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RESUMEN

Los IncRNA son moléculas de RNA mayores a 200 nucledétidos que carecen de la capacidad
para codificar a proteinas pero que han mostrado tener funciones de alta importancia en
diferentes procesos metabdlicos y enfermedades como el cancer. Estos interactuan,
ademas de con proteinas y RNA, con lipidos. Se ha observado que estas interacciones
poseen funciones en procesos bioldgicos importantes. Se sabe que existen IncRNAs como
LINK-A, el cual tiene interacciéon con fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3), y el IncRNA
SNHG9 con acido fosfatidico (PA) y que participan en funciones importantes en la
progresion del cancer y en la resistencia a tratamientos contra esta enfermedad. Otro
ejemplo es el IncRNA LIPTER, que se ha descrito que interactua con acido fosfatidico (PA)
y fosfatidilinositol 4 fosfato (P14P), y esta involucrado en la regulacion de lipotoxicidad en el
tejido cardiaco. En este estudio se abordo la busqueda de IncRNAs que potencialmente
interactuen con fosfatidilinositol-,4,5-bisfosfato (PIP2), el cual es un fosfolipido de membrana
que se ha reportado formar parte de estructuras nucleares, y ademas esta involucrado en
procesos celulares como la transcripcion. En éste trabajo se desarrolloé una técnica para la
busqueda de posibles candidatos, donde se extrajo RNA de la fraccion nuclear de células
Hela y se realiz6 un pulldown con perlas recubiertas de lipidos y la posterior secuenciacion
del RNA unido a las perlas. Después de seleccionar IncRNAs candidatos resultantes de la
secuenciacion, se utilizaron ensayos de precipitacion por afinidad con perlas recubiertas de
lipidos (pulldown), asi como un analisis de localizacién en lineas celulares con ensayos de
hibridacion in situ (FISH). Los resultados obtenidos destacan al IncRNA HANR como uno
de los candidatos que demostraron poseer union a PIP, tanto de forma in vitro con los
ensayos de afinidad, como en la deteccion en lineas celulares, en las que esta co-
localizacién reside principalmente en el nucleo y se observa que existe colocalizacién con

la sefial correspondiente a PIP2.



ABSTRACT

IncRNAs are RNA transcrips longer than 200 nucleotides that lack the ability to encode
proteins but have been shown to have highly important functions in different metabolic
processes and diseases such as cancer. These interact, in addition to proteins and RNA,
with lipids, an interaction that has functions in important biological processes. It is known
that there are IncRNAs such as LINK-A which interacts with phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate (PIP3), and the IncRNA SNHG9 that interacts with phosphatidic acid (PA) and
that have important functions in cancer progression and resistance to treatments against
this disease. Another example is the IncRNA LIPTER, which has been described to interact
with phosphatidic acid (PA) and phosphatidylinositol 4 phosphate (PI14P), ), and is involved
in the regulation of lipotoxicity in cardiac tissue.. Therefore, this work addresses the search
for IncRNAs that potentially interact with phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2),
which is a membrane phospholipid that has been reported to be part of nuclear structures
and is also involved in cellular processes such as transcription. In this work, we developed
a technique for the search of possible INcRNA candidates, where RNA was extracted from
the nuclear fraction of HelLa cells and a pulldown was performed with lipid-coated beads
and the subsequent sequencing of the RNA bound to those beads. After selecting the
IncRNAs candidates resulting from the sequencing, affinity precipitation assays with lipid-
coated beads (pulldown) were performed, as well as a localization analysis in cell lines with
in situ hybridization assays (FISH). The results obtained highlight IncRNA HANR as one of
the candidates that demonstrated binding to PIP2, both in vitro with the affinity assays, and
in cell lines, in which this co-localization resides mainly in the nucleus, and it was observed

that there was colocalization with the PIP2 signal



INTRODUCCION

Los long-no-coding RNA (ncRNA) se caracterizan por estar compuestos de mas de 200
nucleotidos y no contener marcos de lectura abierta, lo que potencialmente no codificarian
para proteinas. Estos RNAs son importantes ya que participan en la estructura celular, en
la formacién de estructuras nucleares como las motas nucleares y paraspeckles, en el
correcto ensamble de la telomerasa, y son esenciales para matener la estabilidad
genomica, entre otros aspectos (Bridges et al., 2021; Q. Zhang et al., 2011). Los IncRNA
han sido descritos dentro de diversos procesos celulares, pero también como marcadores
y reguladores de la progresion de ciertos tipos de cancer, siendo esos posibles blancos
terapéuticos (C. Lin & Yang, 2018).

Las funciones regulatorias de los IncRNA también extienden su influencia en el metabolismo
lipidico e impactan en el desarrollo de cancer y en el desarrollo de otras enfermedades
(Duan et al., 2023). Los mecanismos a través de los cuales se involucra son diversos, propio
de lo IncRNA, como la de reguladores de la transcripcion, a nivel postranscripcional, en la
traduccion o de forma postraduccional (Muret et al., 2019). Entre estos INcCRNA se encuentra
LASER y HOXC-AS1 que estan involucrados en la regulacion de la homeostasis del
colesterol (Huang et al., 2016; C. Li et al., 2019).

Las interacciones que protagonizan este estudio son las de los IncRNA con lipidos, que a
la fecha, aun es un campo en exploracion pero con resultados interesantes para la
comprension de sus funciones en procesos bioldgicos. LINK-A que es de los primeros
registros de IncRNA con interaccion con fosfolipidos, este interactia con fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfato (PIP3) y es observado en tejidos de cancer de mama y mostré que tiene
una funcién de regulacién sobre la proteina AKT donde influye en la activacién de la

proteina y en la resistencia a farmacos inhibidores de AKT (A. Lin et al., 20172).

Por otro lado, otros ejemplos de estas interacciones INncCRNA- lipidoson el IncRNA SNHG9
que interactua con acido fosfatidico ( PA ), formando un complejo con la proteina LAST1.
Esto promueve la formacion de gotas por separacion de fases incidiendo en su
disponibilidad para interactuar con proteinas como YAP (Yes Associated Protein),
influyendo en su regulacion, y en la progresion del cancer (R. H. Li et al., 2021). Ademas
de los IncRNA relacionados a la progresion de cancer, se han identificado IncRNA que

interactuan con lipidos para el correcto funcionamiento de las células, como el IncRNA



LIPTER que es indispensable para el transporte de gotas lipidicas y el adecuado
funcionamiento de los cardiomiocitos; este interactua con acido fosfatidico (PA) y
fosfatidilinositol 4 fosfato (PI4P), que estan en la superficie de las gotas lipidicas y a su vez
con una proteina de transporte MYH10. La formacién de este complejo se vuelve clave para
el correcto transporte de las gotas lipidicas hacia la mitocodria y asi evitar la lipotoxicidad
(L. Han et al., 2023).

Este trabajo se centra en la busqueda de IncRNAs que presenten interaccién con PIP2
mediante el desarrollo de la técnica LIPRNAseq (Bayona-Hernandez et al., 2023). Con esta
técnica se pudo obtener una base de datos RNAs con posible interaccion con PIP2, de los
cuales se tomaron candidatos para su analisis. De este estudio el IncRNA HANR mostro
tener interaccion con PIP2 en ensayos de precipitacion por afinidad (pull-down) y en los
analisis de localizacién en cultivos celulares; utilizando una sonda de hibridaciéon para un
anadlisis de FISH y comparandolo con las localizacion de PIP2 detectado con anticuerpos,
observando sitios de colocalizacion que sugieren que HANR y PIP2 interaccionan en la

célula.



CAPITULO I
Antecedentes

1.1 RNA no codificante

Los RNA no codificantes, como su nombre lo indica, no codifican a proteinas, estos se
dividen principalmente en RNA cortos no codificantes y largos no codificantes, siendo los
RNA cortos menores a 200 nucledtidos. Los ncRNA cortos son importantes en diversos
procesos bioldgicos, como los snoRNA que son conocidas RNAs guia para la metilacion y
pseudouridilacion de otros RNA en sitios especificos como el RNA ribosomal. Poseen sitios
especificos llamadas cajas C/D y H/ACA, que son secuencias conservadas necesarias para

su localizacion y el reclutamiento de proteinas (Amin et al., 2019; Holley & Topkara, 2011).

Los RNA largos no codificantes (INcCRNA) se caracterizan por tener mas de 200 nucledétidos,
la mayor parte de ellos son transcritos por la RNA polimerasa Il (Pol Il), y pueden tener
estructuras similares a RNA mensajeros como son una CAP y una cola de poli A. Gran
parte de los IncRNA son estabilizados con la poliadenilacion, o en caso de carecer de ella
mediante estructuras secundarias como la formacién de triple hélice en sus extremos 3',
estas caracteristicas del extremo 3' pueden facilitar la exportacion nuclear (Bridges et al.,
2021). Estos IncRNA se han reportado en diversos organismos incluyendo animales,
plantas, levaduras, procariontes e incluso en algunos virus. No obstante, se encuentran
poco conservados entre especies, a diferencia de otros tipos de RNA como los mensajeros,
miRNA o snoRNA, pero gracias a la creciente caracterizacion de estos, se ha determinado
que se pueden encontrar ortdlogos en otras especies a través de analisis de sintenia
(Bridges et al., 2021; Ma et al., 2013; X. Zhang et al., 2019; Li et al., 2014).

Los IncRNA se pueden clasificar en diversas categorias, tomando en cuenta por ejemplo el
contexto de su ubicacion génica, como por ejemplo localizan en regiones intergenicas,
intronicas, y en potenciadores, o también tomando en cuenta si estan en sentido o en
antisentido. En la figura 1.1, se ejemplifica los diversos casos: dependiendo si su posicién
esta entre dos genes que codifican a proteinas, localizados entre intrones de un gen que
codifica a proteinas, transcritos de una hebra sentido de regiones exonicas de genes
codificantes a proteinas, transcritos desde la hebra antisentido del gen codificante y los que

transcriben de regiones potenciadoras. Ademas, pueden clasificarse por como actuan sobre



las regiones de ADN si es cis, por su accién en genes de proximidad cercana, o en trans,

si es que su accion la ejerce en genes distantes (Duan et al., 2023).

Intergenic
Sense Gene A Gene B Antisense
A exon L/ KON exon /0.7 exon
—
Intronic i
Gene A Gene A nhancer
exon 0,0 exon enhanceryq,< exon

——

Figura 1.1 Representacion de los diferentes tipos de origen de los INncCRNA por su posicion en

el genoma. Imagen tomada de Duan et al., 2023

1.2 Funciones de los IncRNA

Los IncRNA tienen importancia en diversos procesos biolégicos como en la organizacion
de la cromatina, el mantenimiento telomérico, regulacion transcripcional y
postranscripcional, integridad estructural, apoptosis, en la separacion de fases
generalmente reclutando proteinas (Q. Guo et al., 2021a) , respuestas a estrés, progresion
del cancer, entre otros (Bridges et al., 2021; Ma et al., 2013). Un ejemplo es el IncRNA
telomeric repeat-containing RNAs (TERRA), que puede reclutar proteinas modificadoras de
la cromatina TRF2 y PRC2 facilitando la formacion de heterocromatina en tolomeros (Deng
et al., 2009; Herman et al., 2022), ademas que TERRA puede plegarse en sitios G4 en la
cromatina y modular la disponibilidad de diversos sitios a la proteina ATRX, evitando su

unién a regiones subteloméricas (Tsai et al., 2022).

Los IncRNA puede tener diversas funciones dependiendo de su localizacion dentro de la
célula, las funciones de estos en diferentes compartimentos subcelulares estan
influenciados por las interaccciones moleculares locales (Bridges et al., 2021). En el nucleo
se han observado que interactuan con proteinas y otros tipos de RNA para contribuir con la
arquitectura nuclear, y regular de forma epigenética la expresiéon de genes, por medio del
reclutamiento de factores como proteinas, mediando modificaciones como metilaciones,

entre otros. También pueden regular la expresion de genes actuando en cis, de diferentes



maneras: modulando directamente genes vecinos, uniendose de forma directa a partes del
gen o del promotor, influenciando el reclutamiento de factores de transcripcion especificos,
o cuando cierta secuencia de DNA dentro del loci del IncRNA puede activar o reprimir la
expresion de genes en su vecinidad. Para los IncRNA que muestran una regulacion en
trans, estos pueden modular la expresion de genes en regiones lejanas. Dentro de
citoplasma los IncRNA pueden jugar papeles importantes como la regulacién de la
estabilidad de RNAm, secuestrando miRNAs, y en la modulacion de las funciones o de la

actividad de diversas proteinas, entre otros (Bridges et al., 2021; Nadhan et al., 2022).

Los IncRNA tienen la capacidad de interactuar con diversas moléculas, por lo que
determinar tanto su localizacibn como sus interactores, ayudaria a comprender sus
funciones. Algunos de los IncRNA mejor caracterizados, como MALAT1 (Metastasis-
associated lung adenocarcinoma transcript 1) y NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant
Transcript 1), se acumulan en motas nucleares y paraspeckles, respectivamente. NEAT1
es un IncRNA indispensable para la formacién de los parspeckles por las interacciones con
proteinas RBP (RNA-Binding-Protein) con dominios de union a RNA como NONO vy otras
proteinas formando estructuras de andamio conocidas como nido de pajaro. NEAT1 cuenta
con dominios encargados de funciones especificas, como el dominio central descrito como
NEAT 1_2 requerido para el ensamble de los paraspeckles (Bridges et al., 2021; Yamazaki
et al., 2018).

La participacion de los INcRNA ha sido descrito en diversos procesos celulares y también
se han identificado como marcadores y reguladores de la progresion de ciertos tipos de
cancer, por lo que se consideran como posibles blancos terapéuticos. En los ultimos afios
se ha vuelto una estrategia frecuente realizar perfiles de expresion INCRNA en diferentes
tipos de cancer, lo que ha permitido una mejor comprensién de los factores que intervienen
en esta enfermedad (J. Li et al., 2019; C. Lin & Yang, 2018).

Existen otros INncRNA asociados a la senescencia, como es el caso del IncRNA TERC, que
esta directamente relacionado con el mantenimiento de la longitud de los telomeros. De
este modo se relaciona con la prevencion de la senescencia y el envejecimiento
prematuros. Algunas de sus funciones es servir como base para la sintesis de repeticiones
teloméricas y por formar una especie de andamio para el acoplamiento de proteinas como
disquerina, TERT, nop10 y GAR que forman parte del complejo telomérico y que regulan la

longitud de los telémeros (Grammatikakis et al., 2014; Y. Wang et al., 2016).



