilacién de Alu. La grafica representa un analisis
por COBRA del nivel de mDNA de Alu en células estimuladas con el vehiculo (barras blancas), 1 uM
T0901317 (gris) y 1 uM GW3965 (negras). *, p<0.05, test ANOVA y post hoc Bonferroni.

8.4 Expresion y mDNA diferencial de los IncRNAs en respuesta a la activacion
del LXR

Para conocer el efecto de LXR sobre IncRNAs que contienen al DMM, analizamos
la expresion de IncACACA, IncFASN y IncSREBF1 y sus genes adyacentes
(ACACA, FASN y SREBF1) en monocitos, macrofagos y células espumosas
estimuladas con los agonistas T0901317 y GW3965 (Figura 9 y 10,
respectivamente). Respecto a la expresion de los tres IncCRNAs se observo un
evidente aumento en la expresiéon en monocitos y macréfagos con uno o los dos
agonistas (Figura 9). Solo el IncSREBF1 incrementa su expresion en células
espumosas con los dos agonistas (Figura 9 C). Se conoce que ambos agonistas
aumentan la actividad de LXR, los agonistas en el modelo aterosclerético murino
muestra una considerable disminucion en la placa aterosclerética, pero cada
agonista tiene un efecto en los diferentes en los elementos de respuesta de LXR,
los agonistas no se han usado en el tratamiento aterogénico por que generan un
aumento en los niveles de triglicéridos en higado y en plasma (Collins et al., 2002;
Repa et al., 2000; J. R. Schultz et al., 2000).
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Figura 9- Cambios de expresion de IncRNAs inducidos por agonistas de LXR. RT-PCR de
INcACACA (A), IncFASN (B) y IncSREBF1 (C) en monocitos, macréfagos y células espumosas THP-
1. Condiciones: 0.05% DMSO (barras blancas), 1 pM T0901317 (gris) o 1 pM GW3965 (negras). *

p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, test ANOVA y post hoc Bonferroni.

Como ya se habia reportado ACACA, FASN y SREBF1 son blancos de LXR. Como
esperado, se encontrO un evidente aumento en sSu expresidn en monocitos,

macrofagos y células espumosas estimuladas con los agonistas de LXR (Figura 10).
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Figura 10- Cambios de expresién de blancos de LXR inducidos por agonistas de LXR. RT-PCR
de ACACA (A), FASN (B) y SREBF1 (C) en monocitos, macrofagos y células espumosas THP-1.
Condiciones: 0.05% DMSO (barras blancas), 1 uM T0901317 (gris) o 1 uM GW3965 (negras). *

p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, test ANOVA y post hoc Bonferroni.

Basado en lo anterior y en los datos de ChIP, concluimos que el LXRB estimula la
transcripcion de los tres IncRNAs uniéndose al DMM de esos loci.

Se analizé también el nivel de la mDNA por secuenciacién con bisulfito para
el DMM de los tres INcRNAs y la region promotora de los genes adyacentes en
células THP-1 (monocitos y macrofagos). Encontramos que los tres genes blancos

muestran bajos niveles de mMDNA en comparacion con los IncRNAs. Los resultados
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nos indican que el estimulo con los agonistas no tiene algin cambio claro en la
metilacion. Ademas de que no se encontré una correlacion entre la mDNA vy la

expresion, este resultado no era el esperado (Figura 11).
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Figura 11- Perfil de metilacién de ICG que flanquean IncRNAs con DMMy al promotor de genes
o los IncRNAs. Mo y Ma indican monocitos y macréfagos THP-1, respectivamente. Las barras

blancas y negras indican células THP-1 control y estimuladas con GW 3965, respectivamente.

