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Los llamados pequefios RNAs reguladores (20-30 nucledtidos) son moléculas capaces de
reconocer mensajeros especificos y mediar su silenciamiento, dirigiendo a ellos una maquinaria
proteica especializada. Los microRNAs (miRNAs), por ejemplo, regulan a nivel post-
transcripcional la expresion de aproximadamente un 60% de los genes gque en humanos
codifican para proteinas. Nuestro laboratorio ha estado histéricamente interesado en el estudio
de otras familias de RNAs pequefios, tales como las mitades de tRNA, de funcién menos
conocida. Ademas de ser fundamentales en el control de la homeostasis celular, los pequefios
RNAs reguladores pueden ser secretados hacia el medio extracelular, ya sea protegidos en
vesiculas extracelulares (exosomas y microvesiculas) o formando complejos con proteinas.
Existe evidencia de que las células son capaces de captar estos RNAs reguladores del medio
extracelular y, una vez internalizados, estos mantienen su capacidad de silenciamiento génico en
la célula receptora. Esto quiere decir que existen posibles mecanismos de comunicacién
intercelular mediados por RNAs pequefios, y fue a lo que quisimos contribuir con este estudio.

En primer lugar, estudiamos la viabilidad de la comunicacion mediada por miRNAs entre
especies de reinos bioldgicos diferentes (plantas — mamiferos) a través de la dieta, segln sugeria
un muy difundido y polémico reporte publicado en 2012. Nuestros resultados apuntan a que las
conclusiones de dicho trabajo son invalidas, pues el laboratorio en cuestion estaria contaminado
con miRNAs vegetales. Aprovechamos la ocasion para estudiar los efectos de la contaminacion
en los estudios realizados por secuenciacion masiva, un aspecto no debidamente tomado en
cuenta por la mayoria de los investigadores. En una segunda etapa secuenciamos todo el
conjunto de pequefios RNAs reguladores secretados por una linea celular de cancer de mama
(MCF-7) y su contraparte no maligna (MCF-10A), en distintas fracciones extracelulares:
exosomas, microvesiculas, complejos ribonucleoproteicos. Encontramos sesgos marcados entre
los perfiles intracelulares y extracelulares, e intentamos elucidar los procesos de secrecién
involucrados (selectividad vs. no selectividad). Entre los resultados que mas llamaron nuestra
atencion, se encuentra el remarcado enriquecimiento de la fraccién ribonucleoproteica en
mitades 5 de tRNAs aceptores de Glu y Gly. El final del trabajo se centré en estudiar coémo
estas mitades de tRNAs son transportadas en el medio extracelular, en qué forma molecular se
las encuentra, y cuales son sus — posibles — proteinas asociadas. Podria, dentro de algin tiempo,
hablarse de la “biologia de mitades de tRNA extracelulares™... se precisa para eso mucho mas
gue una Tesis, pero puede gque se encuentren aqui algunas bases.



INTRODUCCION GENERAL

A) Regulacion de la expresion génica mediada por pequefios RNAs

Aunque los primeros descubrimientos pueden rastrearse afios antes, la “fiebre del oro” de los
RNAs pequefios reguladores de la expresion génica puede decirse que comenzo en 1998, con
la publicacién del articulo que afios mas tarde (2006) le permitiria a Andrew Z. Fire y Craig
Mello inmortalizar su nombre entre la lista de laureados con el Premio Nobel (Fire et al.,
1998). En cuatro carillas y tres figuras los autores introdujeron las bases del fendmeno de
interferencia mediada por RNA de doble hebra (RNAI).

La RNAI existe principalmente como mecanismo de inmunidad celular innata contra los virus
de RNA, o la de aquellos que generan intermediarios de RNA de doble hebra durante su ciclo
replicativo. Una ribonucleasa del tipo Il llamada Dicer actia como una regla molecular que
reconoce los hibridos de RNA a nivel citoplasmatico y los corta en unidades de 21
nucleotidos. Dichas unidades, denominadas siRNAs (small interfering RNASs), son moléculas
de RNA de doble hebra perfectamente complementarias, con protrusiones simple hebra de dos
bases en los extremos 3’. Los SiRNAs se unen posteriormente a proteinas de la familia
Argonauta, para formar el corazén de lo que se conoce como complejo RISC (RNA-induced
silencing complex). Unicamente una de las dos hebras del siRNA queda finalmente
incorporada en el complejo RISC, la cual actia como guia para llevar al complejo hacia
RNAs complementarios. En el contexto de la respuesta antiviral, dichos RNAs
complementarios corresponden al genoma o a los intermediarios del propio virus. Algunas
proteinas Argonauta (p.ej.: AGO2 en humanos) poseen actividad endonucleolitica “slicer”,
que les permite cortar el RNA viral una vez formado el complejo ternario AGO/siRNA/RNA.

Estos mecanismos no funcionan Unicamente en el contexto de la respuesta contra virus.
También funcionan en algunos organismos como métodos de control de la propia expresion
génica de una célula. En algunas circunstancias las células eucariotas pueden producir
moléculas de RNA de doble hebra (por transcripcién bidireccional convergente, transcritos
anti-sentido, formacion de horquillas debido a secuencias repetidas invertidas, etc.), las cuales
son clivadas por Dicer para generar los llamados endo-siRNAs, que silencian luego otros
transcritos celulares con secuencias de ARN complementarias al mismo. Los endo-siRNA
fueron primero descritos en plantas'y en nemétodos, y mas tarde en moscas, ratones y
humanos (Nilsen, 2008).

Una version refinada, mas ubicua en el universo eucariota y mucho mejor estudiada, la
constituyen los Illamados micro-RNAs (miRNAs). A diferencia de los endo-siRNAs, los
miRNAs son moléculas de RNA de doble hebra con una media de 22 nucle6tidos, pero

' Es de destacar la importante contribucion del uruguayo Omar Borsani en este campo: Borsani, O.,
Zhu, J., Verslues, P.E., Sunkar, R., and Zhu, J.K. (2005). Endogenous siRNAs derived from a pair of natural cis-
antisense transcripts regulate salt tolerance in Arabidopsis. Cell 123, 1279-1291.




poseen la caracteristica de que ambas hebras no son perfectamente complementarias entre si.
Sus precursores (pri-miRNAs) estan codificados en el genoma en secuencias capaces de
adquirir una estructura caracteristica en forma de horquilla una vez transcritos por la RNA
polimerasa Il. Estos pri-miRNAs son procesados primero a nivel nuclear por un complejo
denominado micro-procesador y compuesto por la ribonucleasa del tipo Il Drosha y la
proteina DGCR8. EI RNA resultante (pre-miRNA) es exportado del nucleo, y es blanco de la
accion citoplasmatica de Dicer, la cual genera el miRNA maduro. Al igual que los siRNAs,
los miRNAs se unen a proteinas de la familia Argonauta para conformar el complejo RISC
(miR-RISC en este caso). De nuevo, una sola de las dos hebras permanecera unida a la
Argonauta, y dicha hebra actuard como guia para el reconocimiento de RNAs celulares
enddgenos parcialmente complementarios, tipicamente mRNAs.

En los animales, el apareamiento entre los miRNAS y sus mensajeros blancos suele darse en
la region 3° UTR de estos ultimos, y las secuencias reconocidas son solo parcialmente
complementarias entre si. De hecho, la especificidad suele estar conferida por las Gltimas siete
u ocho primeras bases del miRNA, con aportes menos importantes de las bases del extremo 3’
(Brennecke et al., 2005). Dado que los requerimientos para el reconocimiento no son muy
estrictos, cada miRNA es capaz de reconocer una gran cantidad de blancos diferentes,
generando complejos entramados de regulacion génica. La Gltima version de la base de datos
miRBase (v.21) registra en humanos 1881 loci codificantes para miRNAs (542 de ellos
altamente confiables), y se calcula que al menos un 60% de los genes codificantes para
proteinas se encuentran sometidos a su control (Friedman et al., 2009). Dado que modulan la
expresion de la mayoria de las proteinas de la célula, no deberia sorprender que estén
implicados en una gran cantidad de procesos patologicos. Algunos miRNAs silencian
oncogenes Y otros silencian supresores tumorales, y es frecuente observar que varios tipos de
cancer presentan una sub-expresion de los primeros o una sobre-expresion de los segundos.

Otra particularidad que distingue a los mMiRNAs de los siRNAs — ademas de su
complementariedad imperfecta y del reconocimiento parcial que efectiian de sus blancos — es
que el silenciamiento no ocurre necesariamente por degradacion directa mediada por la
proteina Argonauta. La inhibicion del comienzo o de la etapa de elongacion de la traduccion,
el “secuestro” de los mensajeros a granulos de estrés, la pérdida del 5’ cap y/o el acortamiento
de la cola poli-A del mRNA y su posterior degradacion exonucleolitica, son mecanismos por
los cuales los miRNAs también ejercen su silenciamiento post-transcripcional (Fabian and
Sonenberg, 2012). De hecho, la mayoria de las proteinas Argonauta humanas carecen de la
actividad endonucleolitica “slicer” necesaria para escindir mMRNAS.

Los primeros miRNAs fueron descritos antes del mencionado articulo de Fire y Mello, pero la
universalidad del fendmeno no estaba por entonces de manifiesto. El sistema se fue primero
descubriendo y disecando en el gusano Caenorhabditis elegans por los grupos de Victor
Ambros (Lee et al., 1993) y de Gary Ruvkun (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000;
Wightman et al., 1993). Pero el “nacimiento” de los miRNAs como una familia ubicua y
diversa de pequefios RNA reguladores se suele fechar en octubre de 2001, cuando la revista
Science publica los articulos de Thomas Tuschl (Lagos-Quintana et al., 2001), David Bartel
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(Lau et al., 2001) y del propio Ambros (Lee and Ambros, 2001), y el término “micro-RNA”
queda acufiado. En 2016 se cumplen 15 afios de estas publicaciones, asi que vaya por aqui un
pequefio homenaje. Una interesante cronologia con varios de los descubrimientos que
marcaron hitos en el estudio de los miRNAs puede encontrarse en el link provisto al pie de
pagina®. El Gltimo de los hitos presentados en dicha web corresponde al articulo de Chen-Yu
Zhang y colaboradores sobre la transferencia horizontal de miRNAs a través de la dieta
(Zhang et al., 2012a), el cual seréa objeto expreso de analisis en el primer capitulo de esta tesis.

En 2016 se cumplen ademas 10 afios del descubrimiento de los piRNAs, una tercera clase de
RNAs pequefios reguladores. Cuatro articulos publicados casi en simultaneo en las revistas
Nature y Genes & Development describieron la asociacion de pequefios RNAs de un largo
mayor del esperado para miRNAs (26-31 nucledtidos) con las proteinas MIWI y MILI —
ortdlogos de la proteina PIWI de la mosca — en células germinales de raton (Aravin et al.,
2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006; Watanabe et al., 2006)%. Desde un punto de
vista filogenético, las proteinas Argonauta se dividen en dos subfamilias: Ago-like y Piwi-
like, y mientras que las primeras participan en los mecanismos relacionados al silenciamiento
por miRNAS/siRNAs, las segundas no tenian por entonces una funcion conocida. Estos
pequefios RNAs recibieron el nombre de piRNAs, de piwi-interacting small RNAs, y su
funcién en este caso estaba relacionada al silenciamiento de elementos transponibles del
genoma. La activacion de esta maquinaria en células germinales tenia sentido, pues es
entonces cuando el cuidado de la integridad genémica se vuelve critico.

El descubrimiento de los piRNAs fue muy importante porque hasta entonces se consideraba
que la unica clase de pequefios RNAs reguladores que actuaba en mamiferos eran los
miRNAs. El fendbmeno de RNAI se creia Unicamente como un sistema de respuesta ante
dsRNA exdgeno, a diferencia de lo que ocurria en plantas y nematodos. Fue asi que los
siRNA, miRNA y piRNA se consolidaron como las tres grandes familias de pequefios RNAs
reguladores, y un esquema basico de sus mecanismos de biogénesis se volvio figura obligada
de tesis y presentaciones. La que aqui se muestra fue extraida de (Siomi et al., 2011) (Figura
1).

B) Procesamiento de ncRNAs y nuevas familias de RNAs reguladores

A fines de 2008 comencé estudios de maestria en el Laboratorio de Gendmica Funcional del
IPMon. Me vinculé a la linea de investigacion entonces activa en el protozoario patégeno
Trypanosoma cruzi. Llamaba la atencion que dicho organismo careciera de la maquinaria
necesaria para las vias de RNAi o de miRNAs, mientras que su pariente cercano,
Trypanosoma brucei, contaba con dichos mecanismos para su supervivencia. Ademas,
T.cruzi mantenia en su genoma una proteina de la familia Argonauta, que aunque distinta a las
de eucariotas superiores, deberia tener algun sentido bioldgico. Esto provocd que este
laboratorio que venia enfocandose en el estudio de los miRNAs en leucemia (Marton et al.,

*http://www.rnaiweb.com/RNAi/microRNA/microRNA_Timeline/(al 27/01/2015)
3 Tomas Tuschl puede jactarse de haber participado en el descubrimiento tanto de los miRNAs
(Lagos-Quintana et al. 2001) como de los piRNAs (Aravin et al. 2006).