1.3 LncRNA asociados a cancer

El cancer es considerado como una condicién patoldgica caracterizada por la proliferacion
descontrolada de las células y que causa una alteracion en la homeostasis en los tejidos.
Los IncRNA, a través de diversos estudios han mostrado desempefiar papeles importantes
en las vias que modulan los diferentes tipos de cancer, siendo considerados tanto

oncogenes como supresores de tumores (Nadhan et al., 2022).

Un ejemplo es el IncRNA MALAT-1 que ha mostrado ser un regulador en procesos como la
metastasis, inmunidad, progresioén y resistencia a farmacos. Este IncRNA esta implicado en
diversas vias de sefializacién incluyendo PI3K (fosfatidilinositol 3 cinasa) /AKT (proteina
cinasa B), WNT/B-catenina, factor nuclear kappa B (NF-kB), y proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK)/quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK), asi como su
presencia en diversos tipos de cancer de tipo cervical, de prostata, gastrico, hepatico, entre
otros (D. Xu et al., 2024).

Aunque se ha demostrado el importante papel de los INcCRNA en distintos tipos de cancer,
su uso como blancos terapéuticos esta aun en desarrollo y que requiere mas estudios en
comparacion con los tratamientos tradicionales. Dentro de los primeros avances
prometedores para su aplicacion en pruebas clinicas, esta el empleo de nanoparticulas

lipidicas para la administracion de tratamientos basados en IncRNA (S. Han et al., 2023).

1.4 IncRNA asociados a la regulacion del metabolismo lipidico

Los IncRNA se encuentran involucrados en diversos procesos regulatorios, uno de ellos es
la regulacion del metabolismo lipidico, que a su vez impacta en el desarrollo de cancer y de
otras enfermedades (Duan et al., 2023). Numerosos estudios han abordado IncRNAs
involucrados en el metabolismo lipidico, como Inc-HC, el IncLSTR y APOA1-AS, que estan
invoucrados en la homeostasis de triglicéridos, colesterol y acidos biliares, entre otros
relacionados, sea de forma directa e indirecta, con en el metabolismo lipidico (Muret et al.,
2019).

Entre los hallazgos recientes el IncRNA LINC00473 ademas de estar involucrado en la
progresion de diversos tipos de cancer, es un regulador clave de la funcion de los adipocitos
termogénicos humanos, LINC00473 originalmente se encuentra en el nucleo, pero es
transportado al citoplasma, al elevarse los niveles de cAMP, observandose en la interfase

entre las mitocondrias y adiposomas. Ademas, la relacion de LINC00473 con proteinas



como PLIN1 y con la oxidacion de lipidos impacta en el metabolismo energético de los

adipocicitos (Tran et al., 2020).

En los hepatocitos el INcRNA LASER tiene un papel fundamental en la regulacion en los
niveles de colesterol. Mediante el atenuamiento por RNA de silenciamiento de LASER se
observo que se reducen los niveles de colesterol intracelular y que la expresion de genes
implicados en el metabolismo del colesterol también se ven afectados. Entre ellos se
detecto la reduccion en los niveles de las proteinas PCSK9 y HNF-1a. LASER interactua
con la proteina LSD1 (lysine-specific demethylase 1) y reprime la desmetilacion de histonas
H3K4me en el promotor del gen HNF-1a que es un activador transcripcional clave de la
expresion del gen PCSK9, que a su vez ha reportado ser un regulador de la expresion de
la proteina LDLR (LDL receptor). El aumento de PCSK9 induce la degradacion intracelular
de LDLR, lo que esta relacionado con el aumento del LDL circulante (Ai et al., 2012; C. Li
et al., 2019).

Otro IncRNA relacionado con la regulacion del metabolismo lipidico es HOXC-AS1 (HOXC
cluster antisense RNA 1). Este IncRNA esta involucrado en la aterosclerosis, pues junto con
la proteina HOXC6 disminuyen cuando se presenta ésta enfermedad. HOXC-AS1
promueve la expresion de HOXC6 a nivel de RNAm y proteina pues, cuando se
sobreexpresa ocurre un aumento en los niveles de ambos. Por otro lado, la sobreexpresion
de HOXC-AS1 disminuye la acumulacion de colesterol inducida por Ox-LDL. Este hallazgo
contribuye al entendimiento de los procesos de homeostasis del colesterol, asi como

posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de la aterosclerosis (Huang et al., 2016).

1.5 Interaccion entre RNA y lipidos.

La primera descripcion de la interaccion de INcCRNA con fosfolipidos se le atribuye al IncRNA
LINK-A (RNA intergénico largo no codificante para la activacion de la quinasa) que
interactua directa y especificamente con la proteina AKT y PIPs. En este trabajo los IncRNA
asociados a lipidos, se identificaron aislando las fracciones lipidicas en tejidos de pacientes
con cancer de mama (TNBC) (A. Lin etal., 2017A) . Utilizando analisis de fatblot se identifico
entre los aislados al INcRNA LINC01139 (que fue renombrado como LINK-A). Este IncRNA
mostré una mayor interaccion con con PIP3 y PC (fosfatidilcolina) y también con PIP, en
menor medida. LINK-A posee una regién de union a PIP3, asi como, a PIP2 (figura 1.2 a).
De igual forma, detallan la composicion de la horquilla de IncRNA LINK-A a partir de la que

se realizaron mutantes para determinar los sitios indispensable para la interaccién con PIP3



y PIP2. Se observé que la region entre los 1080 y 1140 participa en la union a PIP3 (fig.
1.2a), seialando en rojo los 2 nt (C-C) indispensables para esta interaccion (fig. 1.2b). En
el panel c) se muestran las mutantes en esta region que conservan, o incluso superan la
cantidad de interaccion con PIPs de la secuencia original. Ademas de la interaccion con
lipidos, LINK-A interactua con el dominio PH de la proteina AKT, y se observd que, en
presencia de LINK-A, aumentd la interaccion pre-existente entre AKT y PIP3. Esta
asociacion sugiere la formacion de un complejo que promueve un cambio conformacional
en AKT, haciendo que los sitios de fosforilacion se encuentren mas accesibles a cinasas.
Este IncRNA se expresa altamente en cancer de mama, lo que se ha observado se
relaciona con una resistencia a los inhibidores de AKT, lo cual tiene importancia en el ambito
clinico y en la busqueda de marcadores y tratamientos para esta enfermedad (A. Lin et al.,
2017a).
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Figura 1.2 Sitio de union de LINK-A con PIP3. A) Se muestra la representacion de las regiones
encargadas de la interaccion con fosfatidilcolina, PI(3, 4, 5)Ps y PI(4, 5)P2. B) Modelo de la horquilla
en la que interacciona con PIP3 y IncLINK-A donde se sefiala en rojo los 2 nucleotidos indispensables
para su interaccion. C) Mutantes que mostraron una sefial de unién similar o mayor a la original (A.
Lin et al., 2017a).

Otro ejemplo de interacciéon entre RNA vy fosfoinositidos es el aptamero PRA (PI3P RNA
aptamer) que interactua de forma especifica con PI3P. Utilizando un método de seleccion
descrito como SELEX, los autores realizaron una busqueda de secuencias que se unieran
de forma especifica a PI3P, obteniendo una secuencia de 40 nucledtidos con esta
caracteristica (Donia et al., 2019). A partir de la secuencia de LINK-A se realizd un
alineamiento con la secuencia del aptamero en la busqueda de sitios conservados. Una vez
identificados, estos sitios fueron usados en el disefio de mutaciones puntuales para
determinar los nucleoétidos responsables de la interaccion con PI3P. Se realizé un analisis
de interaccion del aptdamero con tiras con diferentes lipidos (figura 1.3). En esta figura se

observa una descripcion de los lipidos fijos en una tira (a), el ensayo con este aptamero (b)



y el analisis control con un RNA de secuencia aleatoria (a ). Adicional al potencial del
aptamero como herramienta para localizacion de PI3P, se observé que la sobreexpresion
de este RNA resultd en la inhibicion de la autofagia. PI3P se encuentra presente en
endosomas y estructuras autofagicas. Esto hace que el aptamero PRA sea una posible
herramienta para el desarrollo de farmacos orientados al control de la autofagia (Donia et
al., 2019).
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Figura 1. 3 Analisis de interaccion de PRA (PI3P RNA aptamer) con lipidos. a) Representacion
esquematica de los lipidos utilizados en la tira, b) resultado de interaccion del aptamero y los lipidos
de la membrana de nitrocelulosa y c) el panel derecho muestra el resultado de interacciéon con una
RNA control sin union con lipidos (Donia et al., 2019).

Por otro lado, el INcRNA SNHG9 mostré tener interaccion con acido fosfatidico (PA) asi
como con la proteina LAST1. Esta interaccion promueve un mecanismo de regulacién en
la formacion de tumores y en la proliferacion de cancer de mama (R. H. Li et al., 2021).
Basandose en un analisis in silico de la estructura secundaria de SNHG9, se definieron
secciones pertenecientes a horquillas y se eliminaron para encontrar la regién responsable
de la interaccion, las secciones eliminadas corresponden a las horquillas que se nombraron
como D1 (delecion 7-25 nt), D2 (delecion 30-43 nt), D3 (delecion 60-177 nt) y D4 (delecién
204-231 nt) (figura 1.4 a). Un un ensayo de fat-blot con el producto de la transcripcion in
vitro de las diferentes mutantes y de SNHG9 de longitud completa, determiné que D4 es la
responsable de la interaccion con PA (fig. 1.4b). En la figura 1.4c se observa que la proteina

LAST1 interactua por si misma con PA, aunque la incubacién con el transcrito in vitro de



SNHG9 favorece la interaccion lipido-proteina (fig. 1.4 d). Mas aun, las horquillas D1 y D2
parecen ser las responsables de la interaccion con LAST1, mientras que D4 participa en la
interaccion con PA. Esta interaccion mostré promover la separacion de fases de LAST1 y
regular la actividad cinasa de esta proteina, y es un posible método de regulacién en
cancer. El modelo propuesto se basa en que debido a la formacién de separacion de fases
de LAST1, ésta se encuentra disponible en menor medida en el citoplasma, lo que limita su

capacidad para fosforilar a la proteina YAP (Yes Associated Protein) (R. H. Li et al., 2021)
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Figura 2.4 Analisis de interaccion del Incrna SNHG9 con PA y LAST1. A) Estructura secundaria
de SNHG9 con las diferentes secciones analizadas marcadas en una elipse punteada. B) Fatblot
realizado con SNHG9 de longitud completa y sus mutantes por eliminacién. C) dot blot de la proteina
LAST1 y PA. D) Fat blot con membranas preincubadas sin y con SNHG9 y posteriormente incubadas
con LAST1 y detectada por anticuerpos contra GST (R. H. Li et al., 2021).

Un estudio utilizando el sistema APEX-seq (peroxidase-mediated protein biotinylation
combined with sequencing) aplicado a la busqueda de RNAs asociados a la membrana
plasmatica (maAPEX-seq) permitio identificar 75 RNAs candidatos asociados a la
memebrana. Entre los mas notables se encontré al IncRNA AL121772.1 (PMAR72). Para
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los analisis de interaccion con lipidos, se realizé un fat blot con el IncRNA PMAR72
transcrito in vitro biotinilado. En la figura 1.5a se observa que PMAR72 mostr6 una sefial
de interaccion a lipidos, principalmente a SM (esfingomielina), y también a colesterol y PIP3.
Por otro lado en los analisis de hibridacion de PMAR72 (figura 1. 5b) con sondas marcadas
con 5'FAM (verde) y DilC+g (rojo), sefial asociada a la membrana plasmatica, mostrando

que colocaliza con areas especificas de la membrana (Wu et al., 2021).
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Figura 1. 5 Ensayo de interaccion de PMAR72 con lipidos. a) la izquierda se observa el ensayo

de interaccion lipidos y RNA de levaduras y a la derecha el RNA PMAR72 que muestra interaccién
con esfingomielina y otros lipidos como colesterol y PI3P. b) Analisis de hibridacion con sondas
(verde) y tincién de DilC+s (rojo) (Wu et al., 2021).

El IncRNA LIPTER fue recientemente descrito como un componente esencial en el correcto
funcionamiento de los cardiomiocitos. Este efecto se centra en los LD (liquid droplets),
sintetizados en el reticulo endoplasmico, que muestran un nucleo lipidico neutro y esta
rodeado por una monocapa de fosfolipidos. Este INCRNA se encarga de facilitar el
transporte de LD, gracias a la interaccion con la proteina MYH10. Este complejo es posible
gracias a la afinidad que tiene LIPTER por las moléculas de PI4P y PA localizadas en la
superficie de estos, asi como a la proteina MYH10. Este proceso es esencial para el
correcto funcionamiento del tejido cardiaco, reduciendo la probabilidad de cardiomiopatias,
pues el transporte adecuando de gotas lipidicas reduce la posibilidad de lipotoxicidad. Un
analisis de fat blot (figura 1.6) mostré la interaccion selectiva de LIPTER con PA 'y PI14P (L.
Han et al., 2023).
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Figura 1.6 Ensayo de interaccion del IncRNA LIPTER con lipidos. Se muestra un analisis de
fatblot ARN-lipidos de la interaccion de LIPTER y su secuencia antisentido AS-LIPTER usando una
tira con diferentes lipidos (L. Han et al., 2023).

También, se han realizado analisis de la interaccion entre lipidos de membrana y RNA,
donde se observd que estos lipidos puden servir como un tipo de plataforma para la
regulacion de RNA. Se ha observado que as interacciones lipidos-RNA dependen del
contenido nucleotidico, emparejamiento de bases y el largo de estos. Esto provee una forma
de utilizarlos para modular la afinidad a ciertas membranas. Utilizando membranas en gel
de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y diferentes RNA sintéticos se observo que los de
mayor contenido de guaninas mostraron una afinidad mayor, a membranas gel del lipidos.
Aunque estas son poco comunes en la naturaleza, pueden tener otro tipo de aplicaciones
(Czerniak & Saenz, 2022). La interaccién entre los RNA y los fosfolipidos puede deberse a
la estructura tridimensional del RNA. El analisis estructural de las secuencias de RNA que
interaccionan con lipidos sugieren que las estructuras en forma de bucle pueden ser

importantes para dicha unién (C. Lin & Yang, 2018).
1.6 IncRNA candidatos para interactuar con fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato.
Existe diversos INcRNA candidatos para interactuar con fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

(PIP-), estos fueron obtenidos de los analisis de secuenciacion con la técnica LIPRNAseq

(Bayona-Hernandez et al., 2023) y algunos de ellos se describen a continuacion

1.6.1 TERC

El IncRNA TERC es un componente del complejo de la telomerasa, que corresponde a una
transcriptasa inversa encargada de la adicion de repeticiones de ADN en los teldmeros,

desempenando asi, un papel fundamental en el mantenimiento de la estabilidad del
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genoma. En este complejo ribonucleoproteico, el INcRNA TERC proporciona una plantilla

para la sintesis de repeticiones de ADN en los telomeros
etal., 2011).