8.5. Expresion y mDNA diferencial de los INncRNAs en arterias humanas

Se procedi6 a analizar los niveles de expresion y mDNA de los tres INncRNAs y sus
genes adyacentes en arterias de sujetos sanos y arterias con placa estable (Zaina
et al., 2014). Se midi6 la expresion por RT-PCR y se determind la mDNA de los
IncRNAs. El patron de expresion de los genes ACACA y SREPBF1 fueron inversos
respecto a sus IncRNAs (Figura 12 A). Es decir, hubo mayor expresion de los
IncRNAs y menor expresion de sus genes adyacentes en aterosclerosis, lo que nos
indica que estos INcRNAs podrian regular negativamente la expresién de sus genes
adyacentes. Por otro lado, el patron de expresion para FASN y el IncFASN en los

dos casos fue menor en aortas ateroscleroticas (Figura 12 A).
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Figura 12- Nivel de expresion y mDNA de IncRNAs y respectivo gen adyacente en aorta. (A)
Expresion en aortas sanas (barras blancas) y en aortas ateroscleréticas (barras negras) normalizada
con GAPDH. (B) mDNA. Cada punto representa el delta-Beta de una CG del arreglo de mDNA 450K
que flanquean a los INcRNAs (+ 2 kb). En negro y gris, aorta aterosclerética/normal y carétidas
sintomética/asintomatica, respectivamente. Los puntos rellenos y vacios representan la fraccion
hipermetilada y hipometilada, respectivamente. Las cajas negras representan ICGs. * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, test ANOVA y post hoc Bonferroni.

Respecto a la mDNA en los IncRNAs se censo + 2 kb, para INncACACA y IncFASN
se identificé una ICG en este intervalo. Las cuales tienden a la hipermetilacion en
lesiones estables e hipometilacion en lesion sintomatica. Patron generalmente
observado en las lesiones aterosclerdticas mencionadas (Figurar 12 B). Para el
caso de INcCSREBF1 no hay la suficiente informacion para ver algun patron. La
MDNA de IncFASN tiene correlacion con la expresion en lesion estable, porque la
hipermetilacion en la ICG en su promotor provoca una disminucion su expresion. Un
efecto interesante es el patrén de expresion de los IncRNA en THP-1 en monocitos
y células espumosas (macrofagos cargados con lipidos) comparados con arterias

normal y aterosclerotica, respectivamente, los perfiles de expresion tienen un patron
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similar en los dos casos, lo que nos indica que el transcriptoma de los macrofagos

en aortas contribuye al perfil de expresion de los INcRNAs (Figuras 9 A-Cy 12 A).

8.6 Perfiles de mDNA que flanquea a Alu en lesiones ateroscleroticas con
diferente severidad

El DMM fue identificado a partir de secuencias de 4 kb cada una centrada en una
ICGs que sufrié hipometilacién en arterias ateroscleréticas (Castillo-Diaz et al.,
2010). Por analogia a ese estudio nos propusimos ver el patrén de metilacion de +
2 kb que flanquean Alu en muestras de tejido humano aterosclerético y normal
analizadas por el Infinium Human Methylation 450 Bead Chip (> 450,000 CpGs)
abreviado como microarreglo 450K. Usamos dos conjuntos de muestras, uno
consiste en 15 pares de aortas ateroscleréticas con lesiones estables y sus
contrapartes normales obtenidas del mismo donador post mortem, el otro consiste
en lesiones de carotideas sintomatica y asintomatica (inestable) (n=19 en cada
grupo). ldentificamos 314,873 CpGs del 450K que flanquea Alu, entonces para el
primer microarreglo con lesiones estables y el segundo con sintomaticas, se
analizaron los niveles de mDNA que flanquean a los Alu-DMM vy los Alu-DMM
degenerado, donde los degenerados son FAM, FLA, FLAM_A, FLAM_C, Jby Jo ya
que difieren en dos bases con el motivo DR2. Obtuvimos el promedio de Beta de
cada 10 pb hasta llegar a los 100 pb y encontramos que en general los niveles de
mMDNA de los Alu-DMM vy los Alu-DMM degenerado son mayores en no-ICG que en
ICG, como es esperado (Figura 13) (Takai & Jones, 2002; Zaina et al., 2014a).
Ademas, se observé que Alu-DMM son significativamente menos metilados relativo
a Alu-DMM degeneradas en ICG +100 pb, tanto con lesion estable y sintomatica
(p=1.4x10% y p= 3.4X10; Figura 13 C-D y G-H). Sin embargo, en el rango de + 2
kb no se observé ninguna diferencia (Figura Suplementaria 1). Por lo tanto,
comparando Alu-DMM y Alu-DMM degenerado los datos indican que el DMM se

asocia con una relativa hipometilaciéon local de ICGs relativamente cercanas.
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Figura 13- Perfiles de mDNA (microarreglo 450K) de regiones flanqueando Alu a +100 pb en
no-ICGy ICG en aterosclerosis humana. Analisis de las CpGs que flanquean a Alu a +100 pb, con
DMM (conservado) o DMM-degenerado en ateromas estables (A-D) o en ateromas sintométicas (E-
H). Cada punto indica el promedio de la mDNA del Beta de consecutivos 10 pb. El nimero de CpGs
censadas esta indicado en cada respectiva grafica. Negro y gris, arteria aterosclerética y normal (A-
D) o ateroma sintomatico y asintomatico (E-H), respectivamente.