http://www.rnaiweb.com/RNAi/microRNA/microRNA_Timeline/

2008) comenzara a clonar y secuenciar pequefios RNAs en T.cruzi, buscando algo que pudiera

parecerse a un miRNA.
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Figura 1: regulacién endogena de la expresion génica en mamiferos mediada por pequefios RNAs reguladores: siRNAs (A),
miRNAs (B) y piRNAs (C). (A) Los siRNAs se originan a partir de dsRNAs generados por transcripcion bidireccional (en cis
0 en trans) o a partir de transcritos auto-complementarios que forman estructuras de horquilla. En el citoplasma son
clivados por Dicer para obtener los siRNA maduros, de 21 nucledtidos. Una de las dos hebras del siRNA quedara retenida a
la proteina Argonauta 2 (AGO2), conformando el complejo RISC. Dicha hebra dirigira al RISC hacia RNAs
complementarios, que serén cortados por AGO2. Esta via también se alimenta de dsRNAs exdégenos (de origen viral, o
introducidos artificialmente en el laboratorio) en lo que es conocido como el fenémeno de RNAI. (B) Los miRNAs estan
codificados en el genoma y la RNA polimerasa Il produce transcritos capeados y poliadenilados que presentan una
estructura de bucle y horquilla parcial (pri-miRNAs). Estos transcritos sufren la accion del complejo micro-procesador a
nivel nuclear (Drosha + DGCR8) que libera los pre-miRNAs, los cuales son exportados al citoplasma via Exportina 5. El
mecanismo a nivel citoplasmatico es compartido con la via de los siRNAs, pero ademas de AGO2 también pueden participar
otras proteinas Argonauta sin actividad endonucleolitica (AGO1, AGO3 y AGO4). (C) Los piRNA son transcritos a partir de
loci dispersos entre las regiones intergénicas del genoma y tipicamente agrupados en clusters, y a diferencia de los
anteriores, los precursores no forman estructuras de doble hebra. Se asocian en el citoplasma a distintas proteinas
Argonauta de la subfamilia “Piwi-like”. Existe un mecanismo de amplificacion interno conocido como “ciclo de ping-pong”
que implica corte de precursores mediado por piRNAs, y asociacion de los nuevos piRNAs generados a otras proteinas Piwi
para a su vez procesar nuevos precursores. Finalmente, los piRNAs secundarios generados por esta via se re-importan al
nucleo donde participan en el silenciamiento de elementos transponibles. Figura extraida sin modificaciones de (Siomi et al.,
2011)

Con los miRNA no hubo suerte, pero pronto empezé a quedar claro que un porcentaje muy
alto de las secuencias clonadas correspondian a mitades 5’de tRNAs. Mas aln, existia un
sesgo marcado hacia las mitades de algunos tRNA particulares, principalmente los aceptores
de Asp y Glu. Dichos fragmentos, al analizarlos por inmunofluorescencia, parecian
incrementarse en nimero y en intensidad en condiciones de estrés nutricional, y aparecian en

4




el citoplasma del parasito en forma de granulos. Las secuencias obtenidas y los patrones de
corte no eran consistentes con degradacion al azar, sino que parecia haber algun tipo de
proceso regulado. La generacion de estas mitades de tRNA tampoco afectaba
significativamente al pool de los tRNA maduros correspondientes, por lo cual no cabia pensar
en una funcion de freno abrupto de la traduccion; como ocurre con algunas toxinas
bacterianas (Winther and Gerdes, 2011).

Para cuando nuestro reporte fue finalmente aceptado y publicado (Garcia-Silva et al., 2010),
la generacion de mitades de tRNAs frente a variados estimulos ya habia sido descrita en otros
organismos eucariotas (Cole et al., 2009; Fu et al., 2009; Jochl et al., 2008; Kawaji et al.,
2008; Lee and Collins, 2005; Li et al., 2008; Thompson et al., 2008; Yamasaki et al., 2009).

Hoy dia los fragmentos de tRNA son reconocidos como una nueva familia de RNAs
reguladores, aunque los procesos efectores involucrados siguen sin estar del todo claros.
Ademas de la diversidad de moléculas de tRNA de partida (en humanos existen 606 genes de
tRNA, e incluso algunos de los tRNA que decodifican los mismos codones presentan
secuencias diferentes... y todos ellos con un patron variable de modificaciones post-
transcripcionales) los fragmentos pueden ser producidos de distintas regiones y presentan
distintos tamafios. A los fragmentos mas cortos se les ha asignado el nombre de tRFs (por
tRNA-regulatory fragments) (Lee et al., 2009), pero esta categoria incluye tanto a las
secuencias producidas a partir de las regiones 5’y 3’ de los tRNA maduros (tRF-5 y tRF-3,
respectivamente) como a las secuencias correspondientes al trailer 3’ que es eliminado
durante el proceso de maduracion del tRNA (tRF-1). Algunos de los tRF-5 y tRF-3 se
originarian por la accion directa de la enzima Dicer (Cole et al., 2009), y pueden asociarse con
proteinas Argonauta (Haussecker et al., 2010). Al menos uno de estos fragmentos,
correspondiente al extremo 3’ del tRNA®Y5cc, actlia como modulador de la proliferacion
celular y la respuesta al dafio del DNA mediante el silenciamiento post-transcripcional
especifico del gen RPAL (replication protein A 1) (Maute et al., 2013). Estos resultados
conllevan a racionalizar a los tRNAs como precursores alternativos de miRNAs.

Ademas de estos fragmentos cortos (~ 22 nt) con caracteristicas de miRNAs, los tRNAs
suelen ser cortados a nivel del loop anticodon para dar lugar a mitades 5’ y 3’ del tipo de las
encontradas en T.cruzi. En mamiferos se describi6 que la enzima responsable de realizar estos
cortes frente a condiciones de estrés era la Angiogenina (Fu et al., 2009; Yamasaki et al.,
2009), una ribonucleasa de la familia A vinculada a la angiogénesis tumoral, y cuya
especificidad por los tRNAs era de largo tiempo conocida (Lee and Vallee, 1989). No existe
aun una funcion clara y comun para todas estas mitades, sino que parecerian participar en
variados mecanismos cuya relevancia biologica recién comienza a ponerse de manifiesto.
Algunos autores han sefialado a la tRNaseZ", una version larga y citoplasmatica de la enzima
responsable de la maduracién de los precursores de tRNA en el nlcleo, como una proteina
capaz de unir mitades 5’ de tRNAs y utilizarlas como guia para el clivaje de mRNAs
parcialmente complementarios (Elbarbary et al., 2009). Las mitades de tRNA también podrian
unirse al Citocromo c y proteger a las células del estrés hiperosmdtico (Saikia et al., 2014).
Resultados muy interesantes son los del grupo de Paul Anderson en Boston, que mostraron
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como las mitades de algunos tRNAs especificos eran capaces de ensamblar granulos de estrés
y desplazar al complejo elF4G/A del extremo 5° de mRNAs capeados y no capeados para de
este modo inhibir la traduccién. Unicamente aquellas mitades con tractos ricos en guanina en
su extremo 5° (derivadas de los tRNA”? y tRNA®Y) eran capaces de ejercer dicha funcion.
Los autores fueron més allé e identificaron a la proteina YB-1 como la responsable de unir
estas mitades y desensamblar los complejos iniciadores de la traduccién (lvanov et al., 2011).
En un articulo posterior publicado en PNAS, encontraron que el tracto rico en guaninas era
necesario para ensamblar una estructura conocida como “G-quadruplex”, la cual permitiria la
union a YB-1. Estos mecanismos estarian alterados en la esclerosis lateral amiotrofica debido
a la sobre-expresion de un transcrito rico en guaninas que compite con las mitades de tRNA e
impide la formacion de granulos de estrés (lvanov et al., 2014).

La asociacion entre los fragmentos de tRNA vy la proteina YB-1 parece ser robusta. Un
articulo de 2015 publicado en Cell muestra como YB-1 colabora con las células tumorales al
estabilizar los mMRNAs de una serie de genes oncogénicos. Algunos fragmentos de tRNA
inducibles por hipoxia (sin observarse preferencia hacia un tracto poli-G en este caso) serian
capaces de unir YB-1, desestabilizando asi los mensajeros en cuestion. Las células tumorales
mas metastaticas responderian por su parte inhibiendo la induccién de los fragmentos de
tRNA (Goodarzi et al., 2015). Pero no solo el estrés induce a la Angiogenina a generar las
mitades de tRNA. Dichos mecanismos también se inducen en células mamarias y prostaticas
por accion de estrégenos y androgenos, respectivamente. Ademas, estos fragmentos inducidos
por hormonas sexuales estimulan la proliferacion celular y son abundantes en las pacientes
con tumores mamarios positivos para el receptor de estrégeno (Honda et al., 2015).

De considerarse meros sub-productos de degradacion sin una funcion intrinseca, los
fragmentos de tRNA se han convertido ahora hasta en una marca epigenética heredable. Dos
articulos publicados en Nature en enero de 2016 muestran cémo las mitades de tRNA
presentes en los espermatozoides se transfieren al zigoto luego de la fecundacién, donde
silencian la expresion de algunos elementos transponibles (Sharma et al., 2016) pero pueden
también transmitir a la progenie un sindrome metabdlico adquirido (Chen et al., 2016).

Se puede decir que de los fragmentos de tRNA se sabe lo suficiente como para comprender lo
poco que se sabe. La fragmentacion del tRNA puede estudiarse pero no puede entenderse
como un mecanismo aislado de una compleja red de regulacion y sefializacion que involucra a
los tRNAs: su re-importacion al nicleo y re-exportacion al citoplasma, su de-aminoacilacion,
aminoacilacion aberrante, corte de la secuencia CCA, y desde luego, todo el complejo y
dindmico sistema de modificacion de bases. Mecanismos y redes que exceden al alcance de
este trabajo, pero adecuadamente resumidos en (Kirchner and Ignatova, 2015). Un ejemplo
ilustrativo es el de los mutantes de NSun2, una enzima capaz de metilar citosinas en la
posicién 5 (m°C), y responsable de la metilacién de C34 (anticodén) y de C48 y/o C49 en
varios tRNAs. El estado de hipo-metilacién provocado por el silenciamiento de NSun2
aumenta la generacion de mitades de tRNA mediada por la Angiogenina, lo que provocaria
las anormalidades neuroldgicas observadas en los mutantes de Nsun2 en humanos y en
ratones (Blanco et al., 2014).




Los tRNAs son en definitiva los grandes transductores de la célula, pues son la propia interfaz
entre el mundo de los codones y el mundo de los aminoécidos. No deberia sorprender que
estén en el centro de una compleja red de sefializacion y respuesta. Lo extrafio seria lo

contrario.
**%k

El auge de las técnicas de secuenciacion profunda ha puesto de manifiesto que, ademas de los
tRNAs, otros RNAs no codificantes para proteinas (ncRNAs: ribosomales, nucleares y
nucleolares pequefios, etc.) también presentan enriquecimiento en fragmentos de secuencia y
largo determinados no compatibles con degradacion al azar (Li et al., 2012). Si bien es
siempre un desafio demostrar una funcién bioldgica intrinseca para cada fragmento *,
comienza a quedar claro que el esquema de la Figura 1 no agota la complejidad de las vias
mediadas por RNAs pequefios en mamiferos. Ademas, tiene su Idgica pensar que la evolucién
se haya valido de ncRNASs ya presentes como sustrato de nuevas moléculas, antes que generar
las mismas de novo. Desde ese punto de vista nada importa si los fragmentos son generados
por la maquinaria de degradacion natural de los precursores: basta con que algun fragmento
asi generado se estabilice (por union a una proteina, por ejemplo) para que sea pasible de
adquirir nueva funcién.

C) RNAs pequefios en el medio extracelular:

i. asociados a vesiculas extracelulares

La observacion de que algunas células eran capaces de expulsar vesiculas rodeadas de
membrana al medio extracelular data de los afios 60, pero durante muchos afios estas
vesiculas se racionalizaron como un mecanismo de excrecion de desechos celulares. Sin
perjuicio de lo anterior, el tiempo fue ampliando los horizontes funcionales de estas
particulas, que hoy se reconocen como actores claves en las vias de comunicacion
intercelular.

En funcidn de su tamafio y sus mecanismos de biogénesis se distinguen dos grandes grupos de
vesiculas extracelulares: los exosomas y las microvesiculas (denominadas también
ectosomas), aunque los métodos de purificacion mas habituales no permiten una separacion a
homogeneidad de ambas poblaciones (J. Simpson and Mathivanan, 2012). Los exosomas son
pequenas vesiculas de ~ 40-150 nm de didmetro que derivan de los cuerpos multivesiculares
(MVB). Estos se forman por invaginaciones “hacia adentro” de la membrana de los
endosomas tardios, formandose una gran vesicula (el MVB) con vesiculas mas pequefias en
su interior. Cuando los MVB se fusionan con la membrana plasmatica de la célula se liberan

“los ncRNAs suelen poseer muchas secuencias auto-complementarias, de modo que la introduccién exégena de un
determinado fragmento puede actuar a altas concentraciones como un competidor que altera la estructura de sus
precursores... aunque esa podria ser también una funcioén fisioldgica




las vesiculas intraluminales, que en el medio extracelular adquieren el nombre de exosomas.
Si se repasa su biogenesis se comprenderd que estas particulas transportan por el medio
extracelular una muestra del citoplasma de la célula. Aln asi, es importante sefialar que la
formacion y el transporte de proteinas hacia el interior de las vesiculas intraluminales es un
proceso regulado, que involucra al complejo ESCRT (endosomal sorting complex required
for transport). Tal es asi que muchos de los marcadores moleculares que se utilizan para
distinguir exosomas son proteinas de dicho complejo (TSG101, Alix). También son
marcadores exosomales clasicos algunas proteinas transmembrana de la familia de las
tetraspaninas: CD9, CD63 y CD81. En microscopia electronica de transmision (tincion
negativa) adquieren una morfologia caracteristica, que algunos autores describen como de
“copa”, aunque el paralelismo es un poco arbitrario. Las microvesiculas, en cambio, se
producen por protrusion hacia el exterior de la membrana plasmatica de las células. Poseen un
tamafio mayor y més heterogéneo (100 nm — 1 pm), y una morfologia mucho més irregular.

La transformacion de los exosomas, de meros surtideros de desechos celulares a intermediaros
de comunicacion intercelular, comenzd con la elucidacion de su rol en la respuesta
inmunoldgica. En 1998 se reportd que los exosomas secretados por células dendriticas
poseian en su superficie moléculas de MHC 1 y MHC |1 funcionales, asi como moléculas co-
estimuladoras de linfocitos T. Més aun, los exosomas secretados por células dendriticas pre-
estimuladas con péptidos correspondientes a antigenos tumorales eran capaces de activar
células T in vivo y dirigir una respuesta T-citotdxica efectiva hacia tumores murinos (Zitvogel
et al., 1998). Estos y otros resultados, sumados a la deteccion de exosomas en el plasma de
individuos sanos (Caby et al.,, 2005), fueron moldando la visién de que las vesiculas
extracelulares, mas que desechos, transportan accion e informacion.