(Y. Wang et al., 2016; Q. Zhang

Recientes estudios sugieren que este INcRNA, ademas de estar involucrado como templado

en el complejo de la telomerasa, también es un marcador de enfermedades, como la

diskeratosis congenita. Ademas, se sugiere que esta

involucrado en el desarrollo y

progresion de la aterosclerosis y la insuficiencia cardiaca. El aumento de este INCRNA se

ha reportado en diferentes tipos de cancer (T. Cao et al.,

2018; Y. Cao et al., 2008). En la

figura 1.7 se muestra la regiéon H/ACA que es necesaria para el correcto trafico, estabilidad

y la conformacioén cataliticamente activa (resaltado en verde), la region templado para el

complejo de la telomerasa o dominio pseudoknot (resaltado en morado), dominio de

interaccion con proteinas del complejo telomerico (marcado en rojo) y también posee otras

regiones de las cuales se desconoce la funcion (gris) (lvanyi-Nagy et al., 2018).
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Figura 1.7 Estructura secundaria del IncRNA TERC. En
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1.6.2 HANR

El IncRNA RPL13AP20 también conocido como HANR (HCC associated long non-coding
RNA) esta ampliamente relacionado a procesos de proliferacion de células cancerigenas y
la quimioresistencia en células cancerosas de higado (HCC). Este IncRNA se encuentra en
mayor cantidad en pacientes con baja prediccion de supervivencia (Xiao et al., 2018).
HANR interactua con diversas moléculas, como la proteina GSKIP, regulando la produccion
de p-GSK3B y aumentando la proliferacion de células de HCC. También interacciona con
los microRNA miRNA-335, regulando negativamente su expresion en pacientes de glioma
y con el miRNA-140-5p, relacionado a NSCLC (non-small cell lung cancer) (S.-J. LI et al.,
2020; W.-J. WA NG et al., 2020; Xiao et al., 2018).

Recientemente se ha descrito que el IncRNA HANR tiene un papel en la regulacion del
metabolismo de glucosa en células de cancer de mama triple negativo ( TNBC ). En estas
células se encontron altos niveles de HANR en pacientes con TNBC, principalmente en
aquellos con tumores de grados avanzados y metastasis de huesos. Se observé mediante
el silenciamiento de HANR en TNBC que la proliferacion celular disminuye, asi como la
progresion del ciclo celular y una apoptosis mejorada (G. Han et al., 2024) . Utilizando un
analisis de pulldown se identificaron posibles candidatos de unién para HANR siendo HK2
el mas sobresaliente y confirmandolo con ensayos de inmunoprecipitacion contra HK2 de
un extracto de células de TNBC y la union de HK2 a HANR se determiné ademas mediante
gPCR, la importancia de esta interaccion recae en la importancia de HK2 en la glicolisis
pero mas estudios son requeridos para elucidar por completo este mecanismo de
regulacion(G. Han et al., 2024)

1.6.3 RP11-132A1.4

El RNA denominado RP11-132A1.4, también conocido como EMSLR (Homo sapiens E2F1
RNAm stabilizing IncRNA), es un IncRNA que aumenta su expresion en células de cancer
de pulmén LUAD (lung adenocarcinoma) y de carcinoma de células escamosas de pulmén
LUSC (lung squamous cell carcinoma). Participa en la regulacién del IncRNA LncPRESS1,
ayudado por la metiltransferasa Dnmt1. A su vez es regulado por las proteinas E2F1 y c-

MYC las cuales favorecen su expresion (Priyanka et al., 2022; C. Wang et al., 2019).
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1.7 Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en el nucleo

Los lipidos no sélo actuan como elementos estructurales en las membranas o como
participantes en el metabolismo energetico, sino que también, tienen un rol importante en
la sefializacién, y en diversas modificaciones postranscripcionales, entre otras funciones
(Duan et al.,, 2023). La presencia de fosfoinositidos en el nucleo se encuentra
principalmente en las motas nucleares, el nucléolo, los espacios entre la heterocromatina y
en los espacios intercromatinicos, asi como en las isletas lipidicas nucleares (Castano et al.,
2019; Sztacho et al., 2018).

Los fosfoinositidos (PIPs) son fosfolipidos a los que se les atribuyen diversas funciones
como, ser precursores de segundos mensajeros o en la formaciéon de complejos de
proteinas. También tienen una gran importancia en la arquitectura de las membranas
celulares, la dinamica del citoesqueleto, la remodelacion de la cromatina, y en la interaccion
con proteinas como NM1, facilitando asi la formaciéon de complejos de la RNA Pol Il, entre
otras funciones (Sztacho et al., 2018). PIP; colocaliza, con RNA y otras moléculas, como
las proteinas UBF y fibrilarina, que se encuentran involucradas en el proceso de replicacion.
PIP, se localiza principalmente en el componente fibrilar denso, como se observa en la

figura 1.8 que muestra la localizacion de PIP. en relacién con la localizacién de fibrilarina.

Fibrillarin

Fibrillarin

Figura 1.8 Colocalizacion entre fibrillarina con etiqueta SNAP y PIP:2 en células de mamiferos.

En la figura se muestra a Fibrilarina en verde y PIP2 en color rojo. (Guillen-Chable et al., 2020).
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En el trabajo de Sobol y colaboradores (2013) se analiz6 el efecto que ejercia la inhibicion
de la transcripcion sobre la colocalizacion de PIP2 y de la fibrilarina en la regiéon del
componente fibrilar denso de los nucléolos. Para esto, la transcripcion se inhibid, por adicion
de actinomicina D (AMD) y 5,6-dicloro-beta-D-ribofuranosilbencimidazol (DRB), que actuan
sobre la RNApol | y RNApol Il, respectivamente. En la figura 1.9 b se muestra que la
inhibicion de la actividad de Pol I, ocasiona que la colocalizacion de PIP;ffibrilarina se
pierda, como se ve en la intensidad de la sefal registrada. La figura 1.9 ¢ muestra que la
adicion de DRB, que inhibe Pol [l cambié la colocalizacion de PIP./fibrillarina, que se pierde.
La figura 1.9 a muestra las interacciones sin tratamientos, a manera de control (Sobol et al.,
2013).

CONTROL >

100 100 100
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Figura 1.9 Colocalizacion de PIP2 con UBF y Fibrilarina. (A) Los estudios de inmunocolocalizacion
muestran complejos de PIP2 con Pol I, UBF y fibrillarina (B) La inhibicion de la transcripcion de Pol |
por AMD provoco que la colocalizacion de PIP2ffibrillarina fuera interrumpida. (C) La inhibicion de la
transcripcion de Pol Il por DRB provocé la perdida de la colocalizacion de PIP2ffibrillarina (Sobol et
al., 2013).

En el nucleo se encuentran presentes estructuras descritas como isletas lipidicas nucleares
(NLI) La superficie de éstas esta formada en su mayoria por fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2). Se realizé un mapeo de la localizacién nuclear de PIP2, utilizando anticuerpos
especificos y con el uso de microscopia de iluminacién de super resoluciéon estructurada
(SIM). Esto llevo a asignar una distribucion especifica de 4%, 28% y 68% en nucléolos,
nucleoplasma y en las manchas nucleares del espacio nuclear, respectivamente (figura 1.
10). En la mayoria de los NLI se presenta RNA en la periferia, de acuerdo con eso, lo que
sugiere que se requiere de RNA para su integridad. De hecho, el tratamiento con RNAsa
también rompe las estructuras de NLI y la mayoria de estas estructuras colocalizan con
RNA (Sobol et al., 2018).

Se ha demostrado que el RNA es necesario para la localizacion de PIP, en manchas
nucleares. Esto sugiere que la interaccion con el complejo RNA proteina podria estabilizar

PIP2, en ausencia de estructuras membranosas intranucleares. (Yildirim et al., 2013)

Figura 1.10 Distribucion de PIP2 en el niucleo mediante anticuerpos especificos. Imagenes

realizadas por microscopia de iluminacién de super resolucion estructurada (SIM). Se determiné que



la distribucion es del 4%, 28%, 68% en nucléolo (azul), en nucleoplasma (rojo) y en las manchas

nucleares (amarillo), respectivamente (Sobol et al., 2018).

1.8 Fibrilarina

La fibrilarina es una proteina nucleolar esencial para la vida y que se encuentra altamente
conservada en diversos organismos eucariotes. Esta metil transferasa esta involucrada en
una gran cantidad de procesos celulares, y entre sus principales funciones, se encuentran
la metilacion y el procesamiento de pre-rRNA, durante el proceso de biogénesis ribosomal,
la metilacion de la histona H2A y su participacién en el proceso de progresion de algunos
tipos de virus. Esta proteina esta involucrada en procesos celulares como la homeostasis
celular y el analisis de regiones conservadas proporciona informaciéon sobre funciones

conservadas a través de la evolucion (Rodriguez-Corona et al., 2015).

Fibrilarina esta compuesta de 4 dominios principales que son: el dominio GAR que es una
region rica en glicinas y argininas a la que se le atribuye la localizacion nucleolar, una region
espaciadora, un dominio metil transferasa y un dominio alfa hélice (Rodriguez-Corona et
al., 2015). Se han realizado analisis de esta proteina entre diferentes especies, y esta ha
mostrado estar altamente conservada en relacion con su estructura a través de los clados
Archaea y Eukarya, especialmente el dominio metil transferasa. A diferencia del dominio
GAR que se encuentra ausente en las arqueas, lo que sugiere que este puede haber sido
adquirido en etapas tempranas en la evolucion de las eucariotas (Pereira-Santana et al.,
2020).

Esta proteina también interactia con RNA no codificantes como U3, un snoRNA, que
funcionan como andamio para la formacién de complejos junto con otras proteinas. Se
sugiere que la fibrilarina es esencial para llevar acabo la mayor parte de las actividades
postranscripcionales en la sintesis ribosomal, el procesamiento del pre rRNA,
modificaciones en el rRNA y el ensamblaje ribosomal (Dennis et al., 2001; Lechertier et al.,
2009).

Se ha establecido que existen interacciones entre fibrilarina y varios fosfolipidos como acido
fosfatidico y PIP2, dichas interaccion regulan funciones de esta proteina, como su actividad
ribonucleasa (Guillen-Chable et al., 2020). La relacion entre PIP, y fibrilarina se ha
observado en su colocalizacion en lineas celulares, localizandose principalmente en los

nucleolos (Hoboth et al., 2021), colocalizaciéon que a su vez es dependiente de la produccion
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de rRNA (Sobol et al., 2013). Las estructuras nucleolares donde se localiza fibrilarina esta
principalmente en el componente fibrilar denso (DFC) rodeando a PIP, (Guillen-Chable et
al., 2020), También se ha demostrado la interaccion directa entre estos en analisis in vitro,
y que la adicién de PIP; tiene influencia en la union entre el snRNA U6 y fibrilarina, donde
en un analisis de movilidad en gel, se observo que el patrén de migracion del complejo U6/
fibrilarina cambié en presencia de PIP; (Yildirim et al., 2013). También ha sido descrito que
la presencia de acido fosfatidico modula la actividad del complejo de fibrilarina (Fibrilarina,
Nop58, Nop56, 15.5K) como ribonucleasa, a su vez que la presencia de PIP, inhibe la
actividad ribonucleasa del complejo de fibrilarina, pero de manera dependiente de la

concentracion (Guillen-Chable et al., 2020).

Los IncRNA tienen importancia en multiples procesos celulares y estan involucrados como
sefalizadores o reguladores en la homeostasis y estructuras de la célula, asi como su
participacion en el desarrollo de enfermedades como el cancer. El estudio de sus
interacciones con otras biomoléculas puede ayudar a comprender una variedad de
procesos celulares mas amplio, como la interaccén con lipidos como el PIP2, que es aun un
campo poco explorado. Este fosfoinositido, es uno de lo mas abundantes dentro del ntcleo
celular y participa en procesos como la replicacién interactuando con complejos de
proteinas como fibrilarina y con RNA. El analisis de IncRNAs dentro del nucleo que
interactuen con PIP2 es un area que aun necesita ser investigada, por lo que este trabajo
se enfoca en la busqueda de posibles candidatos, en este trabajo también se pretende
hacer uso de la fibrilarina como posible parte de la formacion de complejos entre INcCRNA-
PIP, y de la colocalizacion previamente reportada con PIP.. Debido a antecedentes que
sugieren una participacion de PIP; en la regulacion de la interaccién de fibrilarina y RNA no

codificante como en el caso de U6.
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Justificacion

Los IncRNAs son importantes reguladores en diversos procesos celulares, arquitectura
celular, regulacién transcripcional y postranscripcional, organizacioén de la cromatina, entre
otros. Los estudios de las interacciones de IncRNA con otras biomoléculas han sido
principalmente con proteinas, DNA y otros RNA, pero la importancia de la interaccion con
fosfolipidos aun es un campo en exploracion. El analisis de IncRNA que interaccionan con
lipidos puede ofrecer avances en la comprension de diversos procesos celulares, asi como
mecanismos en la regulacion de una variedad de rutas metabdlicas y su influencia en

enfermedades como la arteroclerosis y en diversos tipos de cancer.

Previamente se han desarrollado herramientas en las busqueda de RNAs con
caracteristicas especificas, a su vez utilizando la seleccion por afinidad y la secuenciacion.
En estre trabajo se buscan posibles candidatos para la interaccion con PIP, en el nucleo,
lo que es un tema poco abordado a la fecha, pero que puede ser de alta importancia para
la comprension de procesos regulatorios en las células que han pasado desapercibidos por

el desconocimiento de la interaccion entre estas moléculas.
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HIPOTESIS

LncRNAs interaccionan de forma directa con fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2 )

en el nucleo de lineas celulares humanas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los IncRNAs que interactuan directamente con fosfatidilinositol 4,5
bisfosfato ( PIP2) y su localizacion en las células.