Para entender los cambios de metilacion en regiones que flanquean a Alu,
obtuvimos el promedio de delta-Beta (es decir el valor de mDNA de la aorta con
lesidn estable menos la contraparte normal o de la carétida con lesidn sintomatica
menos la contraparte asintomatica) de cada 10 pb hasta llegar a los 100 pb.
Encontramos una significativa hipometilacién de ICGs flanqueando Alu-DMM en

comparacion con la contraparte que flanquea Alu-DMM degenerado (Figura 14 C-
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D). Ademas, las secuencias que flanquean a Alu-DMM degenerado muestran una
mayor variabilidad de mDNA que en Alu-DMM, tanto en no-ICG y ICG (Figura 14).
También se realizdé un analisis del promedio por cada 50 pb del delta-Beta, rio arriba
y rio abajo de Alu hasta alcanzar los 2 kb. En general hay mas hipermetilacion e
hipometilacién en aortas con lesion estable que en lesion sintomatica (Figura 14).
De manera interesante, observamos un pequefio pero claro aumento del delta-Beta
conforme esta mas alejado de Alu en no-ICG (curvas con forma de V en la Figura
14 E-F).

Como control adicional, nos preguntamos si el SINE M/IR (Mammalian wide
Interspersed Repeats) que no tiene DMM ni DR2 (Smit & Riggs, 1995), muestra
alguna relacion con la mDNA en lesiones aterosclerdticas.

El cambio de mDNA en el rango +100 pb alrededor de MIR es
significativamente mas alta que alrededor de A/lu-DMM intacto en ICGs (p=10°
Figura 14 C comparado con la Figura 15 B). Interesantemente en este elemento no
se observa la pérdida del delta-beta detectada en regiones cercanas a Alu (Figura
15 C versus Figura 14 E-F). Asi que los efectos que encontramos en Alu son muy
especificos y diferentes para las secuencias que flanquean a elementos Alu con el
DMM y con el DMM degenerado.
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Figura 14- Perfiles de cambios de mDNA (microarreglo 450K) en regiones flanqueando Alu en
no-ICG y ICG. Analisis de las CpGs que flanquean a Alu a +100 pb o + 2 Kbh. Cada punto indica el
promedio de la mDNA del delta-Beta de consecutivos 10 pb (para +100pb) o 50 pb (para + 2 kb). El
namero de CpGs censadas esté indicado en cada respectiva grafica. En negro y gris, representan
estable arteria aterosclerética y normal, respectivamente. Los puntos rellenos y vacios representan
la fraccion hipermetilada y hipometilada, respectivamente.
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Figura 15- Perfiles de cambios de mDNA (microarreglo 450K) de regiones flanqueando MIR en
no-ICG y ICG. Se analiz6 las CpGs que flanquean a MIR a +100 pb o + 2 Kb. Cada punto indica el
promedio de la mDNA del delta-Beta de consecutivos 10 pb (para +100pb) o 50 pb (para + 2 kb). El
niumero de CpGs censadas esta indicado en cada respectiva grafica. Negro y gris, aorta
aterosclerética y normal, respectivamente. Los puntos rellenos y vacios representan la fraccion
hipermetilada y hipometilada, respectivamente.

8.7 Analisis de regulacion dirigida por los IncRNAs in cis

Los andlisis de expresion nos sugerian que los INcCRNAs podrian activar la expresion
de sus genes adyacentes. El ensayo con el gen reportero luciferasa nos podria

ayudar a elucidar este patron. Asi que generamos lineas sobreexpresantes
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transitorias para INcACACA con el DMM intacto (AGGTCA) y con el DMM aleatorio
(GATAGC), asi como para IncSREBF1 (sin el DMM), bajo el promotor SV40 (vector
pTracer) (Figura 16 A-C). También se trabaj6 con el vector pGL4 que cuenta con el
gen reportero de luciferasa 2 de luciérnaga (FL, Firefly luc2), en algunos casos se
insertd el promotor del gen adyacente para cada IncCRNA.