Descubiertos nuevos roles fisiologicos para las vesiculas extracelulares, la manipulacion de
estos mecanismos por las células cancerigenas era algo predecible. Con el paso de los afios se
han descrito una gran cantidad de ejemplos ilustrativos. Muchos exosomas tumorales
expresan en su superficie los ligandos FAS y TRAIL, que provocan la apoptosis de linfocitos
T activados, y de este modo contribuyen a burlar la vigilancia inmunoldgica (Huber et al.,
2005). También es conocida la capacidad de los exosomas tumorales de modular la respuesta
inmune, favoreciendo la diferenciacion de linfocitos T reguladores (Yang and Robbins, 2011).
Pueden regular la angiogénesis, modular las células del estroma, o remodelar la matriz
extracelular. Permiten ademas una accion "cooperativa" entre células de un mismo tumor. Por
ejemplo, se ha demostrado que, entre los tumores cerebrales agresivos que expresan la forma
truncada y oncogenica del receptor EGFR (EGFRvIII), son pocas las células tumorales que
poseen la correspondiente mutacion en su genoma. No obstante, estas pocas células logran
transportar el receptor mutante al resto de las células del tumor, secretdndolo en
microvesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica de las celulas receptoras (Al-
Nedawi et al., 2008). Imposible omitir los aportes del grupo de David Lyden en lo que
respecta al rol de las vesiculas extracelulares en el acondicionamiento del nicho pre-
metastatico (Costa-Silva et al., 2015; Hoshino et al., 2015; Peinado et al., 2012).




Un punto de inflexion ocurrid en el afio 2007, cuando investigadores del grupo de Jan Létvall
en Suecia describieron la presencia de mMRNAs y miRNAs en los exosomas. En vez de ser
meros polizones en un gran transportador de lipidos y proteinas, el RNA reclamaba su cuota
parte de protagonismo: los mensajeros eran traducidos y los miRNAs lograban silenciar sus
blancos, una vez que las vesiculas eran captadas por las células receptoras (Valadi et al.,
2007). Poco después se reportd que una comparacion de los niveles séricos de tres miRNAs
(miR-155, miR-210 y mir-21) permitia distinguir entre pacientes con linfoma difuso de
células B grandes (DLBCL) e individuos sanos (Lawrie et al., 2008). Si bien hoy dia algunos
autores relativizan la eficiencia de los fenomenos de transferencia funcional de miRNAs
mediados por exosomas (Kanada et al., 2015), y la cantidad de miRNAs por vesicula
pareceria ser bastante baja (Chevillet et al., 2014), 1a “fiebre de los miRNA circulantes” ya se
habia echado a andar. Aun pese a los reparos anteriores, los afios han acumulado evidencia
suficiente para sostener el empaquetamiento de pequefios RNAs reguladores en vesiculas
extracelulares como un mecanismo de comunicacion intercelular.
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Figura 2:A) Esquema de la biogénesis de exosomas (a), ectosomas o microvesiculas (b) y cuerpos apoptdticos (c), y algunas
vias posibles de internalizacion por células receptoras (fusion, endocitosis, fagocitosis). B) Representacion esquematica de
un exosoma, con algunas de las macromoléculas potencialmente presentes en su interior o superficie. La figura fue extraida
y sin modificaciones de (Mittelbrunn and Sanchez-Madrid, 2012).

Las células que ingresan en apoptosis también pueden liberar al medio extracelular vesiculas
grandes o “apoptosomas” (de didmetros en el entorno de la micra) que contienen DNA
fragmentado y otros componentes celulares, entre los cuales se halla el RNA. Por su tamafio,
no siempre es facil separar estos cuerpos apoptéticos de las microvesiculas (aunque si de los
exosomas), por lo que es menester monitorear el porcentaje de células apoptéticas cuando se
trabaja con cultivos celulares. La Figura 2muestra un esquema de la biogénesis de los
exosomas (a), de las microvesiculas (b; aqui llamados “ectosomas”), y de los cuerpos
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apoptoticos (c). Faltaria mencionar que también se ha descrito el transporte de miRNAs en la
sangre via HDL (Vickers et al., 2011).

ii. no asociados a vesiculas extracelulares

En pleno auge de las vesiculas extracelulares como transportadoras de RNA, investigadores
del grupo de Muneesh Tewari realizaron una separacion cromatografica del plasma humano, y
llegaron a la conclusion de que solo el 10% de los miRNAs circulantes se encontraban
realmente asociados a vesiculas. ElI 90% restante viaja en forma de complejos
ribonucleoproteicos (RNPs), y asociados a proteinas Argonauta (Arroyo et al., 2011). En
simultaneo, Andrey Turchinovich llegaba a resultados similares en Alemania (Turchinovich et
al., 2011). Ambos estudios mostraban como, en complejo con proteinas, los pequefios RNA
circulantes adquieren una extraordinaria resistencia a la degradacion, que les permite
permanecer en la sangre mucho tiempo. También la Nucleofosmina 1 ha sido asociada al
transporte de miRNAs en el medio extracelular (Wang et al., 2010).
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento sobre la presencia, rol, modo de secrecion, transporte
y estabilidad de los pequefios RNAs en el medio extracelular, con énfasis en las
nuevas familias de pequefios RNAs reguladores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar la factibilidad de las vias de comunicacion inter-especie mediadas
por miRNAs captados a partir de la dieta (Capitulo I).

2) Obtener por secuenciacion profunda una descripcion del conjunto de
pequefios RNAs reguladores secretados en distintas fracciones extracelulares
(microvesiculas, exosomas, complejos ribonucleoproteicos) por lineas celulares
humanas, y evidenciar procesos de secrecion selectiva o preferencial (Capitulo

).

3) Elucidar mecanismos de estabilizacion y transporte de pequefios RNAs en el
medio extracelular, especialmente para las mitades de tRNA (Capitulo I11).
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CAPITULO |

La dieta como fuente posible de miRNAs extracelulares:
cComemos informacién, o nos comimos un artefacto?

“La ciencia humana consiste mas en destruir errores que en descubrir verdades”. Socrates
(470-399 A.C))

1.1 INTRODUCCION

Cuando comenzamos (comienzos de 2012) a pautar y definir lo que seria mas adelante el
proyecto de esta tesis doctoral, un articulo publicado en los meses previos capté nuestra
atencion. Un grupo de investigadores de la Universidad de Nanjing (China) habia publicado
en la revista Cell Research (Zhang et al., 2012a) un reporte que llevaria el campo de los
RNAs reguladores extracelulares a limites insospechados. Decidimos, en consecuencia,
redefinir el alcance de nuestro proyecto de tesis a los efectos de abarcar también los nuevos
horizontes que se abririan con la publicacién de este trabajo.

En el articulo en cuestion los investigadores realizaron un secuenciado masivo de RNAs
pequefios en suero humano. Buscaban determinar el perfil de miRNAs circulantes en
individuos sanos; seguramente para compararlo con el de algin tipo de pacientes. Lo
sorprendente fue el hallazgo de cantidades biolégicamente relevantes® de miRNAs de origen
vegetal ;Como habrian llegado a la sangre humana? ;Serian funcionales? El anélisis de estas
secuencias reveld que la especie mas abundante era el osa-miR-168a, uno de los MiRNAs méas
abundantes en el arroz®. Como los donantes de sangre eran individuos chinos, y como es
sabido que el arroz es un componente fundamental en su dieta, los autores especularon que
estos miRNAs exdgenos podrian provenir de la ingesta de alimentos.

Si la presencia de RNAs reguladores exdgenos en sangre humana era de por si bastante
sorprendente, mucho mas lo era la fuente propuesta. Afirmar que los RNAs vegetales podrian
ser incorporados a partir de la dieta era algo “dificil de asimilar”, principalmente porque
implicaba una violacion directa a lo que podriamos llamar el “dogma de la digestion
gastrica”: las macromoléculas presentes en los alimentos son degradadas a sus estructuras
monoméricas u oligoméricas basicas previo a su absorcién intestinal. En este caso, los
miRNAs deberian ser capaces de ser absorbidos sin que mediara ningun tipo de degradacion;
de lo contrario perderian su capacidad de regular la expresién génica.

Conscientes de que tal descubrimiento enfrentaria duras objeciones (o tal vez como respuesta
a las objeciones presentadas durante la revision del articulo), los autores abordaron la cuestion
y realizaron algunos controles pertinentes. En primer lugar, los resultados fueron confirmados

55% del total de miRNAs humanos
®la secuencia es en realidad especifica de las gramineas, no es posible catalogarla univocamente como “de arroz”
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por PCR cuantitativa y Northern Blot. La presencia de los miRNAs vegetales fue confirmada
en el arroz, incluso después de un proceso de coccion. EI RNA extraido del arroz fue
posteriormente incubado por periodos variables de tiempo en HCI (pH = 2.0) a efectos de
emular condiciones gastricas, sin pérdida observable de estabilidad. Segun los autores, esta
estabilidad a pH fuertemente acido vendria conferida por el grupo 2’-0-metilo presente en el
extremo 3’ de los mMiIRNAS vegetales, pues sondas sintéticas carentes de dicha modificacion si
eran degradadas. En una serie de experimentos, los investigadores alimentaron ratones bajo
dietas controladas libres de arroz, en base a arroz, o libres de arroz, pero con el agregado de
miRNAs vegetales sintéticos. Unicamente en los dos ultimos casos los ratones presentaron
niveles elevados de los miRNAs vegetales miR-168a y miR-156a, tanto en el suero como a
nivel hepético.

Los experimentos anteriores permitieron demostrar que al menos algunos mamiferos (seres
humanos incluidos) eran capaces de absorber integramente miRNAs exdgenos ingeridos en la
dieta. Dichos miRNAs exdgenos viajarian por el torrente sanguineo y podrian ingresar a
tejidos como el higado. El siguiente paso era estudiar si dichos miRNAs exdgenos eran
capaces de efectuar una funcion bioldgica (es decir, silenciar algunos genes) en, por ejemplo,
hepatocitos. Esto ya iria mas alla de un simple problema digestivo: implicaria la existencia de
mecanismos de regulacion génica inter-especie (e inter-reino) mediados por la dieta.

Los autores analizaron la secuencia del miRNA vegetal méas abundante en suero humano, osa-
miR-168a, y descubrieron que era complementaria a una region del exon 4 del gen LDLRAP1,
gue en humanos codifica para la proteina adaptadora del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Mediante estudios de gen reportero los autores demostraron la capacidad
tanto del pre-miR-168a vegetal como del miRNA maduro de unirse a la secuencia predicha de
LDLRAP1 e inhibir la traduccion de su mRNA, con la consecuente pérdida de actividad
luciferasa en células HepG2 (linea celular de carcinoma hepatico). Finalmente, demostraron
un efecto in vivo ya que los ratones alimentados en base a arroz (o en dietas libres de arroz,
pero conteniendo el miR168a sintético) presentaron menores niveles de la proteina LDLRAP1
en el higado, y concentraciones elevadas de LDL en sangre.

No es la intencion resumir aqui exhaustivamente el articulo en cuestion, y no se ha
mencionado la inclusién de numerosos experimentos y controles complementarios, que le dan
al articulo la solidez cientifica necesaria para sostener conclusiones tan provocativas y
controversiales. Existen, sin embargo, algunos detalles técnicos y experimentales que es
necesario mencionar por las implicancias que tendrian posteriormente en nuestro propio
trabajo. La deteccion del osa-miR-168a en suero humano fue realizada mediante secuenciado
masivo, y cabria la posibilidad de que se tratara en realidad de una secuencia humana
modificada, que coincidiria aleatoriamente con un miRNA del arroz. Si bien hay varios
argumentos en contra de esta objecién, comenzando por la alta cantidad de mismatches’contra
la secuencia humana maés parecida, los autores recurrieron a una elegante prueba bioquimica.

Tan: . . . . a1e . . iy . . /s
Mismatch: en inglés, término que se utiliza para indicar los sitios en los que, al alinear dos secuencias nucleotidicas, las
bases correspondientes en cada una de ellas no coinciden.
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A diferencia de lo que ocurre en mamiferos, los miRNAs vegetales poseen un grupo 2’-0-
metilo en su extremo 3’. Aprovechando esta diferencia ya no solamente de secuencia sino
también quimica, los investigadores trataron sus muestras de RNA con periodato de sodio
(NalO,) previo a la secuenciacién masiva. El anién periodato es capaz de oxidar dioles
vecinos (tales como los encontrados en la posicion 2 y 3 de las pentosas presentes en el
extremo 3’ del RNA) a aldehidos (Figura 3). Consecuentemente, un RNA tratado con
periodato no es pasible de ser secuenciado por protocolos convencionales, basados en la
ligacion de un adaptador 3°, para lo cual es necesario contar con un extremo 3’-OH en el
RNA. Los RNAs modificados con un grupo 2’-0-metilo en su extremo 3’ son resistentes al
tratamiento con periodato y pueden, por tanto, secuenciarse.
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Figura3: diagrama de la reaccion entre el anién periodato (104°)y los dioles vecinales presentes en ribonucleésidos, o en el
extremo 3’ del RNA. La pérdida del grupo 3’-OH evita que puedan ligarse adaptadores con extremo 5’-P al RNA tratado
con periodato. Esto no ocurre en el caso de RNAs metilados en su extremo 3’, pues la reaccion requiere que los carbonos 2 y
3 estén en forma alcoholica.

En las muestras tratadas con periodato sddico, la abundancia relativa de miRNAs humanos
decreci6 notoria y significativamente. En cambio, los niveles de los miRNAs vegetales
previamente descritos permanecieron inalterados. Este elegante experimento echaba por tierra
todo posible reparo sobre el origen no humano de estas secuencias exdgenas: no solamente
eran miRNAs vegetales por su secuencia nucleotidica, sino que también poseian marcas
bioquimicas especificas.

Las repercusiones de tal controversial, pero bien fundado reporte no se hicieron esperar. En
cuestion de meses ya habian sido publicados varios articulos de revisién con titulos
provocadores como: “;Comemos reguladores génicos?”, “Regulacion de la expresion génica
en mamiferos por miRNAs ex0genos” o incluso: “mas alla de los nutrientes: los miRNAs de
los alimentos provocan regulacion génica entre distintos reinos” (Jiang et al., 2012; Liang et
al., 2012; Witzany, 2012). La publicacion tuvo un impacto inmediato y global, y fue
galardonada con el premio al mejor articulo de investigacion de la revista del afio 2012 (L,
2013). Sin embargo, fue en el campo social, y particularmente en la llamada “blogdsfera”,
donde las repercusiones llegaron mas lejos. No se necesitaba demasiada agudeza para predecir
que la existencia de mecanismos fisioldgicos para captar RNAs reguladores activos desde la
dieta reforzaria el debate sobre la inocuidad o toxicidad de los alimentos genéticamente
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modificados (méxime cuando muchos eventos transgénicos hoy dia se basan en mecanismos
de RNAI). Scientific American titulé: “nuestra comida puede regular nuestros genes™®. Esto a
su vez dio pie a que la revista estadounidense “The Atlantic” publicase un articulo sobre “El
muy real riesgo de los alimentos genéticamente modificados” (que fue luego enmendado para
la versién web definitiva®), donde se habla de que ademas de proteinas y vitaminas, la dieta es
fuente de informacion génica. La organizacion internacional Greenpeace publicé un informe
técnico haciéndose eco de los hallazgos de Zhang'®, asi como numerosos portales de internet
especializados en temas de ciencia, salud y/o alimentacion.