Objetivos especificos
-ldentificar los INcRNAs que interaccionan con PIP2 en humanos.

-Determinar la localizacion de IncRNA seleccionados en lineas celulares humanas

y su colocalizacion con PIP2

-Analizar la localizacidn de estos INncRNAs y su relacion con PIP2 y fibrilarina

utilizando cultivos celulares.
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Estrategia Experimental

En la figura 1.11 se muestra un diagrama de la estrategia experimental utilizada en este

trabajo:

- Desarrollo de una técnica de seleccion de RNAs con interaccion con PIP;

- Anadlisis de secuencias en las bases de datos obtenidas, para la busqueda de
IncRNA candidatos.

- Amplificacion y clonacion de secuencias en un vector pGEM.

- Anadlisis de interaccién de IncRNA con PIP-, usando la técnica de pulldown.

- Disefo de sondas especificas marcadas, para ensayos de FISH

- Analisis de colocalizacion entre PIP2 y INcCRNA en lineas celulares.

Desarrollo de una técnica de
seleccion de RNAs con
interaccion con PIP,.

Anadlisis de la base de datos y
seleccion de IncRNA candidatos.

l l

‘ Clonacién en pGEM Andlisis de pulldown con Disefio de sondas
perlas recubiertas con marcadas.
PIP,.

confirmacién Ensayo de FISH y
colocalizacién con
PIP, en lineas
celulares.

Secuenciacién para

Figura1.11 Diagrama de la estrategia experimental para la busqueda de IncRNA con interaccion con
PIP-.
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CAPITULOIII
2.1 MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares HeLa y UO2S de osteosarcoma (Yildirim et al., 2013).

Cultivo de lineas celulares de mamiferos

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma-Aldrich) enriquecido con 10% de suero fetal bovino a 37°C y 5% de CO..
Para su mantenimiento se tripsinizaron para resembrarlas en cajas de Petri y se cambiaron
de plato una vez alcanzado el 80 - 90% de confluencia. Para los ensayos de microscopia
en células que serian transfectadas, se colocaron cubreobjetos de vidrio redondos de 12
mm en el fondo de las caja petri para permitir que las células crezcan sobre ellos en una

monocapa.

Extraccion de RNA de la fraccion nuclear de células HelLa

El RNA nuclear se extrajo de un cultivo de 500 ml de células HelLa con confluencia al 70%.
Las células se centrifugaron a 300 x g a 4 °C durante 1 min para recolectar las células,
luego se lavaron tres veces con PBS a 4 °C. Después de retirar el PBS, se agregaron 3 ml
del buffer de lisis (Tris PH7 50 mM, NaCl 150 mM, MgCI2 2 mM, NP40 al 0,5%, RNAse
Block (Agilent Technologies) 1 en 100 pl) a 4 °C, se resuspendio y se centrifugdé a 1000 x g
a 4 °C. Se elimin6 el sobrenadante correspondiente a la fraccion citoplasmatica y el
sedimento se resuspendio en 3 ml de buffer de lisis y se centrifugd a 1000 x g a 4 °C durante
1 min. Se eliminé el sobrenadante, se agregaron 1.2 ml de buffer de lisis al sedimento y se
transfirieron a un tubo limpio, y se agregaron 2.4 ml de ribozol y 2,4 ml de cloroformo,
seguido de vortex y centrifugacion durante 5 minutos a 12 000 x g. Solo se tom¢ la parte
superior y se precipitd con 0.7 ml de isopropanol por 1 ml del volumen resultante y luego se
centrifugd durante 15 min a 12 000 x g a 4 °C. La eliminacién del disolvente y el sedimento
se lavaron en etanol al 80 % y finalmente se secaron al aire y se resuspendieron en agua
libre de RNAasa.

Protocolo de unién a RNA por pull-down.

Para el analisis de unién de RNA-PIP,, se realizaron ensayos de pull-down utilizando perlas

de agarosa recubiertas con lipidos y perlas de control sin ellos. Para el ensayo, se realizo
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un paso de limpieza previa, se agregaron 200 ug de RNA en 500 pl de buffer de unién (1mM
MgCI2, 150 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7, RNAse block), a 100 ul de perlas de control con
1 pl de RNAse Block (Agilent Technologies) durante 5 minutos de incubacién. Luego, se
lavaron previamente 100 ul de perlas recubiertas de lipidos con PBS RNAse Free y se
cambiaron en tubos limpios, y el RNA pre-limpiado se afiadio a las perlas limpias y se incubo
durante 30 minutos en rotacion en una camara fria; este procedimiento se realiz6 para cada
tipo de lipido y perlas de control sin lipidos. Los tubos Eppendorf se centrifugaron a 100 x
g durante 1 minuto para eliminar el RNA no unido, se lavaron tres veces con 500 de PBS
RNAse Free y se repitié el proceso de centrifugacion para evitar tomar las perlas y cambiar
los tubos durante cada lavado. Para la elusion del RNA unido, se agregaron 100 pl de PBS
RNAse Free, luego se agregaron 200 ul de Ribozol y 200 ul de cloroformo, se mezclaron y
se centrifugaron durante 10 minutos a 14000 x g. Finalmente se tom¢ la parte superior y se
precipité con 700 ul de isopropanol por cada 1 ml del volumen resultante, y la pastilla se
lavé con etanol y se almacend a -80 °C. La extraccion de RNA resultante se utilizé para el
proceso de secuenciacion. A todas las soluciones declaradas libres de RNAasa se les
anadi6 RNAse Block (Agilent Technologies) 1 pl por ml. El reactivo Ribozol™ es una
solucion de fenol monofasico que se utiliza en el protocolo de extraccion de RNA. Las perlas
utilizadas para los pull-downs son perlas de control #P-B000, perlas recubiertas de P1(4,5)P-
#P-B045a (también descritas como PIP.) de Echelon Biosciences Inc. Las perlas estan
compuestas de agarosa, las perlas de control son perlas de agarosa bloqueadas utilizadas
como control negativo, las perlas recubiertas de lipidos estan compuestas de agarosa con
10 nanomoles del lipido por 1 ml de perlas con un tamafo de 45 a 165 micrémetros de

diametro.

Preparacion de bibliotecas y secuenciacion de IncRNA.

Para la construccion de la biblioteca, se elimind el RNA ribosomico utilizando el kit NEB
Ribo-ZeroTM, se fragmenté el RNA para someter a transcripcion inversa y sintesis de
cDNA, y se prepararon bibliotecas especificas de cadena. Las muestras se secuenciaron
utilizando la plataforma Illumina Novaseq 6000 con una longitud de lectura de 150 pb de
extremo emparejado. Después del control de calidad, las lecturas se mapearon con el
software STAR (Dobin et al., 2013) contra el genoma de referencia Homo sapiens
GRCh37/hg19. Se utiliz6 el software RSEM (B. Li & Dewey, 2011) para realizar recuentos
de genes para cada muestra. Para el analisis bioinformatico, se utilizd6 el método de

normalizacion del recuento de lecturas TMM (media recortada de valores M). El analisis de
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enriquecimiento diferencial se realiz6 utilizando el paquete EdgeR R (Robinson et al., 2009).
Se utilizé log2 (FoldChange)> 1 y padj <0,005 como estandares de deteccion de genes
enriquecidos diferencialmente en las secuencias iniciales pero se ajust6 a log2
(FoldChange)> 1y padj <0,001 para realizar los analisis y graficos de Heatmap, diagramas
de Venn y diagramas de volcano de secuencias enriquecidas. La secuenciacion y el analisis

bioinformatico fueron realizados para IncRNA-seq por Novogene Company.

Seleccion de IncRNA

Las bases de datos que se obtuvieron de la secuenciacion fueron filtradas para obtener una
seleccion con los RNA no codificantes, tamafio menor a 2000 nucleotidos y aquellas que

tuvieran bibliografia previamente reportada.

Los datos sin procesar de ncRNA-Seq de las bibliotecas obtenidas se depositaron en el
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Con los codigos de accesion
BioProject: PRJNA937906. BioSamples: SAMN33421422-Hs CONTROL,
SAMN33421423-Hs_PIP2.

Obtencion de cDNA de IncRNA

La obtencién del cDNA se realizé con el Kit transcriptasa reversa (RT) Superscript 11l de

Invitrogen utilizando cebadores especificos para cada IncRNA.

Clonacion de secuencias de IncRNA

Las secuencias amplificadas correspondientes a los INcRNAs se insertaron en el vector de

clonacion pGEM®-T Easy de Promega.

Transformacion por choque térmico de células de E. coli

Para la transformacion de células de Escherichia coli (E. coli) DH5a se utilizaron células
competentes obtenidas por el método de cloruro de calcio. Para esto se utilizé una relacion
1:100 plasmido/células competentes adicionando, 200 ng del plasmido en 200 uL de células
competentes, se incubaron a 4 °C por 30 minutos y después se colocaron a 42°C por 90
segundos y se regreso a 4 °C. Se adicion6 800 uL de LB y se agit6 por 45 minutos a 37 °C
a 200 rpm y se plaquearon 200 pL en cajas con LB medio LB sélido con el antibiético de
seleccioén. Se incubo por 12 horas a 37°C y se seleccioné una la colonia de las que crecieron

y se dejé en crecimiento para extracciéon de plasmido.

25



Condiciones de amplificacion de los IncRNA seleccionados

Los primers utilizados para amplificar y clonar las secuencias correspondientes a los

IncRNA seleccionados son las siguientes:

TERC:FWTERC_5-GGGTTGCGGAGGGTGGGCCT-3’ RVTERC_5'-
GCATGTGTGAGCCGAGTCCTG-3';

HANR: FWHANR_5-CTTTCCCAAGCGGCTGCCGA-3’, RvVHANR_5'-
TGAGGAATTAACAGTCTTTATTGGGCT-3’;

EMSLR: FWEMSLR_5-ATGCAGCCGGCACGCACCTC-3’, RVEMSLR _ 5'-
CCCAGCAGATTTTGTTCACCTGAA-3

Las condiciones de amplificacion fueron las que se encuentran descritas en la tabla 1, con
las Tm correspondientes para los IncRNA HANR, TERC, EMSLR (63 °C, 65.4 °C, 65 °C,

respectivamente).

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién
98°C 30 segundos
inicial
98°C 10 segundos
28 Ciclos Tm 30 segundos
72°C 1 minutos
Extension final 72°C 10 minutos
Hold 4°C -

Tabla 1 .Condiciones para la reaccion de PCR para la amplificacion de secuencias de IncRNA.

Ensayo pull down para evaluar la interaccion de los IncRNAs con PIP;

Para determinar la union del IncRNA a PI(4,5)P2, se llevé a cabo un ensayo de pull-down.
Se utilizaron perlas de agarosa recubiertas con PI(4,5)P,, compuestas de agarosa con 10
nanomoles de PI(4,5)P2 unido por ml de perlas. Este procedimiento se realizd con perlas

sin lipidos a modo de control y con perlas recubiertas de PIP.
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Se utilizaron 20 ul de perlas de agarosa en un tubo limpio libre de nucleasas y se lavo con
agua libre de nucleasas y posteriormente con 100 pl de buffer de uniéon (1mM MgCI2, 150
mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7, RNAse block), se centrifugd y se elimind el sobrenadante, y
se agrego 100 ul de buffer de unién con 1ug de RNA, incubando durante 30 minutos en
hielo, se centrifugd y se descartd el sobrenadante, por ultimo se realizaron 3 lavados con
buffer de unién cambiando el tubo en cada lavado, este RNA recuperado se usé como

templado para el analisis de RT-PCR con cebadores especificos.

Transfeccion transitoria de lineas celulares

Las lineas celulares U20S, previamente tripsinizadas, fueron colocadas en cajas de Petri
con cubreobjetos redondos de 12 mm en el fondo y después de 24 horas se usaron para

transfeccion con un 70% de confluencia.

La composicion de la mezcla de transfeccion consistié en 1 ug de DNA plasmidico de
Fibrilarina-EGFP y 6 L de polietilenimina (PEI) en 300 pL de medio Optimem por cada caja
de 35mm. La mezcla de transfeccion se prepard en dos tubos eppendorf con 150 uL de
medio Optimem sin suero cada uno para diluir el DNA y PEI en tubos separados, se
mezclaron ambos tubos, pipeteando suavemente para mezclar y se incub6 a temperatura
ambiente (25°C) 15 minutos para permitir la formacioén de los complejos. Se adicioné la
mezcla de PEI con el vector, incubando por 3 horas y posteriormente cambiando a un medio
DMEM con suero. Los cultivos de células en transfeccion fueron incubados durante 48

horas a 37°C bajo una atmdsfera de 5% de CO..

Generacion de lineas celulares estables

En una caja de 60mm con un 80% de confluencia de células U20S de osteosarcoma se
realizo la transfeccion con 1.5 ug de DNA plasmidico de fibrilarina-pSNAPf y 9 ul de PEI.
Transcurridas 48 horas post transfeccion se les adicioné 5 ml de medio con suero y 1000
pug/ml de Geneticina G-418 de Sigma-Aldrich como agente de seleccion, se incubd por 9
dias y se evalud la cantidad de colonias positivas. Se lavo la caja de Petri con PBS, se
tripsinizaron las células y se cambiaron a otra caja con medio nuevo y con la misma désis

de antibidtico.

Deteccion de fibrilarina-SNAP con el sistema de inmunofluorescencia indirecta

El vector pSNAPf fue usado para la clonacion de fibrilarina, este es un plasmido de

expresion de mamiferos destinado a la clonacion y la expresion estable o transitoria de
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fusiones de proteinas SNAP-tag en células de mamiferos. Para la deteccion de fibrilarina
con etiqueta SNAP se uso el reactivo rojo fluorescente SNAP-Cell® TMR-Star como
sustrato. Esta deteccion se realizo en las lineas celulares U20S con transfeccion estable
de Fibrilarina-SNAP.