Primero se transfectd la linea celular HEK-293 con las construcciones
sobreexpresantes, a las 24 horas se cotransfectd con el vector pGL4 y pRL-TK
(contiene la luciferasa de Renilla) como control interno en la luminiscencia, a las 24
horas se midio la intensidad de luciferasa.

En general los cambios encontrados fueron demasiado débiles para concluir
gue exista un efecto. Aumenta la actividad de luciferasa con la sobreexpresion del
INcACACA con o sin el DMM intacto, indicandonos que el INcCACACA activa al
promotor de ACACA. Este mismo sistema cuando es estimulado con el agonista de
LXR que aumenta la expresion de ACACA (enddgeno) y del IncACACA (enddgeno)
disminuye luciferasa y por tanto la actividad de ACACA del sistema (Figura 16 A-B
y D-E). En el caso de IncSREBF1 con el promotor SREBF1 no se encontr6é ningin

efecto.

49



pGL4-ACACA PrDthDr—
pGL4-ACACA Promotor+GW3965 m——
SV40 AGGTCA
IncACACA pGLS m -
pGL4+GW3965 I
pGL4-ACACA Promotor N
pGL4-ACACA Promotor +G\W3965 M—
0 1 2

FL/RL

SV40

CONTROL

PGLA-ACACA Promotor g
GATAGC DGL4—ACACA Promotor +GW3965 T,
SV40 IncACACA
il pGL4
pGL4+GW3965 M —
pGL4-ACACA Promotor N

pGL4-ACACA Promotor +GVW3965 N——

SV40
0 1 2

C F FL/RL

CONTROL

pGL4-SREBFT Promotor p—
sSV40 INncSREBF1 pGL4-SREBF1 Promotor +GW3965 mu—
PGL4 S ——
PGL4A+GWW3965 -
pGL4-SREBET Promotor NE—
PGLA-SREBF1 Promotor +G\W3065 T —-

SV40

CONTROL

0 1 2
FL/RL

Figura 16— Ensayo de activacién in cis. (A) Esquema de IncACACA con el DMM intacto clonado
en pTracer bajo el promotor SV40. (B) Esquema de IncACACA con el DMM aleatorio clonado en
pTracer bajo el promotor SV40. (C) Esquema de IncSREBF1 sin el DMM clonado en pTracer bajo el
promotor SV40. (E-D) Ensayos del gen reportero luciferasa, el vector de luciferasa de luciérnaga
(pGLA4) se cotransfectaron con el vector de luciferasa de Renilla (pRL-TK) como transfeccién control.
Mostrando la actividad de luciferasa relativa de luciérnaga (FL) con respecto a la actividad de Renilla
(RL)

8.8 Alu en IncRNAs

La presencia de Alu en los INcRNAs analizados en este trabajo, nos hizo preguntar
cudl sea la frecuencia de esa coincidencia a nivel del genoma. Para ese fin,
analizamos MiTranscriptome, una base de datos de 7,256 librerias de RNA-seq.

Utilizamos esta base de datos como un acercamiento mas realista de los IncRNAs
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gue se encuentran en el genoma, ya que en GENCODE solamente se hace
referencia a ~ 15,000 IncRNAs y ~ 20,000 genes que codifican a proteinas. Los
datos de MiTranscriptome muestran que existen 58,648 loci para los INCRNAs,
21,313 genes que codifican a proteinas y 7,625 loci de pseudogenes (lyer et al.,
2015). ElI namero de transcriptos totales incluyendo las diferentes isoformas son
384,066 en Mitranscriptome, 323,622 (84.26%) de los cuales tiene al menos un Alu.
De esos el 43% son los IncRNAs (140,522 transcritos), el 41% son proteinas
codificantes (133,305 transcritos), el 5% pseudogenes (14,844 transcritos) y el 11%
son genes que codifican para varios transcritos (34,951 transcritos) (Figura 17 A).
El 69% de los INcCRNAS, el 70% de las proteinas y el 54 % de los pseudogenes de

la base de datos contienen al menos un Alu (Figura 17 B).