Si nos detenemos en lo anterior no es para entrar en un debate que no hace al fondo de esta
tesis, sino para rescatar un buen ejemplo de rapida apropiacion social del conocimiento
cientifico. Algo sumamente deseable en la medida que se logren poner de manifiesto las
limitaciones intrinsecas de los estudios realizados, de modo tal que el debate pueda apoyarse
en la evidencia y no termine haciendo de la ciencia un simple recurso legitimador. Es
responsabilidad de la comunidad cientifica clarificar estos limites, y remarcar el concepto de
que la “verdad cientifica” es una construccion que se asienta en la reproducibilidad.

Nuestro laboratorio ya venia trabajando en el campo de la comunicacion entre organismos
diferentes mediada por RNA, particularmente en el modelo hiesped-paréasito (Garcia-Silva et
al., 2014a; Garcia-Silva et al., 2014b)™. El trabajo de Zhang extendia estas vias a la
comunicacion entre nuestras células y la comida que ingerimos. De ser cierto, se abririan
interesantes posibilidades experimentales tales como la introduccion sistémica de RNAS
exogenos por via oral en mamiferos, algo que ya era posible hacer en nematodos (Conte and
Mello, 2003).

Nuestra idea fue sumamente simple: si los miRNAs vegetales podian pasar a los tejidos
humanos a través de la dieta, deberiamos poder encontrar miRNAs vegetales en las bases
publicas de datos de secuenciacion profunda de tejidos humanos. Cuando estas tecnologias
alcanzaron un grado de desarrollo aceptable, numerosos investigadores comenzaron a
secuenciar distintos tejidos, en trabajos meramente exploratorios. Si bien el interés de estos
investigadores estaba centrado en la deteccion de miRNAs humanos, no habria razén para
pensar que las secuencias vegetales — de estar presentes — no fuesen secuenciadas. Aqui entra
una de las caracteristicas del andlisis de datos omicos y de gran escala, y en particular, de la
secuenciacion profunda: es — casi — imposible analizar la totalidad de los datos. Si un estudio
fue disefiado para el analisis de secuencias humanas, es probable que los investigadores hayan
comenzado por hacer un mapeo de los datos al genoma humano, desechando todas las
secuencias que no mapearan. A la hora de depositar los datos en servidores publicos, sin
embargo, se suelen depositar los datos crudos, incluyendo las secuencias analizadas y las
secuencias descartadas. Alli, pensamos, deberiamos encontrar miRNAS vegetales.

®http://www.scientificamerican.com/article/vitamins-minerals-and-microrna/Visitada: 03/11/2015
®http:/Avww.theatlantic.com/health/archive/2012/01/the-very-real-danger-of-genetically-modified-foods/251051/Visitada:
03/11/2015
Whttp://www.greenpeace.org/australia/Global/australia/GM_Fact_Sheets/Read%20the%20full%20paper%20(377kb).pdfVis
itada: 03/11/2015

11 En estos trabajos previos de nuestro grupo, se demostré que T. cruzi es capaz de secretar pequefios RNAs reguladores que
luego son captados por células de mamifero susceptibles a la infeccion.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Reactivos

El reactivo TRI (analogo del Trizol), 2-propanol (>99%) y m-periodato de sodio fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich. Las librerias para secuenciacion profunda fueron realizadas con
el kit “NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina”, de New England Biolabs. La
transcriptasa reversa (Superscript I1) fue de Invitrogen (Life Technologies). Las reacciones de
secuenciacion fueron realizadas con el TruSeq SBS kit v5-GA (lllumina) en un secuenciador
Illumina Genome Analyzer IIXx.

1.2.2. Meta-analisis de RNAs exdégenos en tejidos humanos

Se descargaron datos de secuenciacion profunda de RNAs pequefios obtenidos con tecnologia
Illumina como archivos *.fastq sin procesar. Los nimeros de acceso de los datos analizadas
refieren a la base SRA (Sequence Read Archive): SRP002347, SRP002272, SRP005294,
SRP007825 y SRP002402. Una descripcion detallada se brinda en el capitulo de resultados.

1.2.3. Secuenciacién profunda de RNAs pequefios en espermatozoides

Muestras de espermatozoides humanos provenientes de tres donantes fértiles fueron obtenidas
y purificadas por la clinica Fertilab de Montevideo. Los donantes otorgaron su consentimiento
informado para participar en el estudio, y dichos consentimientos informados fueron
aprobados por la Comision de Etica del Hospital de Clinicas, acorde a los procedimientos
establecidos para el trabajo con muestras humanas en nuestro medio. Las muestras de
esperma fueron sometidas a un gradiente discontinuo de 90%, 70% y 45% (SpermGrad,
Vitrolife) preparado en EBSS (Earl’s Balanced Salt Solution). Las muestras fueron
depositadas encima del gradiente y centrifugadas a 600g por 20 minutos. Los pellet fueron
resuspendidos en 2mL de EBSS y centrifugados a 1200g por 5 minutos, luego de lo cual
fueron resuspendidos en 0.5mL EBSS y separados en grupos segun su motilidad y viabilidad.

Se parti6 de treinta millones de células del grupo de alta motilidad y viabilidad en cada caso,
las cuales fueron lisadas en 0.5mL de reactivo TRI. Se extrajo el RNA en acuerdo a las
especificaciones del fabricante, duplicando el volumen de isopropanol y lavando con etanol
80% a efectos de minimizar la pérdida de RNAs pequefios. Las muestras de RNA se
resuspendieron en 80uL. Alicuotas de la mitad de este volumen fueron tratadas con NalO,4 por
40 minutos a 4°C y en oscuridad (volumen final: 100 pL), manteniendo la relacién: 10mM
NalO, cada 20ug RNA. ElI RNA tratado y sin tratar fue precipitado con etanol dos veces,
resuspendido en agua, cuantificado por Qubit (Life Technologies) y sometido a secuenciacion
profunda.
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El armado de las librerias se realizd acorde a las especificaciones del fabricante (New
England Biolabs). Todas las reacciones se realizaron utilizando reactivos libres de nucleasas y
tips con filtro. Brevemente, se ligaron adaptadores 3’ y 5°, el RNA se retro-transcribio, y se
agregaron los indices para las reacciones multiplex (el “cédigo de barras”) durante la
amplificacion por PCR (15 ciclos), utilizando primers complementarios a los adaptadores. Las
librerias se corrieron en geles de poliacrilamida al 6% en buffer TBE (Tris-borato-EDTA), y
se seleccionaron por tamafios en la regién < 60 nucledtidos. Las librerias purificadas se
analizaron luego utilizando un Bioanalyzer 2100 (Agilent), y se cuantificaron por
espectrofluorimetria (Qubit, Life Technologies).

1.2.4. Anélisis bioinformético

Se utilizéd el mismo procedimiento independientemente del origen de los datos (muestras
secuenciadas por nosotros o extraidas del SRA). En primera instancia se buscé y eliminé la
secuencia correspondiente al adaptador 3’°, reteniendo uUnicamente aquellas lecturas que
poseian dicha secuencia, y un largo remanente mayor a 15. Las secuencias obtenidas se
alinearon al genoma humano (hg19) utilizando el programa Bowtie (semilla: 19, permitiendo
un miss-match en la semilla, independientemente de la calidad de la base; todas las demas
opciones por defecto) incluido en la interfaz Galaxy (https://galaxyproject.org). Se colapsaron
las secuencias no alineadas, y todas aquellas con una cantidad de lecturas mayor o igual a 3 se
sometieron a un segundo ciclo de mapeo al genoma humano utilizando un algoritmo distinto
(Lastz).

Aquellas secuencias que no pudieron ser alineadas al genoma humano por ninguno de los dos
métodos fueron clasificadas como “no alineadas”. De ellas, solamente se analizaron aquellas
cuya representacion fuese superior al 0.01% del total de secuencias “no alineadas”. Dichas
secuencias fueron alineadas a la base nucleotidica no redundante (nr/nt) utilizando Blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov), restringiendo la busqueda a los mamiferos. Se eliminaron todas
aquellas secuencias con menos de cuatro mismatches a cualquier secuencia de mamifero. Esto
fue asi dado que las diferencias inter-especie suelen ser mayores que los polimorfismos dentro
de una misma especie. Por consiguiente, al eliminar toda secuencia con similitud a un
mamifero se minimiza la posibilidad de que secuencias humanas polimorficas fuesen
interpretadas errdneamente como exogenas. El costo de este criterio conservador es la pérdida
total de la capacidad de evidenciar secuencias auténticamente exogenas provenientes de
mamiferos.

Las secuencias no alineadas al genoma humano ni con similitud evidente al genoma de
ningun mamifero fueron vueltas a alinear por Blast contra toda la base nr/nt. En esta
oportunidad se retuvieron Unicamente aquellas secuencias con un 100% de identidad en toda
su extension a algin genoma (salvo de mamifero). Este grupo constituyo el de las secuencias
“exdgenas putativas”. Cada una de estas secuencias fue anotada manualmente en funcion de
su especie de origen predicha (o género, o familia, o clase; hasta encontrar una descripcion
univoca) y del tipo de RNA del cual presumiblemente derivaria.
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En la mayoria de los casos, la abundancia relativa de una determinada secuencia fue
expresada como RPM (reads per million; lecturas en un millén de lecturas presentes en el
secuenciado en cuestion). Para el analisis del porcentaje de secuencias exdgenas respecto del
total de miRNAs humanos, se identificaron estos ultimos por alineamiento al miRBase
(version 20), permitiendo un mismatch.

Como método de verificacion alternativo, las mismas series de datos fueron alineadas por
Blast contra todas las especies contenidas en el miRBase (versién 20), y las secuencias
correspondientes a miRNAs vegetales y humanos fueron extraidas. No hubo discrepancias
entre ambas estrategias de analisis.

1.3 RESULTADOS

Se seleccionaron aleatoriamente 5 estudios que reuniesen las siguientes condiciones: i)
secuenciacion masiva de pequeiios RNAs en distintos tejidos humanos, ii) plataforma
Illumina, iii) datos crudos y métodos de armado de librerias disponibles, iv) al menos una de
las muestras analizadas deberia corresponder a tejidos en condiciones no patolégicas, v) datos
recientes (a 2012). Un primer estudio (SRA: SRP002347; (Faghihi et al., 2010) secuencio el
contenido de RNAs pequefios en pulmoén [LUN], corteza orbitofrontal [ORB], pancreas
[PAN], bazo [SPL], rifidn [KID], corazén y musculo de dos donantes cadavéricos. El segundo
trabajo analizado (SRP002272:(Hou et al., 2011) correspondia a muestras de higado en 5
donantes sanos [LIV], una muestra hepatica de un paciente infectado con hepatitis B [HBV],
y una muestra hepéatica de un paciente con hepatitis crénica severa [SCH]. De un tercer
trabajo (SRP005294: (Schotte et al., 2011) se estudié médula 6sea [B-M], linfocitos CD34+
[CD34], y timocitos [THYM]. Dos muestras de piel fueron incluidas también (SRP007825:
(Joyce et al., 2011). Por ultimo, y fortuitamente, se incluyeron 3 muestras de espermatozoides
purificados provenientes de donantes sanos (SRP002402:(Krawetz et al., 2011).

Como se describe en el apartado metodolégico, los reads de cada estudio se mapearon al
genoma humano mediante dos métodos secuenciales, con pardmetros lo suficientemente laxos
como para que solo quedaran fuera las secuencias considerablemente distintas a toda
secuencia humana a nivel genémico. Luego de sucesivos pasos de analisis descritos en la
seccion metodoldgica, se arribd a un catdlogo de secuencias “exdgenas putativas” que se
presenta en laFigura4 (clasificando segun origen predicho) y Figura5 (clasificando segin qué
tipo de RNA pequefio o fragmento de RNA representarian).

Como puede observarse, en casi todos los datos analizados aparece una predominancia del
miR-168a vegetal. Esta secuencia es comin a casi todas las gramineas y otras plantas
monocotiledoneas (que constituyen un grupo de plantas muy consumidas por los seres
humanos: arroz, maiz, trigo, etc.) pero tiene dos bases de diferencia con la secuencia del miR-
168a de plantas dicotiledoneas. Estos resultados nos entusiasmaron mucho, pues era lo
esperado de acuerdo a nuestra hipotesis de trabajo: si la transmision de miRNAs vegetales
fuese real, deberiamos encontrarlos en el vasto universo de datos de secuenciacion masiva
descartados.
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Ademas del miR-168a vegetal se detectaron otras clases o tipos de secuencias exogenas
putativas ubicuamente representadas. No deberia sorprender la presencia de secuencias
bacterianas, pues estas pueden haber llegado a los datos por diversas razones: fenémenos de
transferencia a través de la dieta o de la flora bacteriana, pero también mecanismos menos
interesantes desde un punto de vista bioldgico — pero no por eso menos reales — tales como la
contaminacion bacteriana de las muestras o del material de laboratorio.
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Figura 4: clasificacion de las secuencias exdgenas putativas detectadas en muestras humanas segun su origen. El panel
superior muestra los resultados expresados como RPM (lecturas en un millén de lecturas procesadas en la muestra
correspondiente). El panel inferior muestra los porcentajes de cada origen en el total de secuencias exdgenas putativas.
Dado que la mayoria de las secuencias exdgenas putativas de origen vegetal corresponden a osa-miR-168a, se habilitd un
color especial (verde claro) para dichas secuencias, mientras que el verde oscuro corresponde a todo el resto de las
secuencias vegetales. PES: putative exogenous sequences.