Ensayo FISH para localizar IncRNA

Para la localizacion del IncRNA HANR en lineas celulares se utilizé un ensayo de FISH,
disefiando una sonda marcada con biotina para la hibridacion de forma especifica. Los
cubreobjetos con las células U20S se lava 2 veces con PBS a temperatura ambiente y se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente
y permeabilizaron con triton-X100 0.5% por 5 minutos. Posteriormente se realizaron 4
lavados por 5 minutos con PBS. Se bloque6 con BSA al 5% en PBS por 30 minutos y
posteriormente 5 lavados con PBS por 5 minutos y 2 lavados por 5 minutos con solucion A
(2ml de buffer A, 7ml de agua libre de nucleasas, 1ml de formamida desionizada). Se hibrido
por toda la noche (maximo 16 horas) en oscuridad a 37 °C con la solucion de hibridacion
(50 ug/ml de la sonda de hibridacién, 2 uM MgCI2, 0.5% blocking reagent from 10% stock,
10 mM Tris-HCI pH 7.2, 1 mg/ml yeast tRNA (#15401029)). Los cubreobjetos fueron
sellados para evitar que la muestra se seque. Posteriormente se realizé un lavado de 30
minutos a 37°C en oscuridad (2 ml del buffer de lavado A, 7ml de agua libre de nucleasas,
1 ml de formamida desionizada), después un lavado con el buffer B por minutos a
temperatura ambiente, 3 lavados por 5 minutos con PBS y se procedié al protocolo de

inmunolocalizacion.

Los buffer utilizados para el ensayo son de la marca Stellaris Buffer A (SMF-WA1-60,
BiosearchTech), Stellaris Buffer B (SMF-WB1-20 BiosearchTech).

Inmunolocalizacion

Se tomaron células con un 80% de confluencia en un cubreobjetos. Las células se fijaron
con PFA al 4% en PBS 20 min y permeabilizacion con triton-X100 0.5% en PBS por 5
minutos, seguido de 3 lavados con PBS por 5 minutos a temperatura ambiente, después se
bloqued 1 hora a temperatura ambiente con BSA al 3% en PBS. Posteriormente se incubo
en anticuerpo primario contra PIP; y biotina por 1 hora, y se hicieron 3 lavados con PBS por
5 minutos, seguido de 1 hora de incubacion en anticuerpo secundario con marcado
fluorescente y 3 lavados con PBS por 5 minutos. Se realizd una incubacion con DAPI en

PBS 0.1ug/1ml, seguido de un lavado en agua y el cubreobjetos se seco al aire. Finalmente
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se monté con 3 uL de vectashield en un portaobjetos. Los canales que se usaron fueron
DAPI, PIP; y biotina (300, 647 y 488 nm, respectivamente).

Microscopia

La microscopia de campo amplio se realizé en un Leica DM6000 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania; cubos de filtro: DAPI (Ex: 360/40, Em: 470/40), TRITC (Ex: 546/12; Em:
600/40) ,) utilizando un objetivo HCX PL APO 100x/1.40-0.70 OIL, una Leica EL6000 con
una fuente de luz HXP 120W/45C Vis Hg, liquido de inmersion tipo F (Leica Microsystems),
una camara Leica DFC350 FXy el software Las X. Las células HelLa se tifieron con Pyronina
Y (100 nM) para la visualizacién de RNA y DAPI (300 nM). EI microscopio utilizado para los

ensayos de FISH fue el microscopio confocal Leica Stellaris objetivo de aumento 63x.
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CAPITULO I
2.2 Resultados

2.2.1 Diseio de una estrategia experimental para la obtencion de una base de datos

de IncRNA que potencialmente interactien con lipidos.

Se disefio una estrategia (LIPRNA-seq) para la obtencién de una base de datos de RNA
con posible interaccién con PIP,, descrito en la figura 2.1, donde se observa el flujo de este
protocolo. El enfoque de esta base de datos fueron los RNA nucleares por lo que se separo
la fraccion nuclear y citoplasmatica de un cultivo de células HeLa y haciendo una extraccion
de RNA con trizol de la fraccidon nuclear, este fue pre limpiado con perlas de sefarosa control
sin lipidos y posteriormente se hicieron ensayos de pulldown con perlas recubiertas de PIP;
y perlas control. EI RNA recuperado fue enviado a secuenciar a la empresa Novogene con
un enfoque particular en la obtencién de IncRNAs. Por ultimo, se realizé el analisis de los

resultados de la secuenciacion.

Extraccion de RNA Pre aclarado de RNA Interaccién de ARN con Lavado de RNA no
con perlas de sefarosa perias racublertas de Epidos. unido

* o, I ~ L xe

& « 30
1 AN 2 \/ 3 4 \/

Recuperacion del ARN Secuenciacion de RNA Obtencion de

unido a las perlas. librerias de RNA Analisis de datos

‘ Trizol
&, 4 | extraction I\

,Iu ,\ “‘; ‘,“ \ —
\/ lllumina Novaseq 6000

5 6 7 8

Figura 2.1 Representacion esquematica del flujo de trabajo en el protocolo LIPID-Seq.
Comenzando con la extraccion de RNA de los células HelLa (1), seguido de la limpieza previa del
RNA para eliminar el RNA inespecifico (2), el ensayo de pull-down con perlas recubiertas de lipidos
y control respectivamente (3), lavado de RNA no unido (4), recuperacion del RNA unido a las perlas
con una extraccion con trizol (5), secuenciacion de los RNA (6), la obtencién de librerias (7) y el
analisis de los daros obtenidos de la secuenciacion (8) Modificado de Bayona-Hernandez et al., 2023.
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2.2.2 Extraccion de RNA nuclear de cultivo de células HelLa

Para este estudio se utilizaron cultivos celulares de células HelLa crecidas en agitacion. Se
tomo alrededor de un litro de cultivo y la pastilla resultante fue utilizada para la extraccion
de RNA nuclear, en la figura 2.2 se muestra de forma representativa una imagen de células
HelLa antes y después de un proceso de eliminaciéon de la membrana por el uso de
detergentes. No obstante, para la obtencion de RNA se tomo la fraccion nuclear para la
extraccion y se traté con DNAsa. Este se utilizé en los experimentos posteriores, tanto para
el método LIPRNA-seq como los pulldown de cada RNA particular seleccionado. El cultivo
de células HelLa permitio obtener una cantidad de RNA en concentracién de 1000 ng/ uL.
Como se observa en la figura 2.2, después del tratamiento con DNAsa, la banda
correspondiente al DNA ya no es visible, reduciendo asi la interferencia de DNA en la

deteccion de RNAs en el proceso de secuenciacion.

M - DNAsel
Removal of Nuclear RNA
HelLa cells culture cytoplasmic RNA extraction DNAse Incubation Nuclear RNA

Figura 2.2 Extraccion de RNA nuclear de cultivo de células HelLa. Células HeLa con Pironina Y
(RNA) y DAPI (DNA). Extraccion de RNA nuclear e incubacion con DNAsa.

2.2.3 Datos obtenidos de la secuenciacion de RNA unido a lipidos

Entre los resultados obtenidos de la secuenciacion, se encontraron secuencias con una
mayor afinidad de unién a PIP2 que se contrasta con las que tienen mayor afinidad a las
perlas control. Se detectaron un total de 14,623 secuencias, entre las que 3258 muestran
con mayor afinidad a PIP2. En el grafico de dispersion de enriquecimiento KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) de la figura 2.3 se describen los procesos asociados
a los genes con mayor afinidad a PIP.. En este se muestra una representacion de la
cantidad de genes asociados a procesos bioldgicos, listados en el eje Y, en relacién al

tamano y color de cada punto. El tamafio representa el numero de secuencias relacionadas,
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como se muestra en la escala de la derecha y dependiendo de la escala de colores desde
rojo como mas significativo hasta morado, donde se representa el valor ajustado de p. Como
se puede apreciar en la figura 2.3, la funcién mas prominente asociada a estos RNA es a
las vias en cancer. Entre otros procesos con alto nimero de RNA asociados, se encuentran

las relacionadas al transporte de RNA, biogénesis ribosomal en eucariontes y spliceosoma.

PIP2 vs Control

Ubiquitin mediated proteolysis 4
Spliceosome (@}
Small cell lung cancer
RNA transport 4 @]
RNA degradation o

Ribosome biogenesis in eukaryotes o] padj

. 1.00

Protein processing in endoplasmic reticulum 4 075

Pathways in cancer 4 O
0.50
Nucleotide excision repair 4
0.25

NOD-like receptor signaling pathway 4 -
0.00

mRNA surveillance pathway 4

. - ®
Mismatch repair Count

® 20

Dorso-ventral axis formation 4 . 40

Endocytosis 4

Basal transcription factors 4 . 60

Amoebiasis

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism -
Aminoacyl-tRNA biosynthesis

Alanine, aspartate and glutamate metabolism

Adherens junction 4

0.02 0.04 0.06 0.08
GeneRatio

Figura 2.3 Scatter plot de analisis KEGG de los RNA con mayor afinidad a PIP2z en relacion al
control. Se muestran diferentes procesos bioldgicos y una representacion de el nimero de los RNA
diferencialmente afines a PIP2 con puntos de diferentes tamarfios, asi como una escala de color

representando el padj de este grupo de secuencias.

2.2.4 Seleccion de secuencias de RNA con unién a PIP;

La obtencion de las bases de datos de RNA-seq fue resultado del método LIPRNAseq
permitid realizar un andlisis de las secuencias significativamente mas afines PIP, en
comparacion con las control sin lipidos. En el Heatmap mostrado en la figura 2.4a muestran
secciones en rojo que representan los genes mas afines a PIP2 en la ultima columna.

También se muestra un mapa de volcano en la figura 2.4b donde se analizan un total de
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3258 secuencias y de las cuales 2448 secuencias tienen una mayor afinidad por PIP. de

forma diferencial.

a) Human Heatmap b)

0g10(pad))

W0g2F oldChange

Differentially bound genes (DBG) (3258)
@ High PIP2 affinity : 2448
® Low PIP2 affinity : 810

® Non-Significant: 11365
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o
=
>
=

TOMLNOD

Figura 2.4 Diagramas de analisis de las bases de datos de RNAseq. a) Heatmap de secuencias
resultantes de la secuenciacion, el color rojo representando los mas afines y en azul los menos

afines, b) Mapa de volcano de las secuencias diferencialmente afines a PIP-.

De un total de 14,623 secuencias, 3987 mostraron mayor afinidad con PIP2, de la base de
datos obtenida se filtraron unicamente los RNA no codificantes, dando como resultado 311
secuencias. Como criterios adicionales de seleccion se tomaron en cuenta la presencia de
regiones C/D y H/ACA que se encuentran presentes en RNAs no codificantes que se
localizan en el nucleo como los snoRNAs y ScaRNAs (Massenet et al., 2017). También se
buscaron regiones de union a lipidos previamente reportados en el IncRNA LINK-A que
posee una horquilla con una regién de unién a PIP3 (AGACUC) y sus mutantes (A. Lin et
al., 2017b). La secuencias seleccionadas fueron: ENSG00000270141 (TERC) de 541
bases, y con una interaccion 19 veces mayor afinidad a PIP> en relacion al control,
ENSG00000234498 (RPL13AP20), también conocida como HANR, de 660 bases y 24.6
veces mas afin a PIP, y ENSG00000232445 (RP11-132A1.4), también conocida como
EMSLR, de 705 bases con 75 veces mas afin a PIP. en relacion al control (perlas sin
lipidos). En la figura 2.5 se muestra una grafica con las secuencias no codificantes y se

encuentran marcadas las 3 secuencias seleccionadas.
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Figura 2. 5 Grafico de la afinidad de interaccion entre los RNA no codificante y PIP-.

Se realiz6 un analisis de las secuencias de RNA candidatos en los que ayudados por un
analisis en clustal (Madeira et al., 2022), se realiz6 un alineamiento entre estas secuencias
y la seccion de la secuencia de LINK-A con union a PIP3 que también mostré ser
responsable de la union a PIP,, pero de forma mas tenue (figura 2.6). Para este analisis se
considero la existencia de regiones que alinearan para estimar posibles interacciones con
PIP». De acuerdo a los resultados obtenidos de este alineamiento, con la region de union a
PIPs del IncRNA LINK-A que se us6 de referencia, las regiones de posible interaccién con
lipidos para estos IncRNA son; HANR 429-459 (figura 2.6 a), TERC 36-58 (figura 2.6 b) y
EMSLR 583-605 (figura 2.6 c). Si bien las regiones de alineamiento no son idénticas, se

espera que se tenga algun grado de interaccién con lipidos.
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Figura 2. 6 Alineamiento de secuencias de IncRNA con el fragmento de LINK-A, responsable
de la interaccion con PIP3. Se muestran los 3 IncRNA a) HANR , b) TERC y c) EMSLR.

2.2.5 Clonacion de IncRNA en vector pGEM T-easy

La amplificacion de las secuencias fue a partir de RNA nuclear, los cebadores se
encuentran especificados en materiales y métodos. La secuencia de EMSLR se reporta en
1098 bases y comparte el mismo ID del gen con RP11-132A1.4, se tomé la secuencia
parcial obtenida de la secuenciacion de 705 bases para el disefio de cebadores y la
clonacion en el vector. La secuencia de TERC clonada fue de 451 bases, coincidiendo con
la secuencia reportada como componente de RNA de la telomerasa. La secuencia de HANR
de 660 bases es conocida también como RPL13AP20. En la figura 2.7 se muestran las
secuencias clonadas en el vector PGEM T-easy digerido con EcoRlI, para liberar el inserto.
También se observa la clonacion de un aptdmero de RNA en el vector pcDNA 3.1 (+) de
254 pb.
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Figura 2.7 Analisis electroforético de los productos de clonacion de los IncRNA
seleccionados. Clonacién en el vector PGEM T easy de EMSLR, HANR y TERC y la clonacién de
un aptamero de RNA en el vector pcDNA 3.1 (+).