A B
34,951 40,177

1% o 14,837

14,844 70%

5%

140,522
43% 4,134

133,305 54%

41%

Figura 17- Distribucién de Alu en el genoma. (A) transcritos en MiTranscriptome con Alu en el
genoma. En negro los IncRNAs, en gris los trascritos que codifican para proteinas, el relleno con
lineas representa pseudogenes, en blanco son otras donde las secuencias pueden resultar de dos
0 mas trascritos diferentes. (B) Porcentaje de genes que contiene Alu in MiTranscriptome, en negro
los INcRNAs, en gris las proteinas y el relleno con lineas representa los pseudogenes.

Tomando en cuenta todos los transcritos de las isoformas alternativas, se identificd
la posicién de Alu en los genes de proteinas, INcCRNAs y pseudogenes. Alu es mas
abundante en el 5, confirmando el papel potencial de Alu como elemento de
activacion de esos transcritos, ya que podrian usar el promotor interno de Alu (box
Ay B). También se detecta un pico fuerte en el 3’, lo que sugiere una funcién como
sitio de reconocimiento al final de la transcripcién (Figura 18). De los genes que

codifican a proteinas la mayoria contienen elementos Alu (~ 500,000), casi el doble
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que los IncRNAs (~ 270,000). Las subfamilias de Alu mas representadas en genes
y en IncRNAs son Jb, Sx, Sx1, Sze Y.
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Figura 18- Posicion de Alu en transcritos. (A) Distribucion de la posicion de Alus en IncRNASs,
proteinas y pseudogenes en el eje de las abscisas representa la relativa posicion de Alu, la linea
punteada son los Alus inversos, la continua los que se encuentran en sentido. (B) Distribucién de las
subfamilias méas representadas de Alu en IncRNAs, proteinas y pseudogenes.
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9. Discusién

El motivo DMM identificado en secuencias adyacentes a ICG hipometiladas en
lesiones ateroscleroticas, esta embebido en los elementos Alu (P Deininger, 2011;
Rhead et al., 2010). Especificamente, el DMM esta localizado en el repetido directo
(DR2) y en el B box de Alu. El primero es un sitio de union de factores de trascripcion
y el segundo es parte del promotor regulado por la RNA polimerasa Il (Bolotin et
al., 2011b; Laperriere et al., 2007). Encontramos que el LXRB se une al DMM y que
dicha unién necesita un DR2 intacto. LXR es un receptor nuclear (RN) que censa
niveles de acidos grasos y colesterol regulando la homeostasis de lipidos, ademas
es antiaterogénico (Bensinger & Tontonoz, 2008; Chinetti-Gbaguidi & Staels, 2009;
Oosterveer et al., 2010). Estd documentado que LXR se une al DR4 que contiene
las mismas repeticiones directas que DR2 (RGKTA) pero separadas por cuatro
nucleétidos (Pehkonen et al., 2012; Reynolds, Kumar & Piedrafita, 2006). Existen
otros RNs que se unen al elementos Alu, como el receptor de acido retinoico
(Vansant & Reynolds, 1995), el receptor de estrogeno (Romano, Delvoux, Fischer
& Groothuis, 2007) y el receptor de la hormona tiroidea (Javier Piedrafita et al.,
1996). También el factor nuclear 4 de hepatocitos se une DR2 de Alu y ademas
activa la transcripcion de una lista de genes blancos (Bolotin et al., 2011a). LXR
generalmente forma un dimero con el receptor X de retinoide (RXR) para unirse a
sus elementos de respuesta. Sin embargo, a pesar de la ausencia de RXR en
levadura, nosotros observamos unién de LXRB al DR2 del DMM en el ensayo de un
hibrido (Heery et al., 1993; Willy et al., 1995). A la fecha no sabemos cuél es la

relevancia de la union de LXR independiente de RXR en humanos.