Mas desconcertante eran las secuencias de bivalvos, encontradas en varios de los datos
analizados, e incluso provenientes de distintos grupos de investigadores. Se detectaron
diversos fragmentos de RNA ribosomal, algunos de un largo de hasta 30 nucleétidos, lo que
permitié descartar que se tratase de alineamientos casuales. Algunas de las secuencias eran
univocamente derivadas de una determinada especie de mejillones: Mytilus galloprovincialis
o Mytilus edulis. Estas secuencias aparecian en muestras donde era desafiante explicar su
presencia, tales como el cerebro, los espermatozoides, y el pancreas (Figura 4). Es verdad que
los mejillones forman parte de la dieta humana, pero de ahi a que su RNA pudiese atravesar
tanto la barrera digestiva como la hemato-encefalica habia un largo trecho. Por fin, afios méas
tarde, se revel6 el misterio al comprobar que casi todo el glucgeno comercial usado en
procesos de precipitacion y aislamiento de acidos nucleicos proviene de los mejillones. Pero
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para ese entonces ya quedaba claro que la gran sensibilidad de las técnicas de secuenciacion
profunda provocaba la secuenciacion de toda clase de contaminantes.

En las Figuras 4 y 5 se omitio el andlisis de los datos provenientes del estudio SRA:
SRP002402, correspondientes a tres muestras de espermatozoides humanos provenientes de
donantes fértiles. Esto fue asi para evitar problemas de escala, ya que la proporcion de
secuencias exdgenas en dichas muestras fue extremadamente alta. Por ejemplo, los niveles del
miRNA miR-168a de gramineas oscilaron tipicamente por debajo del 1% del total de
miRNAs humanos en casi todas las muestras (Figura 6, a); niveles similares a los reportados
en el articulo original de Zhang (Zhang et al., 2012a). Lo mismo vale para el resto de las
secuencias exdgenas putativas. Por el contrario, los niveles del miR-168a vegetal llegaron a
representar cerca del 1200% de los miRNAs humanos en una de las muestras de
espermatozoides, y el resto de las secuencias exdgenas vario en el intervalo 500-3000%
(Figura 6, b).

Interpretar estos resultados a la luz de la hipotesis de que la presencia de miRNAs vegetales
es consecuencia directa de la ingesta de los mismos, era una tarea dificil. Durante mucho
tiempo se creyd que el DNA nuclear era el Unico tipo de material genético transferido por un
espermatozoide a un évulo durante la fecundacion. Recientemente se ha descrito como
algunos miRNAs provenientes del espermatozoide también pasan al zigoto, y son requeridos
para las primeras divisiones celulares del nuevo individuo (Liu et al., 2012). ¢ Cabria esperar
un rol para los miRNAs vegetales — aparentemente mucho mas abundantes - en la
fecundacion humana?

La pregunta anterior nos resultaba ciertamente inquietante, pero ese sentimiento convivia con
la percepcion — basada en el sentido comun — de que tener a nivel de gametos doce veces mas
secuencias vegetales que la suma de miRNAs humanos era algo demasiado asombroso como
para ser verdad. Dificil no pensar en un artefacto. En cualquier caso, evidencia empirica era lo
que estaba faltando.

En colaboracién con el Dr. Montes del laboratorio clinico Fertilab, obtuvimos — previa
aprobacion del comité de ética correspondiente — tres muestras de espermatozoides humanos
altamente purificados, provenientes de tres donantes uruguayos. Nuestro objetivo fue realizar
secuenciado profundo de pequeiios RNAs en dichas muestras, y buscar posibles RNAs
exogenos, particularmente vegetales. Adicionalmente, el RNA extraido de las muestras fue
tratado con y sin NalO,4, de modo tal de evidenciar si las secuencias vegetales detectadas
poseian un grupo 2’-0-metilo en su extremo 3’.

Las tres muestras de espermatozoides secuenciadas en el presente trabajo no fueron obtenidas
ni procesadas de manera simultanea. Nuestra intencion inicial era estudiar una unica muestra,
que fue la aqui denominada como SPE4 (y su correspondiente contraparte tratada con
periodato de sodio). En aquellos momentos, el Gnico “secuenciador de nueva generacién”
disponible en el pais era el lllumina Genome Analyzer lIx que el Institut Pasteur de
Montevideo habia adquirido. Las caracteristicas de este equipo obligaban a que un gran
namero de muestras fuesen corridas en paralelo, de modo tal de amortizar los costos basicos
de funcionamiento. En una de las primeras experiencias de secuenciacion profunda realizadas
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en el Instituto, construimos junto al Dr. Gonzalo Greif las librerias correspondientes a
nuestras muestras, y a un gran nimero de muestras de diferentes usuarios centralizadas por la
Unidad de Biologia Molecular del IPMon. Enseguida se explicara por qué esta informacion
anecdotica resulta relevante.
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Figura 5: clasificacién de las secuencias exdgenas putativas detectadas en muestras humanas segun el tipo de RNA del cual
presumiblemente provienen. Solamente se representan aquellas muestras donde el nimero de lecturas correspondientes a las
categorias graficadas fue mayor a cero. A.S: secuencias anti-sentido a mRNAs. SENSE: secuencias sentido a mRNAs.
TRANSP: secuencias correspondientes a elementos transponibles anotados en el genoma.
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Figura 6:(A) Porcentaje del total de miRNAs humanos que representan los niveles de osa-miR-168a (verde) o el total de las
demas secuencias exdgenas putativas (rojo). (B) Las muestras SPE1-SPE3 (espermatozoides humanos) se representan en
escala independiente.

Contrario a lo observado en los datos del equipo estadounidense (SRA: SRP002402), no se
detectd ninguna secuencia correspondiente al miR-168a vegetal en los nuestros, ya sea con o
sin tratamiento con periodato. Mé&s aun, los niveles de secuencias vegetales en general fueron
sumamente bajos (< 10 RPM), y ninguna de ellas correspondia a miRNAs. Es asi que
teniamos muestras de espermatozoides secuenciadas por distintos autores pero con los
mismos métodos, y mientras que unas contenian cantidades abrumadoras de secuencias
vegetales, las otras tenian niveles practicamente nulos.

Algo intrigante ocurrié a la hora de analizar los miRNAs humanos. Como ya habia sido
descrito (Krawetz et al., 2011; Liu et al., 2012), se comprob6 que el miR-34c-5p figuraba
entre los mas abundantes en espermatozoides, de algin modo apoyando la validez de los
datos. Curiosamente, el perfil de miRNAs estaba completamente alterado en la muestra
tratada con periodato. Los niveles de los tres miRNAs mas abundantes en la muestra original
eran muy bajos (miR-378a-3p, miR-769-5p y miR-34c-5p), mientras que otros como el miR-
143-3p, y el miR-126-3p aparecian encabezando la lista. Esto era algo inesperado, pues la
oxidacion con periodato deberia afectar por igual a todos los miRNAs humanos, salvo que
alguno de ellos estuviese — y hubiese sido algo novedoso — modificado en su extremo 3’. Pero
a esta altura ya todo parecia ser un artefacto.

Consideramos que una explicacion posible podria ser que el periodato sodico hubiese oxidado
a todos los miRNAs humanos volviéndolos no aptos para la secuenciacion, y que la presencia
del miR-143-3p y del miR-126-3p se debiese a un fenomeno de contaminacion posterior al
tratamiento®?. Pensando en fuentes posibles de contaminacion, dirigimos la mirada a las otras

12En el primer secuenciado de exosomas que realizamos en paralelo a estas muestras, la casi totalidad de los miRNAs
correspondian a miR-143-3p y miR-126-3p, lo cual era una coincidencia demasiado grande. Vale aclarar que dichos datos
no fueron utilizados para el analisis realizado en el capitulo 11 de esta Tesis.
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librerias™ construidas ese mismo dia. La memoria indicaba que muchas de las muestras
procesadas en paralelo con las nuestras correspondian a RNA de pulmon de rata. Solicitamos
entonces a los investigadores pertinentes una lista de los 5 miRNAs mas abundantes en dichas
muestras. Como se puede apreciar en la Figura 7, esta lista fue un reflejo exacto de los
mMiRNAs “humanos” mas abundantes en SPE4 + NalO,4.Cabe sefialar que las secuencias
humanas y de rata para estos miRNAs son exactamente iguales, dado el alto grado de
conservacion que por lo general presenta este tipo de genes.

Aunque parecia claro, decidimos desafiar la hipotesis de que lo que estabamos observando era
una consecuencia directa de la contaminacion cruzada con otras muestras procesadas en
paralelo el mismo dia. Ademas de muestras de rata, habia también unas muestras de tejido de
tortuga provenientes del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable (I1IBCE). Y
si bien no encontramos MiRNAs vegetales, pudimos detectar 9 secuencias distintas (29 reads;
11.5 RPM) correspondientes a fragmentos de RNA ribosomal de tortuga (género Trachemys)
en la muestra SPE4. Mas aun, 12 secuencias distintas de tortuga (77 reads, 108 RPM) fueron
detectadas en SPE 4 + NalO..

Llevamos la experiencia a n=3 sumando dos nuevas muestras de espermatozoides humanos
(SPE 5 y SPE 6, y sus contrapartes tratadas con NalO,), pero extremando precauciones a
efectos de minimizar la posibilidad de contaminacion cruzada durante el armado de las
librerias. En concreto, las muestras fueron procesadas aisladamente, en un laboratorio distinto,
con material de laboratorio diferente, y adjudicando un “cédigo de barra” distinto a cada
muestra. Como cabia esperar, no se detectaron secuencias de tortuga en ninguna de las 4
muestras, ni aparecieron los miRNAs de rata entre los mas abundantes luego de oxidar el
RNA con periodato de sodio.

Volviendo al objetivo inicial, tampoco se encontraron en ninguna de estas muestras miRNASs
vegetales. Ni siquiera el tratamiento con periodato de sodio — que deberia amplificar la sefal
de los RNAs protegidos por metilacion — permitio la deteccion de estas especies. Y no hay
razon para dudar de la efectividad de dicho tratamiento ya que la proporcion de piRNAs
humanos aument6 significativamente (P<0.05; prueba t a una cola en medidas no pareadas) en
las muestras tratadas con periodato, consistente con el hecho de que los piRNAs estan 2’-0-
metilados en su extremo 3’ (Ohara et al., 2007) (Figura 8).

Llegado a este punto, la evidencia acumulada permitia inferir o argumentar que los resultados
del articulo de Cell Research (Zhang et al., 2012a)pudiesen ser de naturaleza artefactual. Esta
afirmacion podia sustentarse en las siguientes consideraciones:

1) La presencia de miRNA vegetales, y de osa-miR-168a en particular, fue ubicua en
nuestro meta-analisis de muestras humanas. Ahora bien, dichas secuencias no estaban
restringidas a la sangre o al higado, sino que podian detectarse también en drganos
como el cerebro y el pancreas.

12 De ADNc amplificado. Dado que el Illumina GAllx posee 8 carriles en el secuenciador, los cédigos de barra se pueden
repetir siempre y cuando muestras con igual cddigo vayan a parar a carriles diferentes.
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2) Si tal presencia obedecia a mecanismos biologicos de captacion a partir de la dieta,
dichos mecanismos deberian ser eficientes para dirigir secuencias exdgenas hacia los
espermatozoides.

3) Y sin embargo, las muestras de espermatozoides secuenciadas por nuestro grupo (en
un instituto donde no se trabaja con plantas) poseian cantidades nulas de miRNAs
vegetales, en abierta contradiccion con lo anterior.

4) Asi mismo, mostramos como la contaminacion cruzada durante el armado de librerias
para secuenciacion profunda era un mecanismo posible y valido para explicar la
presencia de secuencias exdgenas en muestras humanas.

5) Y todo esto sumado a los estudios sobre no reproducibilidad de los resultados de
Zhang et al. (2012), que por esa época comenzaban a publicarse.
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Figura 7: abundancia relativa (expresada como RPM) de los principales miRNAs en la muestra SPE4 (verde) y en la misma
muestra tratada con periodato sddico (rojo). Por encima de las barras rojas se indica la posicion de los respectivos miRNAs

en un ranking decreciente (#1 correspondiente al miRNA mas abundante) de miRNAs en muestras de tejido pulmonar de rata
procesadas y corridas en paralelo.

Lo anterior podria ser suficiente para dudar de la realidad de los supuestos mecanismos de
captacion de miRNAs a partir de la dieta, dado que la contaminacion aparecia como una
interpretacion alternativa, tal vez mas razonable, de los mismos resultados. Pero ¢como
demostrar que la presencia de miRNAs vegetales en los trabajos de Zhang et al. se debia,
efectivamente, a contaminacion cruzada? Por fin surgié una idea prometedora: recurrir una
vez mas a la mineria de datos bioinformaticos ¢Qué mas habia publicado el grupo en cuestién
en los ultimos afios? Tal vez alli encontrariamos la respuesta.
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Figura 8: abundancia relativa (expresada como RPM) del total de piRNA humanos detectables en las muestras SPE4, SPE5
y SPE6 secuenciadas por nosotros, ya sea con (derecha) o sin (izquierda) tratamiento del RNA con periodato sédico.

Una busqueda en PubMed nos puso en conocimiento de la publicacion: “identificacion y
caracterizacion de nuevos miRNAs en anfioxos”, que los mismos autores habian publicado en
la revista Genome Biology en el afio 2009' (Chen et al., 2009). Los anfioxos son pequefios
animales del grupo de los Cefalocordados que viven enterrados en la arena de los mares
templados. Desde luego, no se alimentan de gramineas como el arroz o el trigo sino que,
como se indica en el apartado metodoldgico de dicho articulo, fueron alimentados en base a
algas. Por consiguiente, no cabria esperar la presencia del osa-miR-168a en estos organismos.
Afortunadamente, y a diferencia del articulo de Cell Research, en esta oportunidad los datos
crudos de la secuenciacién estaban disponibles (SRA: SRP001014).

De un total de 1387630 lecturas totales correspondientes al anfioxo Branchiostoma belcheri,
encontramos 86 reads (61 RPM) correspondientes al osa-miR-168a. Verificamos que esta
secuencia no tuviese ninguna similitud en el genoma de Branchiostoma, ni tampoco en los
genomas de las algas utilizadas para alimentarlo.