2.2.6 Analisis de interaccion de IncRNA con PIP;

Se realizaron analisis de pulldown utilizando RNA nuclear y perlas recubiertas de PIP; y
control. El RNA unido después del ensayo se uso para RT-PCR con cebadores especificos
para cada secuencia. Para los INcRNA TERC y EMSLR no fue posible obtener un resultado
determinante, a diferencia de HANR, donde si se observaron bandas de diferente intensidad
entre PIP2 y control. EI IncRNA HANR fue el que mostr6 resultados mas concluyentes
respecto a la union con las perlas recubiertas de PIP; (figura 2.8). Se observa que las
bandas mas intensas corresponden a las de PIP. y el tamafio corresponde a los 660pb,
esperados de HANR.
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Figura 2.8 Resultados de ensayo de pulldown de RNA. Pulldown con perlas control sin lipidos y

perlas recubiertas de PIP2 y RT-PCR con cebadores especificos para el IncRNA HANR

2.2.7 Analisis de FISH para la localizacion de HANR y PIP; en lineas celulares

Para el disefio de la sonda necesaria para la hibridaciéon por FISH, se analizé la secuencia
de HANR de 660 bases con el fin de seleccionar una regién especifica de este IncCRNA.
Tomando fragmentos de la secuencia, y realizando analisis de BLAST, se encontrd un
fragmento especifico para HANR. La secuencia seleccionada se encuentra remarcada en
amarillo en la figura 2.9 y a partir de esta se disefio una sonda o cebador complementario
para reconocer esta seccion particular. También se observa en la parte inferior de la figura
2.9 los resultados del analisis de BLAST, en los que solamente la secuencia deseada fue
reconocida. De este modo, se obtuvo un fragmento de 39 bases y se disefid su secuencia
complementaria (5° CTCCACGTTCTTCTCGGCCTGTTTCCATAGCCTCATGAA 3’), con
una marca de biotina en el extremo 5. Para que este cebador marcado se hibride a esta

secuencia especifica para HANR.
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Homo sapiens ribosomal protein L13a pseudogene 20 (RPL13AP 20), non-coding RNA HANR

CTTTCCCAAGCGGCTGCCGAAGATGGCGGAGGTACAGGTCCTGGTGCTTGATGGTCGAGGCCATCTCCTGGGCCACCTGGCGGCCATCGTGGCTAAACAGGTACTGCTGGGCCGGAAGGTG
GTGGTTGTATGCTGTGAAGGCATCAACATTTCTGGCAATTTCTACAGAAACAAGTTGAAGTACCTGGCTTTCCTCCGCAAGCGGATGAACAGCAACCCTTCCCGAGGCCCCTACCCCCTCCAG
GCCCCCAGCCGCATCTTCTGGCAGACCATGCGAGGTATGCCGCCCCACAAGACCAAGCCAGGCCAGGCCGCTCTGGACTGCCTCAAGGTGTTTGACGGCATCCCACCGCCCTACGACAAGAA
AAAGCGGATGGTGGTTCCTGCTGCCCTCAAGGTTGTGCGTCTGAAGCCTGCAAGAAAGTTTGCCTATCTGGGGCGCCTGGCTCACGAGGTTGGCTGGAAGTACCAGGCAGTGACAGCCACC
CTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGAAAGCCAAGATCCACTACCGGAAGAAGAAACAG TTCATGAGGCTATGGAAACAGGCCGAGAAGAACGTGGAG AAGAAAATTGACAAATACACAGAAG
TCCTCAAGACCCACGGACTCCTGGTCTGAGCCCAATAAAGACTGTTAATTCCTCA

-ProbeHANRDbiotin
CTCCACGTTCTTCTCGGCCTGTTTCCATAGCCTCATGAA

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show | 100V | @
select all 2 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
D s tific N Max Total Query E Per. Acc
escription iclentific Name e
e T Score Score Cover value Ident Len Accession
= -
Homo saplens nbosomal protein L13a pseudogene 20 (RPL13AP20), non-coding RNA Homo saplens 731 731 100% 1e-11 100.00% 660 NR 0039322

Homo sapiens 12 BAC RPCI111-392P7 (Roswell Park Cancer Institute Human BAC Library) complete sequence Homo sapiens 731 731 100% 1e-11 100.00% 161577 ACO07688.1¢

Figura 2.9 Analisis de la secuencia de HANR para la busqueda de un fragmento especifico

para el disefio de una sonda de hibridaciéon. Se muestra la secuencia correspondiente a HANR y

el analisis BLAST realizado a la region seleccionada, resaltada en amarillo, para el disefio de la

sonda.

Para los andlisis de hibridacién por FISH se utilizaron células U20S con un 80% de
confluencia y anticuerpos contra PIP. y biotina. Adicionalmente, se tifieron los nucleos con
DAPI. Ademas del analisis por microscopia de las células en los diferentes canales, se
realizé un analisis de intensidad de sefal en las regiones correspondientes a biotina y se
comparo con la sefial correspondiente a PIP.. En la figura 2.10 se muestran tres células
distintas en las que se observa que el patron de los picos de intensidad de sefial en HANR
corresponden con un pico en la intensidad de la sefal en el canal de PIP.. La regién
analizada es la sefialada en el recuadro amarillo de la figura 2.10 a, b y ¢, que se observa

aumentada junto a la grafica del analisis de intensidad de cada célula.

En la figura 2.10 a se analiza la regiéon de mayor intensidad en el canal correspondiente a
HANR. Para el analisis de intensidad de senal se trazé un segmento un poco mayor a 4

micrones. En este se observa el pico de mayor intensidad del canal correspondiente a PIP>

y HANR es cercano a la marca de los 2 micrones, mostrando un patron de intensidad

similar. En la figura 2.10 b en el que el segmento de analisis es también poco mayor a los
4 micrones, el pico de intensidad se localiza entre los 2 y 3 micrones y mostrando una
especie de meseta que se conserva en ambos canales. Por ultimo el la figura 2.10 ¢ con un
segmento de andlisis de poco menos de 4 micrones, se observa que la sefial esta en 4

puntos a lo largo del segmento de analisis, con el punto mas alto en la marca de los 2
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micrones para ambos canales. La consistencia de comportamiento en la intensidad de sefal

para HANR y PIP, sugiere que existen regiones de colocalizacién en ambas moléculas.
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Figura 2.10 Analisis del ensayo de FISH para la localizacion de HANR y la colocalizacion con
PIP2 en células U20S. Las figuras a, b y ¢ muestran diferentes células con un analisis de intensidad
de sefial en la regién de mas intesidad del canal medio que corresponde a HANR, localizado con
anticuerpos contra biotina. Los canales corresponden a la sefial de DAPI, HANR y PIPz y una seccién
aumentada de la regién de interés, junto con un analisis de intensidad de sefial en la seccion inferior

de cada panel.

2.2.8 Analisis de colocalizacién de PIP; y fibrilarina.

Se tomo a fibrilarina como punto de referencia para la localizacion de estructuras nucleares,
debido a que se localiza de forma consistente en el nucléolo y cuerpos cajales. PIP2 se
localiza dentro de los nucléolos, rodeado de fibrilarina y también se ha reportado la

interaccion entre ambas moléculas (Guillen-Chable et al., 2020; Yildirim et al., 2013).

Se realizaron ensayos de transfeccion con fibrilarina-GFP y de fibrilarina-SNAP para
comprar ambas etiquetas en un trabajo previo (Bayona Hernandez, A., 2019). En las
imagenes se observan diferencias en la cantidad de sefial, pero la localizaciéon coincide en
los nucléolos (figura 2.11 a). Se realizé6 una medicion de la intensidad de sefal trazando
una linea a través de estructuras subnucleolares y los resultados mostraron que el
comportamiento de fibrilarina con cualquiera de las dos etiquetas fué el mismo (figura 2. 11
b).
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La comparacion entre Fib-GFP y Fib-SNAP se realizé para mostrar que la localizacion de
la proteina es la misma en ambos sistemas, por lo que el uso de SNAP como etiqueta
permite obtener un método de visualizacion en la célula adaptable al uso de marcadores de
otras moléculas con etiquetas en diferentes longitudes de onda y cambiar el sustrato en

funcién de las necesidades del estudio.

FibWT-SNAP FibWT-GFP MERGE

Fib-SNAP Fib-GFP

Fib-SNAP Fib-GFP
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Figura 2.11 Fibrilarina WT con etiqueta de SNAP y etiqueta de GFP. a) Imagen de super
resolucion y b) andlisis de intensidad de pixel en la que se muestra Fib silvestre-GFP (verde) y Fib
silvestre-SNAP (rojo).

Para la localizacion de PIP; se usé un anticuerpo secundario que se percibe a 555nm. Por
ello, el compuesto que se le seleccionado para la deteccion de FIB-SNAP cambio a uno
detectable a 488nm (Oregon Green) (figura 2.12) en comparacién con la figura 2.11 en la

que Fib-SNAP tenia un compuesto que lo hacia detectable a los 555nm (TMR-Star).
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En el analisis, se observa que PIP, se comporta de forma esperada en el nicleo, como es
reportado en la bibliografia (Hoboth et al., 2021), formando agregados, algunas de estas en
estructuras dentro de los nucléolos (figura 2.12 a, flechas naranja) y unas de mayor tamafio
,como motas nucleares (figura 2.12 a, flechas azules). La columna merge de la figura 2.12,
muestra un acoplamiento, en el que se observa con mayor claridad la distribucién PIP2 en
relacion a fibrilarina. En el panel inferior se muestra un analisis de intensidad de sefial en el
que se mide un segmento que atraviesa un nucléolo y donde el punto maximo de intensidad

de la sefial de fibrilarina y la de PIP2 se encuentran una junto a la otra (figura 2. 12 b).

FibWT-SNAP PIP2 MERGE
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Figura 2. 12 Analisis de localizacion de fibrilarina y PIP2. Fibrilarina silvestre (rojo) y PIP2 (gris)
en células de mamiferos con acercamientos y analisis de intensidad de sefal fibrilarina silvestre

(rojo) y PIP2 (negro).
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DISCUSION

Las interacciones RNA-lipido han mostrado tener un papel regulatorio importante en
diversos procesos celulares y enfermedades que hasta ahora habia pasado desapercibido.
Este trabajo se enfoco en la busqueda de INcRNAs que interactien con lipidos en el nucleo,
(figura 2.2), diferentes de los ubicados en la membrana plasmatica que, hasta ahora son
los mas reportados. Por ejemplo, PMART72 y su interaccion con lipidos de la membrana
plasmatica (Wu et al., 2021). Otro ejemplo es SNHG9 que promueve la separacion de fases
y acumulacion de la proteina LAST1, con la que interactua en el citoplasma (R. H. Li et al.,
2021), o LIPTER que interactia con el exterior de los adiposomas para su correcto

transporte hacia diferentes sitios, como la mitocondria (L. Han et al., 2023).

Para la busqueda de RNAs con interacciones con lipidos, se han desarrollado diversas
técnicas en las que se utilizan mecanismos de seleccion por afinidad, tales como el sistema
SELEX usado en la busqueda de un aptamero con union a PI3P (Donia et al., 2019) y
APEX-seq que realiza un analisis de RNA asociados a membrana (Wu et al., 2021). En este
trabajo se desarrollo el sistema LIPRNAseq (Bayona-Hernandez et al., 2023), que similar a
las técnicas anteriormente mecionadas, se basa en la busqueda de secuencias por afinidad,
buscando RNAs que se unan o tengan afinidad a perlas de sefarosa recubiertas de lipidos
(PIP2) y su posterior secuenciacion. Los resultados de este método fueron prometedores
en cuanto a la cantidad de secuencias obtenidas de forma diferencial en las que se logran
apreciar una gran cantidad con afinidad a PIP-, en relacion con el control (perlas de sefarosa
sin lipidos), visto en los diagramas de volcan y heatmap de la figura 2.4, siendo el resultado

mas notorio de que existen poblaciones con afinidad diferencial a PIPx.

Existen diversos articulos donde se describen interacciones entre lipidos y IncCRNA, asi
como las funciones biologicas que tienen. Donde muestran que la interaccion tiene
influencia en la formacion de complejos con proteinas, que tienen efectos en el control de
vias de regulacion, promoviendo la proliferacion de cancer, o en la resistencia a farmacos
como los inhibidores de AKT (A. Lin et al., 2017). También pueden formar parte de la
regulacion y correcto funcionamiento de procesos celulares, como es el caso de LIPTER
que es requerido para el correcto transporte de gotas lipidicas gracias a su interaccion con
PA y PI4P y con proteinas transportadoras, evitando enfermedades como cardiomiopatias
(L. Han et al., 2023). En la figura 2.3 se muestran anadlisis de KEEG de los RNA con afinidad
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a PIP,, donde gran parte de esta poblacion de RNAs esta asociada a procesos relacionados

al metabolismo de cancer.

En este trabajo se encontré que el IncRNA HANR posee una probable interaccion con PIPs,
esto se observa en la figura 2.8 con el analisis de pulldown, en el que las bandas
correspondientes a la interaccion con PIP. son mas intensas que en las control, y en la
figura 2.10, con un analisis de localizacién por FISH en lineas celulares U20S donde se
observa que la sefial de HANR en el nucleo colocaliza en ciertos puntos o regiones con la
sefal de PIP2. Se realizé un analisis de estas imagenes en las regiones de colocalizacion,
donde se observd que los picos de intensidad de sefial coinciden. Si bien su funcién
especifica es aun desconocida no por ello es menos importante para su analisis futuro. Ya
se han descrito INcRNAs que interactuan con lipidos como PIP3 (A. Lin et al., 2017), PA (R.
H. Lietal., 2021), PI4P (L. Han et al., 2023), entre otros, con funciones biolégicas descritas,

pero la interaccion con PIP, en el nucleo aun es un campo por explorar.

Se ha reportado que, adicional a la interaccion lipido-RNA, también se observa la formacion
de complejos con proteinas, como la proteina AKT que forma un complejo con LINK-A-PIP3
(A.Linetal.,, 2017), La localizacién de la interaccion de HANR y PIP2 observada en la figura
2.10, puede dar una idea de las posibles proteinas con las que puede estar interactuando,

una de las cuales es fibrilarina.

Fibrilarina en una proteina en los nucleolos y cuerpos cajales, como puede verse en la figura
2.11 donde se observa a fibrilarina con una etiqueta de GFP y otra de SNAP, esta proteina
esta relacionada con PIP,, pues estan involucradas en procesos como la transcripcion, y
adicionalmente se ha reportado que fibrilarina puede interactuar de manera directa a PIP;
(Yildirim et al., 2013). Ademas de su localizacién en las motas nucleares y NLI, se le
encuentra en estructuras como los nucléolos (Hoboth et al., 2021), rodeado por fibrilarina
(Guillen-Chable et al., 2020), como se aprecia en la figura 2.12. Si bien no se cuenta con
una imagen evaluando directamente la colocalizacion de fibrilarina, HANR y PIP2, se puede
observar que en los analisis de FISH (figura 2.10) la interaccion de PIP. y RNA se da en
regiones nucleares similares a los sitios donde fibrilarina y PIP2 interactuan (figura 2.12), lo
que sugiere la posibilidad de interaccion o formacion de complejos entre estas moléculas
en el nucleo. Para corroborar dicha interaccion, se requeririan analisis adicionales

proporcionado la base para estudios mas detallados en este campo.
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Abstract

Background: Current biological research extensively describes the interactions of molecules
such as RNA with other nucleic acids or proteins. However, the relatively recent discovery
of nuclear phospholipids playing biologically relevant processes outside membranes as well
as RNA-lipid interactions shows the need for new methods to explore the identity of these
RNAs.