Ya estaba documentado el efecto de hipometilacién en ICG cercanas al DMM
en arterias ateroscleroticas (Castillo-Diaz et al., 2010). En el caso de arterias con
lesion estable, las ICGs con el DMM intacto en regiones muy proximas a Alu (+100
pb) tienen un nivel de mDNA significantemente menor que las ICGs adyacentes a
los Alu con el DMM degenerado (subfamilias FAM, FLA, FLAM_A, FLAM _C, Jb y
Jo) o adyacentes a MIR, un SINE que no contiene DMM. Asi que podemos

especular que el aumento de la mDNA de los Alu-DMM degenerados no solo impide
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la retrotransposicion, sino que evita la transcripcion de genes que contienen a este
elemento. La mDNA de ICGs adyacente a IncRNAs que contienen DMM se reduce
significativamente en arterias sintomaticas. Por lo tanto demostramos un efecto local
del DMM sobre la mDNA de ICGs, como se habia hipotetizado (Castillo-Diaz et al.,
2010).

Ademas, encontramos que la activacion de LXR induce hipermetilacion en
los elementos Alu de la linea celular modelo de la aterosclerosis, THP-1. Esto
sugiere un mecanismo mediado por RN para la hipermetilacion de Alu. En arterias
ateroscleroticas también se habia identificado hipermetilacidén es los elementos Alu
(Zaina et al., 2014). Este elemento es la Unica secuencia repetida que esta
consistentemente hipermetilada en el ateroma estable, lo que concuerda con datos
similares en sangre periférica de pacientes con ECV (Kim et al., 2010; Zaina et al.,
2014a). Basandonos en nuestros datos, sugerimos que LXR estimula la mDNA de
Alu como una respuesta de proteccion en la aterosclerosis. Los datos sugieren un
mecanismo compensatorio destinado a limitar ain mas la retrotransposicion por
encima de las limitaciones ya impuestas por la hipermetilacion de Alu fisioldgica.

LXR se uney activa la expresion de tres IncRNAs en THP-1 cercanos a genes
blanco de LXR, como demuestra el dato que los agonistas de LXR aumentan la
expresion de los tres INCRNAs. El patrén de expresion en monocitos y macréfagos
THP-1 cargados con lipidos por un lado, y en arterias normales y ateroscleréticas
por otro lado, nos indica que los macréfagos en aortas contribuyen al perfil total de
expresion en IncRNAs. Desde el punto de vista funcional, los experimentos
moleculares y el analisis de expresion no respaldan un papel para los INcCRNAs
como reguladores transcripcionales in cis.

Con respecto al analisis filogenético, el DMM muestra una mayor similitud
con subfamilias de Alu antiguas y de edad intermedia, divergiendo de la subfamilia
mas joven Y (Price et al., 2004). Los Alu-DMM degenerados pertenecen a
precursores de Alu como FAM, FLAM, FLAM_A, FLAMA C asi como de las
subfamilias mas la mas antiguas, Jb y Jo (M Batzer et al., 1996; P Deininger, 2011;
Quentin, 1992). Respaldando el dato de que LXR interactia con los Alu mas

antiguos, un estudio de otro grupo demostro que LXR induce marcas de histonas
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activadoras en loci enriquecido con AluJ y AluS en células THP-1 (Bouttier et al.,
2016). Mostramos anteriormente que una porcion del DR2 del DMM es una regién
conservada en ratén, lo que nos indica la relevancia biologica de LXR-DMM no solo
en primates (Castillo-Diaz et al., 2010).

Los datos presentados arriba apoyan a la idea de que Alu participa en la
regulacion de la expresion de IncRNAs y genes codificantes. Para explorar este
importante tépico, llevamos a cabo un analisis gendmico in silico utilizando las bases
de datos mas recientes (MiTranscriptome). Observamos que Alu se encuentra en el
70% de los transcritos de proteinas y el 69% de los transcritos para INcRNAs. Con
una mayor densidad en el 5, posiblemente Alu sirva como un promotor interno de
la trascripcion. Otros autores encontraron que fragmentos de Alu aparecen en RNAs
maduros, incluso dentro del marco de lectura abierto (ORF) (Makatowski, 2000;
Nekrutenko & Li, 2001; Yulug, Yulug & Fisher, 1995).