Ademas del miR-168a, el trabajo de Zhang et al. (2012) habia reportado la presencia de otros
miRNAs vegetales. Ordenados segun su abundancia relativa, como puede extraerse de la
Tabla Suplementaria 1 de dicho articulo, estos eran: 0sa-miR168a, ath-miR156a, ath-
miR167a, ath-miR166a, ath-miR169b y ath-miR172a, entre otros. En los datos de anfioxo de
los mismos autores, pudimos encontrar 86, 43, 23, 5, 1 y 2 reads correspondientes a cada uno
de ellos de forma respectiva. La correlacion de los niveles de miRNAs vegetales entre los
datos de anfioxo y de sangra humana fue sumamente alta (Pearson r = 0.9874; Spearman rho
= 0.9439), volviendo extremadamente improbable que esta asociacion fuese aleatoria
(P<0.0001; Figura 9).

1%.Si bien el articulo de Cell Research fue publicado on-line a fines de 2011, los autores contaron en una entrevista que
estuvieron luchando por publicar el manuscrito por casi tres afios, luego de la negativa de revistas como Cell y Science que
lo consideraros un hallazgo “demasiado extraordinario”. Eso nos permite deducir que los datos fueron obtenidos en torno a
los afios 2008-2009.
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Figura 9: correlacion entre los niveles de miRNAs vegetales detectados en plasma humano por Zhang et al. (2012) y los
niveles de dichos miRNAs en un secuenciado de pequefios RNAs en anfioxos, realizado por los mismos autores. (A) Dado que
no fue posible acceder a los resultados crudos del secuenciado en humanos, los niveles de miRNAs vegetales en dicho caso
se representan de la manera como son suministrados en el articulo: reads en un millon de reads correspondientes a miRNAs
humanos (eje vertical). Dado que los datos crudos del secuenciado en anfioxo si eran de dominio publico, en el eje
horizontal se representa directamente el nimero de reads correspondiente a cada miRNA vegetal. (B) Coeficiente de
correlacion de Spearman para los miRNAs vegetales detectados en anfioxo, y cada una de las librerias analizadas en el
articulo de Zhang et al (2012) en Cell Research. Las lineas punteadas muestras los niveles por encima de los cuales la
probabilidad de que dicha correlacion se haya alcanzado por azar tiene un P<0.05 (rojo) y P<0.005 (azul).

Ahora si existia evidencia que permitia afirmar que la deteccion de miRNAs vegetales en
sangre humana se debia con alta probabilidad a un fendémeno de contaminacién a nivel de
laboratorio. Insistir en una captacion de los mismos a partir de la dieta implicaria aceptar el
mismo tipo de fendmeno para el anfioxo, pero ¢De donde podria éste obtener el mismo set de
miRNAs vegetales, en exactamente el mismo orden de abundancias relativas, algunos de ellos
siendo especificos incluso de gramineas a las que el cefalocordado no deberia jaméas verse
expuesto?

1.4 DISCUSION

El mismo dia que, buscando publicaciones de Chen-Yu Zhang (autor correspondiente del tan
mencionado articulo de Cell Research), encontramos el articulo sobre los miRNAs en
anfioxos, encontramos una publicacién que dos dias atrds habia sido publicada en Nature
Biotechnology: “Respuesta a:<<Falta de biodisponibilidad oral detectable para los
microRNAs vegetales luego de realizar ensayos de alimentacion en ratones >>" (Chen et al.,
2013). Claramente, se traban de los descargos de los autores a otro articulo publicado en la
misma revista, cuyo titulo era el que se representa entre corchetes angulares.

Fue asi que dimos con la publicacion de Dickinson y co-autores (Dickinson et al., 2013), que
fue el cuarto reporte publicado ese afio sobre no reproducibilidad de lo reportado por Zhang et
al., sumandose a las publicaciones de Zhang — otro Zhang distinto - (Zhang et al., 2012b),
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Witwer (Witwer et al., 2013b) y Snow (Snow et al., 2013). El segundo de ellos, Kenneth
Witwer, termind siendo un estrecho colaborador en el trabajo que refiere al Capitulo 11 de esta
tesis.

¢Qué tenia de particular el trabajo de Dickinson para justificar que un cuarto reporte sobre
irreproducibilidad ocupase su lugar en una revista de la talla de Nature Biotechnology? Mas
aun, la publicacion de este estudido motivo que dicha revista dedicase su editorial del mes de
noviembre a abordar precisamente el asunto de la reproducibilidad, con el muy incitativo
titulo de “/estamos] Receptivos a la Replicacion” (Nat-Biotechnol, 2013).

La pregunta anterior puede contestarse desde el trabajo en si, o desde los autores. El trabajo
en si fue bastante concreto y solido: alimentaron ratones con raciones sintéticas conteniendo
un elevado contenido de arroz, un moderado contenido de arroz, o completamente carentes de
arroz, previa aclimatacion a dichas raciones, y por periodos de tiempo variables (1, 3y 7
dias). Luego secuenciaron pequefios RNAs extraidos tanto del higado como del plasma de
dichos ratones con la tecnologia HiSeq de Illumina, obteniendo una alta profundidad de datos
(> 10 millones de reads por libreria). Las cantidades de miRNAs vegetales detectados fueron
despreciables (< 1 RPM). Més aln, estas pocas secuencias fueron detectadas en las distintas
muestras, sin apreciarse ningun tipo de dependencia con el régimen de alimentacién de los
ratones. La mayoria de estas secuencias correspondian ademas al miR414 vegetal, el cual es
no detectable en granos de arroz, sugiriendo que su aparicion podria tratarse de un artefacto.
Ademas de la secuenciacion profunda, los autores evaluaron los niveles del osa-miR-168a por
PCR cuantitativa (donde la presencia de la modificacion 2’-0-metilo no deberia generar
sesgos), detectando altos niveles en las raciones ricas en arroz, y niveles no detectables en
higado o plasma. Por Gltimo, los autores suministraron evidencia para suponer que el aumento
en los niveles de LDL plasmatico reportados por Zhang et al. (2012) no se debian a la ingesta
de miR168a per se, sino a una respuesta sistémica frente a una dieta basada exclusivamente
en arroz, y consecuentemente mas baja en lipidos y en colesterol que la de los ratones control.

Mirando la afiliacion de los autores, el primero y Gltimo pertenecian a miRagen Therapeutics,
una compafiia con sede en Colorado (EE.UU.) interesada en utilizar miRNAs como agentes
terapéuticos, y por consiguiente, interesada en la posibilidad de la incorporacion de miRNAs
por via oral. Los restantes cuatro autores pertenecen a la compafiia Monsanto, conocida por su
dominio en el mercado de los alimentos transgénicos. Asi, la objetividad del equipo de trabajo
se lograba mediante la compensacion entre quienes a priori preferirian ver la teoria de la
ingesta de miRNAs funcionales confirmada, y quienes — puede suponerse — preferirian ver
dicha teoria tan académicamente desprestigiada como fuese posible. En el medio estabamos
nosotros, ajenos a toda esa polémica, tratando de publicar algo para rescatar el afio y medio de
esfuerzo que le habiamos dedicado a un artefacto. Y ahora que teniamos una prueba sélida de
que todo se debia a fenomenos de contaminacion, el tema habia tomado bastante vuelo y
parecia ya asunto cerrado.

En sus descargos (Chen et al., 2013), Zhang et al. se apoyaron fundamentalmente en sus
experimentos basados en la oxidacion con periodato sédico, argumentando que esa era la
manera mas eficiente para detectar los miRNAs vegetales; experimentos faltantes en el
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articulo de Dickinson y colaboradores. Sin embargo, nuestros resultados mostraban como,
paraddjicamente, la oxidacidén con periodato era una forma de amplificar la representacion
relativa de los contaminantes en una muestra.

El hecho de haber podido detectar secuencias de Trachemys en muestras de espermatozoides
humanos procesadas en paralelo con RNA de tortuga, o el hecho de que alguien més haya
detectado secuencias vegetales en muestras de sangre humana y de higado de raton, podrian
parecer fenmenos pertinentes Unicamente a quienes investigan en el campo de los RNAs
exogenos. Y sin embargo, los efectos mas dafiinos se darian en los casos donde muestras del
mismo organismo se contaminasen de forma cruzada. Porque en estos casos, a diferencia de
los anteriores, resultaria imposible advertir la contaminacion a posteriori, es decir, al
momento del analisis de los datos.

Uno podria pensar que el tema de la contaminacion y la secuenciacion profunda era algo
propio para discutir entre usuarios del sur, que llegamos a la tecnologia varios afios después
de su uso generalizado en institutos y universidades del llamado primer mundo. Y sin
embargo, diversas sefiales parecian indicar que no era un tema que el mundo hubiese aun bien
digerido. En primer lugar, la publicacion de nuestro articulo mostraba como habia lugar para
que una revista como RNA admitiese un reporte cuyo titulo contenia la frase: “efectos
subestimados de la contaminacion en secuenciacion masiva” (Tosar et al., 2014). Y eso salié
a principios de 2014. En noviembre de ese mismo afio, Nature publicoé como noticia:
“Estudios sobre microbiota amenazados por la contaminacion”*®, luego de que se mostrase
que la diversidad de especies bacterianas detectables en diluciones seriadas de un cultivo de
Salmonella bongori era proporcional al grado de dilucién de las muestras (Salter et al., 2014).

En el estudio anterior, las fuentes de contaminacion detectadas fueron los kit de extraccion de
DNA, que por lo general no se venden estériles. Otro ejemplo paradigmatico es la historia
asociada al virus XMRV, un retrovirus relacionado al virus de la leucemia murina descubierto
en muestras de pacientes con cancer de pancreas (Urisman et al., 2006). En 2009 se publicé
en la revista Science la deteccion de dicho virus en células blancas de pacientes con sindrome
de fatiga cronica, una enfermedad que afecta millones de personas en el mundo y cuya
etiologia era desconocida (Lombardi et al., 2009). Dos afios después, dicho articulo sufrié una
retraccion total luego de que numerosos laboratorios fallaran en el intento de reproducir estos
resultados, ni fueron capaces de detectar al virus XMRV en las mismas muestras que habian
sido utilizadas en el reporte original. En 2012 también fue retractado el articulo de Plos
Pathogens que habia descrito el virus en cancer de pancreas, al descubrirse que el mismo se
habria formado por recombinacién incidental de dos virus murinos en el laboratorio (Paprotka
et al., 2011). Por consiguiente, la explicacion mas probable para la deteccion del XMRV en
muestras humanas era contaminacion del material de laboratorio con muestras infectadas.

En 2013, la revista PNAS publicd la deteccion por secuenciacién masiva de un nuevo
parvovirus denominado NIH-CQV, detectado en muestras de pacientes con hepatitis
seronegativa (no A, no B, no C, no D, no E), otra enfermedad de pobre caracterizacion y
etiologia (Xu et al., 2013). Meses después, una carta al editor publicada en dicha revista

Phttp://www.nature.com/news/microbiome-science-threatened-by-contamination-1.16327
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advertia que el NIH-CQV era probablemente un virus de algas, introducido en el laboratorio
debido a las columnas de extraccion en fase sdlida para la purificacion de acidos nucleicos. La
silica presente en estos dispositivos — a la que se adsorbe el DNA — se extrae de la pared
celular de diatomeas (algas unicelulares), explicando asi el origen de la contaminacion
(Naccache et al., 2014).

No son pocos, pues, los casos en los cuales la secuenciacion profunda ha llevado a
conclusiones erréneas debido a una falta de concientizacion sobre los efectos de la
contaminacion y sus variadas fuentes. Desde luego, la culpa no es de la tecnologia ni de su
alto poder de andlisis. Si estos son los casos dénde el origen de la contaminacion pudo
probarse y rastrearse ¢cuantas conclusiones basadas en artefactos continuaran adn auto-
amplificandose en la literatura cientifica?

Cuando las fuentes de contaminacién comienzan a ser los propios materiales de laboratorio,
provenientes de los fabricantes mas confiables y respetados, uno comienza a comprender que
nadie esta del todo libre de esta problematica. Y sin embargo, el sentido comun indica que en
algin momento las conclusiones errdneas asentadas sobre datos mal interpretados tendrian
que caer por su propio peso. En algin momento los experimentos confirmatorios, si son
realmente ortogonales a la técnica original, deberian dejar de cumplirse: controles positivos
que no dan; controles negativos donde la contaminacion se hace manifiesta. Es aqui donde
aparecen las tensiones entre el método cientifico, la psicologia humana, y los curriculum
vitae: muchos de los articulos a los que se ha hecho referencia poseen correcciones y
enmiendas debido a figuras cuya manipulacion ha sido probada.

A modo de resumen de este capitulo, nuestros resultados y los de otros investigadores nos
permiten afirmar que no existe evidencia suficiente para sostener la regulacion inter-reino de
la expresion génica mediada por miRNAs provenientes de la dieta, al menos para organismos
con aparatos digestivos similares al nuestro. Si bien no puede descartarse la existencia de tales
mecanismos, existen explicaciones alternativas para la interpretacion de los resultados
obtenidos en el articulo original de Zhang et al. (2012). Esto no significa que el debate no siga
abierto: en junio de 2015 los mismos autores publicaron un articulo de titulo: “Los RNAs
pequefios pueden ser transferidos a través de la placenta de mamiferos y regulan
directamente la expresion génica del feto” (Li et al., 2015). Los autores detectaron los mismos
miRNAs vegetales que habian descrito en humanos (y que nosotros detectamos en anfioxos)
en muestras de cordon umbilical y liquido amniotico. Uno pensaria que esta vez se tomaron
toda suerte de recaudos para probar que la contaminacién no erala fuente de los hallazgos,
pero la realidad es que no: nuestro articulo no solo no es siquiera mencionado (ni los de
ninguno de los otros detractores), sino que la palabra “contaminacion” aparece unicamente
una vez: “se tomaron precauciones para prevenir la contaminacion de los fetos con el plasma
materno”. No hay mencion a la posibilidad de que cada vez que en dicho laboratorio se
secuencia una muestra de lo que sea, aparecen estos miRNAs vegetales. Por el contrario, se
propone que cuando una madre come arroz, los miRNAs vegetales pasan a su sangre y
atraviesan la placenta, para luego regular la expresion génica de su hijo/a. Un caso de
regulacion de la expresion génica no solo entre reinos, sino también entre generaciones. Otros
investigadores, incluso algunos muy respetados en su campo, también opinan que pese a las
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criticas la evidencia disponible apoya la transferencia de miRNAs a través de la dieta en
mamiferos (Fabris and Calin, 2016; Hirschi et al., 2015). El tiempo tendra la ultima palabra.