Methods and Results: In this study, we describe the method for LIPID-RNA isolation followed
by sequencing and analysis of the RNA that has the ability to interact with the selected lipids.
Here we utilized specific phospholipid coated beads for selective RNA binding. We tested
RNA from organisms belonging to different realms (human, plant, and yeast), and tested

their ability to bind a specific lipid.

Conclusions: The results show several RNAs differentially enriched in the pull-down of
phosphatidyl Inositol 4,5 bisphosphate coated beads. This method is helpful to screen lipid-
binding RNA, which may have relevant biological functions. The method can be used for
different lipids and comparison of different pull-downs can narrow the selection of RNA to

be selected for further studies.

Keywords: RNA sequence, Lipid-RNA, Phase separation, Phosphoinositide
Abbreviations:

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate

P14P: Phosphatidylinositol 4 phosphate

PA: Phosphatidic acid

PIP3: Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate

IncRNA: Long non-coding RNA
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Introduction

During the last few years, the importance of lipids outside membranes and inside nuclear
processes has come to light as new techniques are available. Several processes where
proteins and lipids interact in defined regions for a particular function are coming forward.
Examples of this include phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) involved with the
transcription machinery of Pol | and Pol Il (Hoboth et al., 2021; Sobol et al., 2018; Yildirim et al.,
2013) or RNA processing, where liquid-liquid phase separation has gained acceptance as
part of the mechanism for molecules or factors to form complexes (Q. Guo et al., 2021b; Y.
E. Guo et al., 2019; Hoboth et al., 2021). In addition, the discovery of more protein-lipid
binding motifs, as well as new ways to use these domains to define the locations of the lipids
in the cells, has gained momentum (Castano et al., 2019; Kalasova et al., 2016). The early
pictures of some lipids show a dynamic network of proteins and lipids in the nucleus (Sobol
et al.,, 2013, 2018), particularly proteins involving RNA synthesis, processing, and
translation. However, recently the first description of direct interaction between RNA and
lipids was discovered with the INcCRNA LINK-A (long non-coding intergenic RNA for kinase
activation) interacting directly with AKT and phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3)
(A.Lin etal., 2017b). From tissues of patients with triple-negative breast cancer (TNBC) and
normal tissue were isolated total RNA and RNA from the lipid fractions, using a INcRNA
array. Nine show lipid enrichment, LINC01139 with the highest enrichment. Using lipid-
coated beads followed by quantitative PCR and techniques such as fat blot analysis using
lipids attached to membranes validated the interaction. This technique made it possible to
determine the RNA LINC01139 binds to the lipid in the membrane (later renamed LINK-A).
LINK-A showed the greatest interaction with lipids, mainly with PIP3, phosphatidylcholine
(PC), and phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) (A. Lin et al., 2017b). Recent reports
have identified more IncRNAs that interact with lipids, such as the SNHG9 IncRNA, which
interacts with phosphatidic acid (PA) and the LAST1 protein. This interaction promotes a
regulatory mechanism in promoting tumors and the proliferation of breast cancer (R. H. Li
et al., 2021). Another example of interaction between RNA and lipids is an RNA aptamer
that interacts with phosphatidylinositol 3-phosphate (PI(3)P). To generate this aptamer, a
SELEX (Systematic evolution of ligands by exponential enrichment) selection method with
a 40-nucleotide sequence from LINK-A to create the aptamer that specifically binds to PI(3)P
(Donia et al., 2019).
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Several studies have used sequencing to elucidate the expression or enrichment of IncRNA
by comparing their expression on differential conditions in healthy and tumor tissue and the
search for prognosis-related RNA (Yamada et al., 2018; Zhou et al., 2016) as well as search
for differentially expressed IncRNA in Schizophrenia (Ni et al., 2021), or the differential
expression of RNA in stressful conditions (Ji et al., 2020), cold acclimation in fish (Jiang et
al., 2018) drought (S. Li et al., 2017) and other conditions show a reliable and widely used
strategy.

Several studies use the affinity to specific molecules to sort RNAs of interest before the RNA
sequencing process. This interaction is the core of the strategy of several methods as using
a protein-binding matrix for the RNA, to characterize RNAs that bind specific proteins
(Lambert et al., 2014). The search of RNAs that interact with specific genome regions, in
this case with telomeres using enChlP-RNA-Seq, which uses a combination of an
engineered DNA-binding molecule-mediated chromatin immunoprecipitation (enChlP) and
RNA sequencing (Fujita et al., 2015).

Different from other RNA interactions as with proteins, other RNAs, or DNA, little is known
about the interaction with lipids and even less about established methods to analyze those
interactions. In this work, we describe lipid-interacting RNA sequencing (LIRNAseq), a

technique that enables the analysis of RNA with the potential ability to interact with lipids.

Materials and methods
Nuclear RNA extraction from mammal cell culture.

Nuclear RNA was extracted from 500 ml of 70% confluence HelLa cell culture. The cells
were centrifuged at 300 x g at 4 °C for 1 min to collect the cells, then washed three times
with PBS at 4 °C. After removing the PBS, 3 ml of the lysis buffer (50 mM Tris PH7, 150
mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.5% NP40, RNAse Block (Agilent Technologies) 1 in 100 ul) was
added at 4 °C, resuspended, and centrifuged at 1000 x g at 4 °C. The supernatant
corresponding to the cytoplasmic fraction was removed, and the pellet was resuspended in
3 ml of lysis buffer and centrifuged at 1000 x g at 4 °C for 1 min. The supernatant was
removed, 1.2 ml of lysis buffer was added to the pellet and transferred to a clean tube, and
2.4 ml of ribozol and 2.4 ml of chloroform were added followed by vortex and centrifugation
for 5 min at 12 000 x g. Only the upper part was taken and precipitated with 0.7 ml of

isopropanol per 1 ml of the resulting volume and then centrifuged for 15 min at 12 000 x g
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at 4 °C. Removal of the solvent and the pellet were washed in 80% ethanol and finally air-

dried and resuspended in RNAse-free water pH 7.0.
Extraction of total RNA from Saccharomyces cerevisiae

RNA extraction used 50 ml of yeast cell culture; the cell pellet after centrifugation disrupted
with 0.1 mm glass beads. Once the cell extract was ready, RNA was obtained with the
PureLink™ RNA Mini Kit (No. 12183020) Invitrogen. According to the manufacturer’s
instructions, with the addition of Dnase | (Rnase-free) New England BioLabs (No. M0303S).

Extraction of total RNA from Stenocereus queretaroensis.

RNA extraction was performed with PureLink™ RNA Mini Kit (No. 12183020) Invitrogen.
100 ml of cell culture of Stenocereus queretaroensis (Weber) Buxbaum cell line sqR1 were
filtered and then pulverized using liquid nitrogen and a mortar; The RNA extracted was
evaluated using a Nanodrop and treated with Dnase | (Rnase-free) New England BioLabs
(No. M0303S).

RNA Binding protocol.

For the RNA-PIP; binding analysis, pull-down assays were performed using agarose beads
coated with lipids and control beads without them. The beads used for pull-downs described
in this study are Control beads #P-B000, PI1(4,5)P. coated beads #P-B045a (also described
as PIP,), PI(4)P coated beads #P-B004a and Phosphatidic acid (PA) coated beads #P-
BOPA from Echelon Biosciences Inc. The beads are composed of agarose, control beads
are blocked agarose beads used as a negative control, the lipid-coated beads are composed
of agarose with 10 nanomoles of bound lipid per 1 mL of beads and the size are in a range
from 45 to 165 micrometers in diameter. For the assay we made a pre-clearing step, 200
ug of RNA was added to 100 pl control beads with 1ul of RNAse Block (Agilent
Technologies) for 5 min of incubation. Then 100 pl of lipid-coated beads were prewashed
with PBS RNAse Free and changed in clean tubes, and the precleared RNA was added to
the clean beads and incubated for 30 min in cold room rotation, this procedure was made
for each type of lipid-coated beads and control beads without lipids. The Eppendorf tubes
were spined at 1000 g for 1 minute to remove the unbound RNA, washed three times with
500 ul PBS RNAse Free, and repeated the centrifugation process to avoid taking the beads
and changing tubes during each wash. For the bound RNA extraction, add 100 yl PBS
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RNAse Free, then 200 pl of Ribozol and 200 ul of chloroform were added, mixed, and
centrifuged for 10 min at 14000 x g. Finally, the upper part was taken and precipitated with
700 ul of isopropanol per 1 ml of the resulting volume, and the pellet was washed with
ethanol and stored at -80 °C. The resulting RNA extraction was used for the sequencing
process. All the solutions stated as RNAse free were added with RNAse Block (Agilent
Technologies) 1ul per ml. Ribozol™ Reagent is a single-phase phenol solution used in the

RNA extraction protocol.
Library preparation and sequencing of IncRNA

For the library construction, the ribosomal RNA was depleted using the NEB Ribo-
ZeroTM kit, the RNA was fragmented and undergo reverse transcription into cDNA, and
Strand-specific libraries were prepared. The samples were sequenced using the platform
lllumina Novaseq 6000 with a paired-end 150 bp read length. After quality control the reads
were mapped with STAR software for humans (Dobin et al., 2013) and HISAT2 (Kim et al.,
2015) for Yeast and for Stenocereus queretaroensis against the corresponding reference
genomes (Homo sapiens GRCh37/hg19 reference genome; Saccharomyces cerevisiae
S288c (GCA_000146045.2); and for Stenocereus queretaroensis our de novo transcriptome
assembly used as reference). RSEM software (B. Li & Dewey, 2011) was used to perform
gene counts for each sample. For the bioinformatic analysis, the TMM (Trimmed Mean of
M-values) read count normalization method was used. The differential enrichment analysis
was performed using the EdgeR R package (Robinson et al., 2009). We used
log2(FoldChange) > 1 & padj < 0.001 as a differentially enriched gene screening standard.
The sequencing and bioinformatic analysis were made for IncRNA-seq by Novogene

Company.
Data Availability

The ncRNA-Seq raw data of all libraries were deposited in the National Center of
Biotechnology Information (NCBI). For Stenocereus queretaroensis the BioProject
accession: PRINA937651. The accession numbers for BioSamples are SAMN33414163-
Sqcontrol, SAMN33414165-SQPIP2, SAMN33414164-SQPA, SAMN33414166-SQTotal.
For Saccharomyces cerevisiae the BioProject accession: PRINA937750. The accession
numbers for BioSamples are SAMN33417987-Sc total, SAMN33417988-Sc_control,
SAMN33417989-Sc_PIP2. For human the BioProject accession: PRJNA937906. The
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accession numbers for BioSamples are SAMN33421421-Hs_INPUT, SAMN33421422-
Hs_CONTROL, SAMN33421423-Hs_PIP2, SAMN33421424-Hs_P4.

Microscopy

Wide-field microscopy was performed on a Leica DM6000 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany; filter cubes: DAPI (Ex: 360/40, Em: 470/40), TRITC (Ex: 546/12; Em: 600/40),)
using an HCX PL APO 100x/1.40-0.70 OIL objective, a Leica EL6000 with an HXP
120W/45C Vis Hg light source, Type F immersion liquid (Leica Microsystems), a Leica
DFC350 FX camera, and Las X software. HeLa Cells, Pitaya cells and Yeast were stain with
Pyroning Y (100 nM) and DAPI (300 nM).

Results

Sample preparation for sequencing

In this study, RNA-lipid interaction sequencing was performed for human cells (HelLa cells),
Yeast (Saccharomyces cerevisiae), and plant suspension cells of Pitaya (Stenocereus
queretaroensis) as seen in Fig. 1. We use PIP>-coated beads as a matrix for RNA binding
as PIP. is known to be localize in the nucleus (Kalasova et al., 2016), and as seen in Fig.
S1. The general schematic workflow is shown in Fig. 1. After sequencing the RNA-lipid
interacting molecules from different samples, bound mRNA and IncRNA were obtained.
Thus, the RNA sequences were analyzed and compared among treatments to determine

potentially interact with PIP-.

52
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Figura 3. 1 Schematic representation of workflow in LIPID-Seq protocol used. Starting with RNA
extraction from the different sourced organisms contemplates in this study (1), followed by the pre-
clearing of the RNA to get rid of the unspecific RNA (2). The pull-down assay with sepharose beads
as control and lipid-coated beads respectively (3), the washing of any not bounded RNA and
repeating this step two times (4), and finally the recovery of the lipid-bounded RNA using trizol
extraction (5). These samples were sent to Novogene Co for IncRNA sequencing processing (6) and
for the obtention of the RNA library (7) and data obtention used for further analysis (8).

The RNA extraction process was adequate for each type of organism used, the amounts
obtained were for human: 200 ng/ul: 260/280 2.0 OD 260/230 2.2 RIN 8.9, for yeast: 187
ng/ul: OD 260/280 1.92 OD 260/230 2.77 RIN 9.1 and for pitaya: 173.9 ng/ul 260/280: 2.10
260/230: 2.01 RIN 8.40. The RNA extraction process in HelLa cells focuses only on nuclear
RNA aiming to find RNA molecules that interact with lipids in the nucleus, shown in Fig.
S2(a) after Cytoplasmic RNA removal. For Yeast, as well as for Pitaya we used total RNA
extraction seen in Fig. S2(b) and S2c respectively. The images of the cells used for this
study were stained with DAPI for DNA shown in blue and showing RNA in red stained with
Pyronin Y (Fig. S2).

Analysis of differentially bound genes

From the data obtained, we wanted to check if the pull-down of RNA with different lipids
shows different populations or if the binding was due to hydrophobicity. The criterion to

define significant differentially bound genes (DBG) was a padj < 0.001 and log2(Fold
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Change)> 1 for the analysis of the three sources of RNA. To have an overview of DBG per
condition, we show volcano plots for each cell type (Fig. 2). For HelLa cells, the analysis
shown corresponds to the most enriched genes for the PIP, conditions vs. control in which
the gray dots denote sequences that are not differentially significant, the blue dots
sequences that have low affinity to bound PIP, compared to the agarose control beads, and
the red dots indicate sequences that have the highest affinity to bound with PIP2 coated
beads compared to the control beads without lipids. Fig. 2(a) shows a total of 2448 PIP,
improved bound RNAs for human nuclear RNA over the 810 non-specific bound sequences.
Fig. 2(b) for total plant RNA has a higher yield of 10622 sequences over the non-specific
bound of 2725. The higher numbers are probably due to the use of total RNA in pitaya versus
only nuclear RNA from human cells. However, the type of organism can also reflect huge
differences, as in Yeast RNA, which only showed 39 sequences with higher binding to PIP>
Fig. 2(c).

a) Homo Sapiens b) Stenocereus queretaroensis c) Saccharomyces cerevisiae
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Figura 3.2 The volcano plots show the differentially enriched genes between the Control
sepharose beads and the PIPz-coated ones. The red dots represent the most differentially enriched
and the green the least enriched. The horizontal axis indicates the fold change of genes and the
vertical coordinate indicates the statistically significant degree of changes in gene enrichment levels.