En conclusion, proporcionamos evidencia de una asociacion especifica entre
Alu-DMM vy la hipometilacion de ICGs. Ademas de asignar al LXR el papel novedoso
de ligando de DMM dependiente de un DR2 intacto y un efecto global en la
metilacion de Alu (Figura 19). El analisis in silico refuerza la idea de que Alu tiene

un papel importante en la regulacion del transcriptoma.
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Figura 19- Mecanismos de regulacion propuestos. (A) El aumento de la actividad de LXR provoca
hipermetilacién en los elementos Alu en el modelo de THP-1, LXR puede unirse o promover proteinas
que estén involucradas en la respuesta de mDNA. (B) En lesion estable aterosclerética, existe
hipometilacion en los elementos Alu con el DMM intacto, comparado con los elementos Alu con el
DMM degenerado y con MIR, generando una mayor posibilidad de transcripcion de los elementos

Alu con el DMM intacto.
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10. Conclusiones

e EIDMM esta localizado en el repetido directo (DR2) y en la B box de Alu.

e EI DMM muestra una mayor similitud con subfamilias de Alu de edad
intermedia y antigua, divergiendo de la subfamilia mas joven Y.

e EILXRB Yy PPAN se unen al DMM y dicha union requiere al DR2 intacto.

e LXR se uney activa a IncACACA, IncSREBF1 y IncFASN en THP-1.

e Los tres INncRNA cuentan con una expresion y mDNA diferencial en arterias
con lesion estable.

e El aumento en la actividad de LXR provocan hipermetilacion en el elemento
Alu.

e Enlesion estable, la mMDNA es significantemente menor en ICGs en regiones
muy préximas a Alu con el DMM intacto, comparado con el Alu con el DMM
degenerado o a MIR.

¢ Alu se encuentra en el 70% de los transcritos de proteinas y el 69% de los

transcritos para INcRNAs, con una mayor densidad en el 5'.
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12. Anexos

12.1 Informacion suplementaria

Tabla Suplementaria 1- Proteinas de uniéon al DMM en el ensayo de un hibrido.

Completo ORF En fase Gen

NO NO Homo sapiens filamin A, alpha (FLNA), transcript variant 1, mRNA

NO NO Homo sapiens apoptosis related protein APR-3 mRNA (ATRAID), complete cds

NO NO Homo sapiens apoptosis related protein APR-3 mRNA (ATRAID), complete cds

NO NO Homo sapiens AT rich interactive domain 4B (RBP1-like) (ARID4B)

NO NO Homo sapiens calcium binding protein 39 (CAB39), transcript variant 3, Mrna

NO NO Homo sapiens calcium binding protein 39 (CAB39), transcript variant 3, Mrna

NO NO Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 14 (CXCL14), Mrna

NO NO Homo sapiens chromosome 16 open reading frame 45 (C160rf45), transcript variant 1, Mrna

NO NO Homo sapiens chromosome 16 open reading frame 45 (C160rf45), transcript variant 1, Mrna

YES YES Homo sapiens dual specificity phosphatase 1 (DUSP1), Mrna

NO NO Homo sapiens electron-transfer-flavoprotein, alpha polypeptide, mMRNA (cDNA clone MGC:9356 IMAGE:3852346), complete cds
NO NO Homo sapiens feline sarcoma oncogene, mMRNA (cDNA clone MGC:34142 IMAGE:5170548 , FES), complete cds
YES NO Homo sapiens inner membrane protein, mitochondrial (IMMT), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 1, mRNA
NO NO Homo sapiens isolate C-6E mitochondrion, complete genome

NO NO Homo sapiens milk fat globule-EGF factor 8 protein (MFGES8), transcript variant 2, Mrna

NO NO Homo sapiens mRNA for Splice isoform 2 of P15502 variant, clone: STM04371

NO NO Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp667B0324 (from clone DKFZp667B0324)

NO NO Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp667B0324 (from clone DKFZp667B0324)

NO NO Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp667B0324 (from clone DKFZp667B0324)

YES YES Homo sapiens nephroblastoma overexpressed (NOV), Mrna

NO YES Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 (NR1H2 or LXRB), transcript variant 1, mMRNA

NO YES Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 (NR1H2 or LXRB), transcript variant 1, mMRNA

NO YES Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 (NR1H2 or LXRB), transcript variant 1, mMRNA

NO YES Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 (NR1H2 or LXRB), transcript variant 1, mMRNA

NO YES Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2 (NR1H2 or LXRB), transcript variant 1, mMRNA