Lo que si llama la atencion es la gran cantidad de fuentes posibles por las cuales secuencias
contaminantes pueden aparecer en una muestra. Ya se mencionaron los kit de extraccion y
purificacion de &cidos nucleicos. A ellos deberia sumarse el glucégeno utilizado para la
precipitacion del RNA, que nosotros postulamos como una fuente de contaminacion con
secuencias de mejillones. Y aunque no lo hemos mencionado, también disponemos de
evidencia sélida para afirmar que el Trizol — reactivo comunmente utilizado para la
purificacion de RNA — es capaz de preservar acidos nucleicos contaminantes por periodos de
al menos dos afios si es mantenido a 4°C. También esta la contaminacién cruzada durante el
armado de las librerias. Y obviamente, la contaminacién microbioldgica de cualquier muestra
no estéril. Una lista que sugiere un largo etcétera.
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CAPITULO Il

Caracterizacion del conjunto de pequefios RNAs secretados por
células mamarias en distintas fracciones extracelulares

2.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se exploréd la posibilidad de transferencia funcional de RNAS
reguladores de la expresion génica entre organismos no emparentados, y en particular, la
posibilidad de que la dieta fuese el proceso por el cual dicha transferencia pudiese llevarse a
cabo. Nuestra conclusién es que no existe por el momento evidencia concreta que sostenga
dicha hipétesis, pero es un campo de estudio abierto que podria arrojar nuevas sorpresas en el
futuro.

En donde si existen amplios consensos y numerosa cantidad de evidencia es en el campo de la
transferencia funcional de RNAs reguladores entre:

a) Organismos no emparentados, en el contexto de una relacion parasito — hospedero.

b) Células de un mismo organismo, ya sea espacialmente cercanas (es decir: formando
parte de un mismo micro-ambiente) o ubicadas en distintos tejidos y regiones del
cuerpo.

Nuestro laboratorio tuvo un interés temprano en el punto (a), y luego de haber descrito la
presencia de mitades de tRNAs en el protozoario patdgeno Trypanosoma cruzi (Garcia-Silva
et al., 2010) y su posible asociacion con proteinas Argonauta para conformar una nueva
familia de RNAs reguladores (Garcia-Silva et al., 2014c; Garcia Silva et al., 2010), se advocé
al estudio de la secrecién de dichos RNAs en vesiculas extracelulares y los efectos
ocasionados luego de su captacion por parte de células humanas susceptibles a la infeccion
(Garcia-Silva et al., 2014a; Garcia-Silva et al., 2014b).

A pesar de los avances realizados en el modelo parasitario — realizamos una de las primeras
descripciones sobre la presencia de mitades de tRNAs como posibles RNAs reguladores, —
nuestro laboratorio posee un sesgo natural hacia la biologia del cancer, por lo que result6 de
interés estudiar la secrecion y transferencia de RNAs reguladores entre células humanas,
particularmente en un contexto tumoral.

Como se explicd en la introduccion general de esta tesis, las implicancias de las vesiculas
extracelulares en la comunicacion intercelular y en la biologia del cancer son cada vez mas
claras. Materia mas discutible es en qué medida dichos efectos son mediados por la presencia
de RNAs reguladores contenidos en dichas vesiculas.

La primera descripcion de que los exosomas contienen miRNAs capaces de provocar
respuestas funcionales en células receptoras data del afio 2007, en un importante articulo del
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grupo de Jan Létvall que cuenta ya con méas de 3000 citas académicas (Valadi et al., 2007). A
partir de dicho reporte, numerosos laboratorios se lanzaron al estudio del rol de los miRNAS
extracelulares contenidos en exosomas, y la evidencia al respecto comenzé a acumularse a un
ritmo acelerado. Se llegd incluso a proponer el concepto de que los miRNAs pudiesen
funcionar como una suerte de hormonas, viajando por el torrente sanguineo y transfiriendo
mensajes de un punto a otro del organismo (Cortez et al., 2011).

Al margen de su rol fisioldgico, la presencia de miRNAs en la sangre desperté un enorme
interés por su posible uso como nuevos biomarcadores minimamente invasivos. Ya era
conocido que los distintos tipos de cancer poseen una expresion alterada y particular de
miRNAs (Lu et al., 2005). Por consiguiente, cabria esperar que la presencia de un tumor
incipiente pudiese manifestarse por la presencia de miRNAs derivados del tumor en la sangre.
Seria imposible citar aqui toda la bibliografia del tema, que hoy ronda los 400 articulos al afio.

Dada la patologia X, numerosos investigadores estudiaron los perfiles de miRNAs en sangre
de individuos afectados por X e individuos control. Las tipicas conclusiones son del tipo “los
miRs #a, #b y #c son mas abundantes en sangre de pacientes con X, y, por consiguiente, se
postulan como biomarcadores de X”. Sin embargo, el bajo nivel de reproducibilidad entre
estudios de este tipo ha ocasionado que no existan ain biomarcadores validados y altamente
especificos basados en miRNAs extracelulares (Witwer, 2014). En muchos casos, los
miRNAs afectados por la patologia X parecerian deberse méas bien a efectos inespecificos
indirectos y por tanto comunes a varias patologias (ej: derivados de un cambio en la
composicion de células sanguineas a raiz de la irrupcion de fendmenos de inflamacion
asociados a X).

Si se considera que la mayoria de los miRNAs presentes en el plasma provienen de células
hematopoiéticas (Duttagupta et al., 2011) uno podria preguntarse qué tan sencillo pueda llegar
a ser detectar el aporte de un pequefio tumor incipiente proveniente de un 6rgano interno, por
ejemplo. El alto grado de dilucién provocado por la liberacion de miRNAs a la sangre podria
contrarrestarse si se pudiera ya no analizar el plasma en su conjunto, sino pre-enriquecer la
muestra en las vesiculas extracelulares provenientes del tumor. Pero para esto seria necesario:

a) Conocer si el perfil de RNAs que caracteriza a un determinado tipo de tumor se ve de
algin modo reflejado en el perfil de RNAs secretados por las células tumorales.

b) Si existen RNAs con potencial biomarcador: conocer el tipo de vesicula o vehiculo
extracelular en el cual estos son principalmente secretados.

c) Disponer de marcadores de superficie para poder enriquecer la muestra en las
vesiculas extracelulares derivadas del tumor.

El punto (c) ha tenido un reciente empuje cuando la revista Nature publico en julio de 2015
un reporte sobre la presencia de la molécula glipican-1 (GPC1) en la superficie de exosomas
circulantes provenientes de cancer de pancreas (Melo et al., 2015). Los autores mostraron
como la cuantificacion plasmatica de exosomas GPC1+ permitia la deteccion del céncer
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pancreatico con una mayor sensibilidad y especificidad que los métodos actualmente
disponibles, en una etapa muy precoz, y con excelente discriminacion entre tumores malignos
y benignos.

Si bien el reporte anterior abre numerosas posibilidades experimentales, al momento de
desarrollar esta tesis eran los puntos (a) y (b) los que requerian, a nuestro juicio, una respuesta
mas urgente. A pesar de afios de investigacion en la temética no quedaba claro, por ejemplo,
si las células seleccionan un conjunto reducido de miRNAs que son posteriormente secretados
de manera especifica, o si por el contrario el secretoma de pequefios RNAS es una muestra
estadisticamente representativa del contenido intracelular.

El segundo de los escenarios presentados en el parrafo anterior avalaria la busqueda en sangre
de RNAs expresados de manera aberrante en el tumor, muy por encima de los valores
normales en el tejido correspondiente, y poco o nada expresados en células sanguineas. Pero
la mayoria de la bibliografia existente describe a la secrecion de miRNAS en exosomas como
un fendbmeno altamente selectivo (van Balkom et al., 2015; Zhang et al., 2015), con la
consecuente disrupcion entre los perfiles de pequefios RNAs intra y extracelulares. Sin
embargo, una exploracion detallada permite evidenciar que casi todos los articulos citan a un
conjunto reducido de reportes para sostener tal afirmacion. Dichos reportes afirman que los
perfiles de miRNAs en las vesiculas extracelulares — estudiados por secuenciacién profunda —
difieren de los perfiles observados dentro de las células parentales, siendo esto evidencia
indirecta de secrecion selectiva (Guduric-Fuchs et al., 2012; Ji et al., 2014; Nolte-'t Hoen et
al., 2012).EI asunto es que dichos reportes carecen de la inclusion de réplicas bioldgicas en la
secuenciacion profunda, por lo cual el soporte estadistico de las diferencias halladas en los
perfiles intra y extracelulares es desconocido. Esta critica no aplica a lo reportado por el grupo
de Sanchez-Madrid (Mittelbrunn et al., 2011), quienes también describieron perfiles alterados
entre células inmunes y sus respectivos exosomas, evaluados por microarreglos. Este grupo
suministr6 luego una explicacion mecanistica, encontrado motivos de secuencia que
distinguian a los miRNAs secretados de aquellos retenidos en la célula, y describiendo como
la proteina hnRNPA2BL1 era capaz de reconocer dichos motivos para dirigir a los miRNAS
hacia los exosomas (Villarroya-Beltri et al., 2013).

Aunque con menos eco en la comunidad cientifica congregada en torno a las vesiculas
extracelulares, también existe evidencia sosteniendo un principio de secrecion no selectiva
para los miRNAs. Recientemente ha sido descrito como los niveles de miRNAs extracelulares
estan inversamente correlacionados a la abundancia intracelular de RNAs conteniendo sitios
complementarios (Squadrito et al., 2014). Esto de algin modo sugiere que la secrecién no es
selectiva ya que un mayor “secuestro” de los miRNAs por RNAs complementarios implica
una disminucién en sus niveles intracelulares efectivos (“libres”). Y a menores niveles
efectivos, menor seria la tasa de secrecion de dichas especies. También existe un reporte que
describe una fuerte correlacion, en células MCF-7, entre los niveles de miRNAs dentro y
fuera de la célula (Turchinovich et al., 2011). En resumen, si bien la “hipotesis de secrecion
selectiva” goza de una amplia aceptacion, la evidencia disponible no es en absoluto
definitoria.
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Otro aspecto que se considerd relevante fue el conocer qué tipos de RNAs pequefios™® son
secretados 0 estan presentes en distintas fracciones extracelulares. Desde el punto de vista de
su uso como biomarcadores, poseer una suerte de “atlas extracelular” de pequefios RNAs
permitiria focalizarse y enriquecer en fracciones especificas en lugar de trabajar con el medio
extracelular — o la sangre — en su conjunto. Lo queimpactaria positivamente en el
mejoramiento de la relacion sefial / ruido en este tipo de andlisis. Pero mas alla de sus posibles
aplicaciones, la pregunta es importante desde el punto de vista bioldgico: existen diversas
estructuras extracelulares capaces de transportar y proteger los RNAs de la accion de las
nucleasas, y a su vez dichas estructuras son consecuencia de distintos mecanismos de trafico
intracelular y secrecion. La presencia o ausencia de una determinada especie de RNA en
alguna de dichas estructuras podria dar cuenta de los mecanismos y compartimientos en los
que dicho RNA juega su rol dentro de la célula. Por otro lado, y pensando en la posibilidad de
un rol del RNA como mediador de vias de comunicacion intercelular, las estructuras
extracelulares asociadas a cada especie pueden determinar el tipo de células capaces de captar
dicho RNA y su destino intracelular una vez internalizado (Kanada et al., 2015).

2.1.1 Modelo de estudio

Para realizar una caracterizacion de la variedad de pequefios RNAs presentes en distintas
fracciones extracelulares, decidimos en primer lugar trabajar con lineas celulares humanas. A
diferencia de un estudio realizado en sangre, por ejemplo, el trabajo con lineas celulares
permite conocer sin ambigledades de qué tipo celular estdn proviniendo los RNAs
estudiados®’. Se opté por la linea celular derivada de cancer de mama — adenocarcinoma
metastatico — MCF-7, por multiples ventajas entre las que figura la existencia de estudios
previos relacionados a la caracterizacion de su secretoma de miRNAS y su comparacion con
el contenido intracelular (Turchinovich et al., 2011). Pretendimos extender este tipo de
abordaje experimental a todo el conjunto de RNAs pequefios — no solo miRNAs — y en
distintos fraccionamientos del medio condicionado extracelular, aplicando para ello las
tecnologias de secuenciacion profunda. Ademas, se estudié en paralelo la linea celular MCF-
10A, proveniente de tejido epitelial de la glandula mamaria y de caracteristicas benignas
(enfermedad fibroquistica), por lo que puede racionalizarse como la contraparte no maligna de
las células MCF-7. Ambas lineas celulares fueron obtenidas directamente de la ATCC, y se
utilizaron en nimero de pasajes bajos (menor a 10).

Se consideraron tres poblaciones diferentes en las cuales, de acuerdo a la bibliografia, cabria
esperarRNAs pequefios: microvesiculas, exosomas y complejos ribonucleoproteicos. La
biosintesis y caracteristicas de dichas estructuras ya fueron descritas en la introduccion
general. Se optd por un protocolo de purificacion basado en centrifugacion diferencial, por
poseer buenos rendimientos, niveles de pureza adecuados — aunque no ciertamente los
mejores - y por ser ain considerado como el “estandar de oro” para la purificacion de

8 Fl estudio de RNAs de mayor tamafio se considerd fuera de los alcances de esta tesis
17 se utilizaron Iineas celulares homogéneas, y bien caracterizadas: http://iclac.org/wp-content/uploads/Cross-
Contaminations-v7_2.pdf
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vesiculas extracelulares (Lobb et al., 2015; Van Deun et al., 2014). Si bien la viabilidad
celular fue alta durante el curso de nuestros experimentos (>95% segun evaluacién por tincion
con el colorante vital Azul de Tripan), la presencia de cuerpos apoptéticos no puede
descartarse, aunque cabria esperar que la mayoria de ellos fuese eliminada en la
centrifugacion inicial de limpieza (30 minutos a 2,000g); el resto co-purificaria
principalmente con la poblacion de microvesiculas.