Significant criteria of differential enriched genes are log2(FoldChange) > 1 and padj < 0.001
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The shared and unique RNA interacting sequences from the lipid-coated beads among
treatments were represented as Venn diagrams (Fig. 3) to show the affinity for each selected
lipid. For humans of a total of 18104 the proportion of the sequences is shown in Fig. 3(a),
this analysis has 1400 for PIP; (purple). With S. queretaroensis analysis of the 24102 total
genes analyzed, 5643 are differentially bound in the PIP; presence (purple) Fig. 3(b). For
Yeast, of the total of 5243 genes shown in the Venn diagram in Fig. 3(c), 921 (purple)
sequences are specific for PIP, binding. For HeLa were also analyzed interactions with PI4P
were included in the total of sequences and for Pitaya cells analysis with PA was made and
is shown in the Fig. S3(a) and S3(b).

a) b) c)
1039 9964 1400 1346 4990 5643 440 3882 921
Control PIP2 Control PIP2 Control PIP2
q@ 0§
Homo Sapiens Stenocereus queretaroensis oQ Saccharomyces cerevisiae

Figura 3.3 Venn diagram showing the distribution of genes present in the study with the
interaction of the control and lipid-coated beads. For humans, Stenocereus queretaroensis and
Saccharomyces cerevisiae analysis of control and PIP2 enriched genes are shown. In Yellow are
represented the sequences that are only enriched in Control beads, and purple shows the specific

enriched sequences for PIP2 and the merge in pink are the sequences present in both conditions.

The analysis of the differentially bound IncRNA to the different types of lipid-coated beads
is seen in Fig. 4 and Fig. S4 as Heatmaps for human (HeLa cells), Pitaya cells (S.
queretaroensis), and Yeast (S. cerevisiae). We compared the prebound (pre-cleared) RNA
used for the experiments and is shown as Total. Bound RNA from the lipid-coated beads
that show a higher red signal indicates an enriched population of particular RNAs for this
condition indicating preferential binding to the particular lipid. Differential RNA was observed
from the heatmap between the different conditions showing that binding was not due to non-
specific precipitation with the beads but to the particular type of beads used. For the analysis

of Fig. 4, we take into consideration the sequences present in Total, control, and PIPa.
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Additional data with PI4P and PA data of the pull-down libraries are shown in Fig. S4. As
part of the analysis was the gene ontology of the sequences, there are shown the biological
processes for the three organisms in the Fig. S5. We tested the ability of the lipid beads to
pull down specific RNA in RT-PCR of Link A as known to bind to PIP3 and was compared
to its binding to PIP. as it was not shown in the PIP; library. The results shown in Fig. S6
that there is a specific binding of Link A to PIP3 beads, also we selected two candidate RNA
(NT ID: XR_002284730 and XR_707783) and tested by RT-PCR, in both cases the pull-
downs were selective for the particular lipid they were shown in the library as seen in Fig.
S6.
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Figura 3. 4 Heatmap generated with the RNA-seq data. The heatmap generated with the RNA-
seq data shows the distinct enrichment pattern of RNAs interacting in the pull-down assay with control
(sepharose beads without lipids) and PIP2-coated beads and the pre-clared RNA (Total). Red indicate
genes that are highly enriched and blue denotes genes with low enrichment levels. The color ranges

from red to blue represents the values from highest to lowest.

Discussions

The interaction between RNA and lipids reflects a new type of molecular interactions in the
cell (Albi & Viola Magni, 2004), as such new methodologies need to emerge to further study
their functional role. The molecular separation is essential for the initial screening
methodology to define the role of the particular molecule of interest. Previously it was shown
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that IncRNA LINK-A regulates AKT protein when bound to PIP3 interaction. Fat blot assays
were used to test the presence of LINK-A and the mutants to specific lipids (A. Lin et al.,
2017b). Key nucleotides of the RNA were found in the loop region as being responsible for
PIP3 interaction, that interaction successfully enhanced the binding to AKT (A. Lin et al.,
2017b). A similar mechanism for the IncRNA SNHG9 interacting with phosphatidic acid (PA)
was shown as this RNA-Lipid enhances the interaction of the protein LAST1 again using Fat
blots to define the lipid RNA interaction (R. H. Li et al., 2021). Here we provide a pull-down
methodology, that compared to Fat blot, may provide more versatility in testing large
collections of RNA bound to lipids. The method can also be set for direct identification by
RT-PCR of the selected candidate. In Fig. S6 we compared PIP. versus PIP3 beads for the
specific pull-down of Link A and found similar results as previously published (A. Lin et al.,
2017b). For the libraries we used PIP; as is a well-known phospholipid to be involved in
several nuclear functions (Balaban et al., 2023; Kalasova et al., 2016; Sobol et al., 2018; Y.
H. Wang & Sheetz, 2022).

The discovery of IncRNAs potentially binding lipids opens a new set of biological questions.
It may reflect a particular molecular process, where RNA interaction with specific lipids
increases in particular pools for a defined role in the cell (Balaban et al., 2023; Sobol et al.,
2018). In addition, it may be part of a dynamic mechanism of lipid modifications and liquid-
liquid phase separation (Q. Guo et al., 2021b; Lu et al., 2020). Phase separation can
increase local concentration of particular molecules and provide structure with functional
roles (Gibson et al., 2019; Maccaroni et al., 2022). Furthermore, lipids found in membranous
structures can also be tested and as shown by Czerniak the gel-liquid phase separation
were RNA with G-Quadruplex Structures interact with both gel and fluid membranes
(Czerniak & Saenz, 2022).

Limitations of Study

The current methodology uses specific bound lipids to select for RNA, however it cannot
discern between RNAs that bind only one particular type of lipid as some RNAs may have
an affinity for binding several lipids. An additional limitation has to do with the initial removal
of RNAs with the control beads as a way to reduce background, however, this may remove
a population of RNA that may also bind lipids. Finally, the lipids bound to the beads may
allow for the specific head of the lipid to get access to the RNA but the length of the lipid tail
may need to be addressed at a later point. Little has been done to address this last issue of

the different sizes of tails in lipids and their effect on protein or RNA binding. The last
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limitation has to do with the sequencing, here we focus on making IncRNA library, so many

other RNAs may be overlooked due to the intrinsic settings of the library to be made.
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Supplementary Figures

Overlay

Supplementary Fig. S1. Image of HeLa Cells showing the nucleus and PIP: location. Primary
antibodies: anti-PIP2 mouse monoclonal IgM antibody 4 ug/ml (ab11039, Abcam) Secondary antibody
Goat anti-mouse IgM conjugated with Alexa 555 (A21426, Invitrogen; 10 ug/ml), DAPI
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Supplementary Fig. S2. Procedure for the source of RNA, A Steps used for the preparation of
nuclear RNA from Hela cells. The current images show Hela cells prior cytoplasmic RNA removal
and after followed by Trizol extraction and then DNAse | treatment to produce the RNA label as total.

B, Steps used for the preparation of RNA from Yeast, as before the RNA was treated with DNAse |
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to remove unwanted DNA. C, Steps used for the preparation of RNA from S. queretaroensis. All cells

were stained with DAPI (blue) and Pyronine Y for RNA staining (red).
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ﬁ Homo Sapiens i Stenocereus queretaroensis

Supplementary Fig. $3. Venn diagram showing the distribution of genes present in the study
with the interaction of the control and lipid-coated beads. For human control and PIP2 and PI14P,
for Stenocereus queretaroensis control and PIP2 and PA and for Saccharomyces cerevisiae analysis
of control and PIP2 enriched genes are shown. In Yellow are represented the sequences that are only
enriched in Control beads, and purple shows the specific enriched sequences for PIP2 and ones in

cian if for PI14P enriched (human cells) and green for PA (pitaya cells).
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Supplementary Fig. S4. Heatmap generated with the RNA-seq data. The heatmap generated with
the RNA-seq data shows the distinct enrichment pattern of RNAs interacting in the pull-down assay
with control (sepharose beads without lipids) and lipid-coated beads. Total (pre-cleared RNA), control
(without lipids), and PIP2 are shown for all, and PI4P analysis for humans and PA for pitaya. The color

ranges from red to blue representing the values from highest to lowest.
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Supplementary Fig. S5. Analysis of Gene Ontology of PIP. VS CONTROL data. Showing the

biological process predicted for a) humans and b) pitaya and c) cellular component, biological

3

SN
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process and molecular function for Yeast.
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a)
GENE ID: ENSG00000215808
LINCO1139 - long intergenic  non-protein

coding RNA 1139
Also known as: LINK-A, LINKA

FwLINKA TTCCCCCATTTTTCCTTTTC

Rv LINKA CTCTGGTTGGGTGACTGGTT

M C PIP2 PIP3

b)
NT ID: XR_707783
PREDICTED: Nicotiana sylvestris uncharacterized

L0C104213933 (LOC104213933), transcript variant
X2, ncRNA

Fw XR_707783 AGC TCA TAC ATG GAA GGC GG

Rv XR_707783 GCT CAT GAT CCC ACG GAT GT

M | C PA  PIP2

c)
NT ID: XR_002284730
PREDICTED: Jatropha aurcas uncharacterized

LOC105637062 (LOC105637062), transcript variant X2,
ncRNA

Fw XR_002284730 GCATTG TTC GGT GGTGCTTT

Rv XR_002284730 GGC ACACTG TCACCGAAGTA

M | C PA  PIP2

Supplementary Fig. S6 RT-PCR of LINK A and two sequences from the analysis of pitaya cells.
Here is shown the binding of the sequences with lipids, with a pulldown of RNA with lipid-coated
beads followed by RT-PCR. a) A pull-down of RNA with PIP3-coated beads (with stronger signal) and

PIP2-coated beads (weaker band) showing results similar to previous publications. b) XR_707783

was a sequence enriched in the PA interaction in the differential analysis and c) XR_002284730 was

a sequence enriched in PIP2 differential analysis.
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CAPITULO IV

Discusién, Conclusiones Generales y Perspectivas
Discusion

Las interacciones IncRNA-lipido tienen funciones importantes en la formacion de complejos,
funcionando de manera regulatoria, tal es el caso de SNHG9 (R. H. Li et al., 2021), que al
promover la formacion de complejos con PA y LAST1 en el citoplasma, evita la
disponibilidad de LAST1, que permite en la migraciéon al nucleo de la proteina YAP,
permitiendo la activacion de ciertos genes. La localizacion de la interaccion de los IncRNA
con ciertas moléculas, como en este caso PIP-, puede indicar el tipo de funcién que puedan
tener (Bridges et al., 2021) por lo que la localizacion nuclear de la interaccion de HANR y
PIP, podria darnos una idea de las posibles funciones de dicha interaccién. Diversos
INcRNA que se localizan en el nucleo se han visto involucrados en procesos como la
interaccion y remodelacion de la cromatina, regulacién transcripcional, organizacion de

estructuras, entre otras funciones (Bridges et al., 2021).

La demanda del uso de metodologias para la obtencion de bases de datos de RNA de forma
selectiva ha ido en aumento, ya sea por su presencia en algunos tipos de cancer (Yamada
et al., 2018), por ser tejido especificas (L. Han et al., 2023), presentan unién a moléculas
especificas (Lambert et al., 2014) o para la busqueda de secuencias de unién a organelos,
como la membrana plasmatica (Wu et al., 2021). Este trabajo se suma a las técnicas
existentes para el analisis de RNA debido a que fue capaz de encontrar distintas
poblaciones dependiendo del tipo de lipido, y de manera organelo selectiva utilizando RNA
nuclear, método que también fue analizado en diferentes organismos (Bayona-Hernandez
et al., 2023).

El IncRNA HANR tiene un papel importante en ciertas enfermedades, como el cancer,
promoviendo la formacion de tumores en higado (Shi et al., 2018; Xiao et al., 2018), pulmdn
(S.-d. LI et al., 2020), o colonrectales (M. Xu et al., 2020) y gliomas (W.-J. WA NG et al.,
2020). Esto se debe, principalmente a sus interacciones con micro RNA, lo que modula
diversas rutas en estos tipos de cancer. También presenta una interaccion directa con la
proteina hexoquinasa 2 (H2K), proteina implicada en la glucdlisis (G. Han et al., 2024). En
este trabajo se observd que también tiene la capacidad de interactuar con el fosfolipido

PIP2, lo que abre las posibilidades para las funciones celulares de dicha interaccion recién
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descrita. Ademas de que el reciente descubrimiento de su interaccion directa con la proteina

H2K abre la posibilidad de que este IncRNA interactue con otras proteinas.

Los analisis de HANR con sondas marcadas con biotina en ensayos de FISH, muestran
una colocalizacion con PIP; en los nucleos, lo que difiere de otros INcCRNA que interaccionan
con lipidos, como PMAR72 (Wu et al., 2021) que se localiza en la membrana plasmatica o
SNHG9 (R. H. Li et al.,, 2021) localizado principalmente en el citoplasma formando

complejos con la proteina LAST1.

Conclusiones generales

En este trabajo se logré generar una base de datos de IncRNAs con posible interaccion con
PIP,, de los IncRNA analizados, HANR mostré tener interaccién con PIP, lo cual fue
demostrado utilizando ensayos de pulldown y con analisis de hibridacion por FISH en lineas

celulares, donde se obsevo que dicha interaccion se lleva a cabo en el nucleo.

Perspectivas

Definir sitios especificos de interaccion de este INncRNA con PIP; seria importante para
definir las funciones de dicha interaccion. Entre las propuestas se encuentran la busqueda
de posibles sitios realizando mutantes eliminando los posibles sitios responsables de la
interaccion con PIP2 y realizar el analisis de pulldown con el transcrito in vitro de las

mutantes utilizando perlas recubiertas de PIP-.
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