YES YES Homo sapiens PPAN peter pan homolog (Drosophila)

NO NO Homo sapiens prostate transmembrane protein, androgen induced 1 (PMEPA1), RefSeqGene on chromosome 20
NO NO Homo sapiens protein kinase C, delta, mMRNA (cDNA clone MGC:49908 IMAGE:5539909), complete cds

YES YES Homo sapiens ribosomal protein L27 (RPL27), Mrna

NO NO Homo sapiens ribosomal protein L3, mMRNA (cDNA clone MGC:104284 IMAGE:6699816), complete cds

YES YES Homo sapiens ribosomal protein L37, mRNA (cDNA clone MGC:99571 IMAGE:2819896), complete cds

NO NO Homo sapiens ribosomal protein S9 (RPS9), Mrna

NO NO Homo sapiens RuvB-like 2 (E. coli), mMRNA (cDNA clone MGC:2945 IMAGE:3051517), complete cds

NO NO Homo sapiens solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 5 (SLC25A5)
NO NO Homo sapiens solute carrier family 44, member 2, mMRNA (cDNA clone MGC:41799 IMAGE:5268313), complete cds
NO NO Homo sapiens sushi-repeat containing protein, X-linked (SRPX), transcript variant 3, Mrna

NO NO Homo sapiens vimentin (VIM), Mrna

NO NO Homo sapiens vimentin (VIM), Mrna
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Tabla Suplementaria 2- Clasificacion de aortas usadas con lesion estable.

No. De Genero Edad Causa de Clase Clase histoldgica, Clasificacién
muestra muerte histolégica, muestra A AHA, muestra
muestra N A

93 M 88 Neumonia N Placa calcificada \ii

95 M 69 Mesotelioma N EIP 1l

96 H 71 Leucemia N+ El Placa calcificada y Vil
linfocitica fibrosa
cronica

97 H 69 Muerte subita El Placa calcificada VIl

98 H 65 Linfoma N EIP 1

101 H 45 Amiloidosis El EIP 1
sistematica

N=normal, El= engrosamiento de la intima, EIP= engrosamiento de la intima patoldgico,
AF= ateroma fibrosa, AHA= American Heart Association

no-ICG ICG
Alu-DMM Alu-DMM Alu-DMM Alu-DMM
degenerado degenerado
0}.5;3 n=169,759 DI_E; n=50,781 0.8 n=71,828 n=21,614
07 0.7
06 wnand | 0.6
05 0.5
04 04
0.3 0.3
0.2 0.2 «
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0 — 0 —— 0 ——
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Figura Suplementaria 1- Perfiles de mDNA (microarreglo 450K) de regiones flanqueando Alu
en no-ICGy ICG en aterosclerosis humana. Se analiz6 las CpGs que flanquean a Alu a +2 kb, con
DMM (conservado) o DMM-degenerado en ateromas estables (A-D) o en ateromas sintomaticos (E-
H). Cada punto indica el promedio de la mDNA del Beta de consecutivos 50 pb. El nimero de CpGs
censadas esta indicado en cada grafica. Negro y gris, arteria aterosclerdtica y normal (A-D), o
ateroma sintomatico y asintomatico (E-H), respectivamente.
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Figura Suplementaria 2- Perfiles de mDNA (microarreglo 450K) de regiones flanqueando MIR
en no-ICG y ICG en ateromas estables. Se analizé las CpGs que flanquean a MIR a +100 pb o +
2 Kb. Cada punto indica el promedio de la mDNA del delta-Beta de consecutivos 10 pb (para +100pb)
0 50 pb (para + 2 kb). El numero de CpGs censadas esta indicado en cada respectiva grafica. Negro
y gris, arteria aterosclerdtica y normal, respectivamente.
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Figura Suplementaria 3- Perfiles de mDNA (microarreglo 450K) de regiones flanqueando MIR
en no-ICG y ICG en ateromas sintomaticos. Se analizé las CpGs que flanquean a MIR a +100 pb
0 + 2 Kb. Cada punto indica el promedio de la mDNA del delta-Beta de consecutivos 10 pb (para
+100pb) o 50 pb (para + 2 kb). El numero de CpGs censadas esta indicado en cada gréafica. Negro
y gris, ateroma sintomético y asintomatico, respectivamente.
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