En el campo de las vesiculas extracelulares, lo mas frecuente es que los investigadores
realicen los cultivos celulares utilizando suero fetal bovino (FBS) depletado de vesiculas; es
decir: previamente centrifugado por varias horas a 100,000g. Esto permite mantener
condiciones de cultivo similares a las condiciones estandar, pero minimizando el aporte de
vesiculas — y por tanto de RNA — provenientes del FBS. Sin embargo, este abordaje no nos
resultdé aplicable ya que nuestro estudio también se extenderia a la fraccion
ribonucleoproteica. Por consiguiente, para eliminar toda posibilidad de secuenciar RNAs
bovinos, decidimos realizar los cultivos celulares en medio definido y libre de suero. Esto no
resultdé un problema para la linea celular MCF-10A, ya que las condiciones de cultivo
recomendadas por la ATCC implican de por si el uso de un medio libre de FBS. Para el caso
de las células MCF-7, se recurri6 a la formulacion presentada en un viejo articulo (Barnes and
Sato, 1979) mediante la cual los autores obtuvieron células con caracteristicas fenotipicas
macroscopicas idénticas a las obtenidas con FBS 10%.

Se obtuvieron tres réplicas biologicas de cada fraccion extracelular, y dos réplicas biologicas
de cada fraccidn intracelular, para ambas lineas celulares (nGmero de muestras secuenciadas:
22). Las réplicas biologicas correspondieron a células descongeladas de un mismo lote
almacenado en nitrégeno liquido. Las células fueron descongeladas, puestas en cultivo, las
distintas fracciones fueron purificadas, el RNA extraido, y las librerias y secuenciacion
masiva realizadas en fechas diferentes, con diferencias de meses entre una réplica bioldgica y
la siguiente. Por consiguiente, nuestras réplicas capturan toda la varianza esperable en la
manipulacion de laboratorio del lote de células correspondiente, obtenido de la ATCC.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Reactivos

Las lineas celulares MCF-7, MCF-10A y NCI-H1299 fueron obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC) y usadas en pasajes bajos (<10). Las células HeLa fueron
obtenidas de un colega del Instituto. El medio “FEagle’s minimum essential medium” (EMEM)
fue obtenido de la ATCC. El medio “Mammary epithelial growth medium” (MEGM) fue
obtenido de Lonza (Suiza). Los demas aditivos para cultivos celulares (Transferrina humana
purificada, Factor de crecimiento epidérmico recombinante [EGF], sal de tris de la
Prostanglandina F2a [PGF2a], Fibronectina humana purificada e Inhibidor de Tripsina

35




proveniente de la soja) fueron obtenidos de Sigma. El suero fetal bovino (FBS) y las
disoluciones de tripsina-EDTA fueron de Gibco (Life Technologies, EEUU). Los frascos de
cultivo de plastico fueron de marca Corning (EEUU). El Trizol y Trizol LS fueron obtenidos
de Invitrogen (Life Technologies, EEUU). El glucdgeno libre de RNasas y el isopropanol
también fueron de Sigma, de calidad adecuada para la purificacion de &cidos nucleicos. Los
cebadores (“primers”) para RT-PCR fueron obtenidos en Integrated DNA technologies (IDT,
EEUU). Las pruebas de hidrolisis utilizadas en PCR digital fueron adquiridas en Applied
Biosystems (Life Technologies, EEUU).

2.2.2 Cultivos celulares

Todas las células fueron incubadas a 37°C, en ambiente himedo conteniendo CO; al 5%, y sin
el agregado de antibioticos ni antimicéticos. Las células MCF-7 se crecieron en EMEM +
0.01 mg/mL insulina humana recombinante + 10% FBS, hasta obtener el nimero de células
adecuado. Posteriormente se elimind el medio condicionado, se lavé con PBS (buffer fosfato
salino) y se adicion6 medio definido libre de suero (EMEM + 3.8ug/mL de insulina; 0.8
ng/mL EGF; 475pg/mL PGF2a; 5ug/mL de Transferrina y 20pg/mL de Fibronectina). Luego
de un periodo de adaptacion de 48hs, se removio el medio, se lavé con PBS, y se adiciond
nuevo medio definido termostatizado a 37°C. Luego de un nuevo periodo de incubacion de
48hs, se recolecté y almacen6 el medio condicionado. Las células (tipicamente al 70% de
confluencia) fueron despegadas mediante tratamiento con tripsina-EDTA, contadas, y lisadas
en Trizol. EI mismo procedimiento se siguié para las células HeLa y NCI-H1299. Las células
MCF-10A se crecieron en medio MEGM hasta obtener el nimero de células requerido.
Posteriormente fueron despegadas con tripsina-EDTA (luego neutralizada con inhibidor de
tripsina de soja) y un millén de células viables fue plaqueada en frascos de cultivo de 75cm>.
Luego de 24hs, se elimind el medio, las células se lavaron con PBS, y se adiciond medio
MEGM sin extracto de glandula pitutaria bovina (MEGM s/BPE). Luego de un periodo de
adaptacion de 48hs., se removio el medio, se lavé con PBS, y se adicion6 nuevo medio
MEGM s/BPE termostatizado a 37°C. Luego de un nuevo periodo de incubacion de 48hs, se
recolectd y almacend el medio condicionado. Las células (tipicamente al 70% de confluencia)
fueron despegadas mediante tratamiento con tripsina-EDTA, contadas, y lisadas en Trizol.

El conteo mediante el colorante vital azul de tripan revelé que el nimero de células muertas al
finalizar los experimentos fue inferior al 5% en todos los casos. De manera rutinaria y
periddica, se analizd la presencia de Mycoplasma spp. en las lineas celulares (mediante un
protocolo de PCR anidada), resultando siempre negativa.

2.2.3 Purificacion de las fracciones extracelulares

El medio condicionado libre de suero (t = 48 hs) fue removido de los frascos de cultivo e
inmediatamente centrifugado a 300g por 10 minutos (para eliminar las células desadheridas) y
almacenado a -20°C. Una vez descongelados, los medios se centrifugaron a 2,000g y 4°C por
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30 min para remover detritos celulares y cuerpos apoptéticos. El sobrenadante se centrifugd
media hora a 16,000g y 4°C. El pellet (fraccion p16) fue lavado dos veces en PBS y
resuspendido en el volumen deseado de PBS o sometido directamente a extraccion del RNA
con Trizol. El sobrenadante se filtré con suavidad por un filtro estéril de acetato de celulosa
de 0.22 um vy se centrifugd 2.5 hs a 100,000g y 4°C en una ultra-centrifuga Beckman Coulter
Optima XPN-90, usando el rotor SW-40Ti (de angulo movil). El pellet (fraccién p100) fue
lavado con 10mL de PBS previo a su resuspension en el volumen deseado de PBS
(tipicamente 100uL) o directamente sometido a extraccion del RNA con Trizol. El
sobrenadante de la primera centrifugacion a 100,000g (fraccién S100) fue concentrado hasta
250 pL mediante ultrafiltracion (Vivaspin 20, Sartorious Stedim Biotech; MWCO 10 kDa) y
sometido a extraccion del RNA mediante Trizol LS.

2.2.4 Caracterizacion de las fracciones p16 y p100 por microscopia electrénica
de transmision (TEM): tincion negativa.

Las rejillas de cobre cubiertas de carbono y pre-tratadas con plasma (para aumentar su
hidrofilicidad) fueron flotadas por 5 min (con la cara de carbono hacia abajo) sobre gotas de
10 pL correspondientes a las muestras p16 o p100, de modo de adsorber las vesiculas. Luego,
las rejillas fueron sucesivamente flotadas en 2 gotas de acetato de uranilo al 2% (30 seg en
cada caso), con posterior remision del liquido con papel absorbente. En casi todos los casos,
las imégenes fueron obtenidas utilizando un microscopio electrénico Hitachi 7600 operando a
80 keV. En algunos casos — especificados — las imagenes fueron obtenidas con un
microscopio electronico JEOL JEM-1010.

2.2.5 Caracterizacién de las fracciones p16 y p100 por andlisis de seguimiento
de nanoparticulas (NTE) y dispersion dinamica de luz (DLS).

Las fracciones p16 y p100 fueron analizadas por NTE utilizando un equipo NanoSight NS500
(Malvern Instruments) equipado con un laser de 405nm y una cdmara SCMOS. Las muestras
se diluyeron en PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline; Life Techonologies) hasta
obtener la concentracion optima de particulas (tipicamente diluciones 1/10 — 1/50). Las
muestras se vortexearon y se inyectaron en el equipo realizando 5 videos de 20 seg cada uno.
La concentracidn de las particulas por rango de tamarfios se multiplicé por el inverso del factor
de dilucién correspondiente. Para DLS, se utiliz6 un equipo Brookhaven model Z Plus. Las
funciones de correlacion se analizaron con el software Particle Solutions v. 2.5. Las
fracciones p16 y p100 se centrifugaron por 10 min a 2,000g y los sobrenadantes se diluyeron
en PBS vy se filtraron por 0.45 um. Se realizaron 5 medidas consecutivas para cada muestra,
cada una con una duracion de 10 min.
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2.2.6 Extraccion y cuantificacion del RNA.

El RNA se extrajo de las distintas muestras utilizando Trizol LS (Invitrogen, Life
Techonologies) de acuerdo a las especificaciones del fabricante, con minimas modificaciones
(precipitacion con el doble de isopropanol y lavados con etanol 80% a efectos de minimizar la
pérdida de RNAs pequefios). En pl16 y p100, se agregaron 10 pg de glucdgeno como agente
colector. Las muestras de RNA fueron cuantificadas de acuerdo a su absorbancia a 260 nm
(método poco confiable debido a la presencia de fenol, que absorbe a 270 nm) y utilizando un
fluorimetro Qubit 2.0 (Life Technologies) y un kit “Qubit RNA high sensitivity kit”, de
acuerdo a las especificaciones del fabricante.

2.2.7 Analisis por Western blot.

Las proteinas fueron purificadas de las fracciones intra- y extracelulares a partir de la fase
organica del Trizol LS utilizado para las extracciones de RNA, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. El pellet de proteinas fue resuspendido en tampén RIPA
(20mM Tris-Cl pH 7.5; 150mM NaCl; 1ImM Na,EDTA pH 8.0; ImM EGTA; 1% NP-40; 1%
deoxicolato de sodio; e inhibidor de proteasas [cocktail, Sigma]) y cuantificado por el método
del acido bicinconinico. 20 pg de las muestras fueron corridos en un gel de poliacrilamida al
12% conteniendo SDS (SDS-PAGE) y electro-transferidos toda la noche a 9°C a membranas
de PVDF Hybond-P (Amersham, GE Healthcare). Luego de un bloqueo con PBS-leche
descremada al 5%, las membranas se incubaron toda la noche con alguno de los siguientes
anticuerpos monoclonales murinos: anti-TSG101 (h) (4A10, Abcam; dilucion 1/1000), anti-
CD9 (h) (clon C-4, Santa Cruz Biotech.; dilucion 1/300) y anti CD-63 (h) (MEM-259,
Abcam; dilucion 1/500). Para el caso de CD63, el gel de SDS-PAGE fue corrido en
condiciones no reductoras, pues el epitope reconocido por el anticuerpo utilizado requiere
puentes disulfuro. Los blots fueron revelados utilizando un anticuerpo secundario policlonal
contra las IgG de ratéon (H&L, ab6728, Abcam) conjugado a peroxidasa de rabano. El sustrato
guimioluminiscente fue obtenido de Viva Science (Uruguay).

2.2.8 Construccion de las librerias y secuenciacion profunda

Se secuenciaron 3 réplicas biologicas de cada fraccion extracelular (= 150ng RNA) y 2
réplicas bioldgicas de la fraccion intracelular de cada linea celular (= 1.2pg). Se partié de
mayor cantidad de RNA para las muestras intracelulares dado que la proporcion relativa de
RNAs pequefios es muy baja, debido a la presencia de especies de alto peso molecular
(mayoritariamente RNAs ribosomales). Las librerias se construyeron mediante el kit NEBnext
Multiplexed Small RNA Library Prep Set for Illumina (New England Biolabs), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y todos los recaudos y precauciones adoptados como
consecuencia del capitulo anterior de esta tesis. Por mayor detalle, referir a la seccion§1.2.3.
La secuenciacion se realizd en un Illumina Genome Analyzer 1Ix (primeras dos réplicas
bioldgicas; 72 ciclos) y en un Illumina MiSeq para la tercera réplica de cada muestra (44
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ciclos). En un principio se entendio necesario secuenciar al menos 72 nucleoétidos de modo de
poder leer desde el extremo 5’ al extremo 3’ de todos los RNAs de 65 nucledtidos para abajo
(destinando las ultimas bases a la identificacion del adaptador 3”). Luego de corroborar la
ausencia de poblaciones de RNA significativas por encima de los 40 nucleétidos, se opto por
reducir el largo de la reaccion de secuenciado (y por consiguiente los costos) de las sucesivas
réplicas.

La Tabla 1 muestra un resumen de la profundidad de secuenciado obtenida para cada muestra
y réplica correspondiente. Como puede observarse, se procesaron en esta oportunidad casi 90
millones de lecturas (reads). Los datos de secuenciacion fueron alojados en la base de datos
publica Sequence Read Archive (SRA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) y se encuentran
disponible bajo el codigo BioProject ID: PRINA270876.

2.2.9 Analisis bioinforméatico de los datos de secuenciaciéon

Luego de “de-multiplexear” los datos y eliminar las secuencias correspondientes a los
adaptadores 3’ (solamente se retuvieron aquellas secuencias de mas de 15 bases que
contuviesen un adaptador 3’ identificable), los archivos FastQ se alinearon al genoma humano
(version hgl9) utilizando el programa Bowtie (Langmead et al., 2009) incluido en la
plataforma publica Galaxy (https://galaxyproject.org/). En este alineamiento se permitié un
méaximo de 1 mismatch. Las lecturas mapeadas fueron colapsadas a secuencias nicas con su
correspondiente numero de lecturas y alineadas con el programa Lastz (aceptando 1
mismatch) a librerias de referencia curadas a mano y sin ambigiedades, y correspondiendo a:
miRNAs humanos descargados de la version 20 del miRBase (http://www.mirbase.org/),
tRNAs humanos maduros descargados de la “genomic tRNA  database”
(http://gtrnadb.ucsc.edu/), y RNAs humanos maduros ribosomales, nucleares pequefios,
nucleolares pequerios, vault, y YRNAS descargados del GenBank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Solamente se mantuvo una anotacion por cada
lectura, dandose prioridad a los alineamientos sentido sin mismatches y ocupando todo el
largo del read. Dado que el tamafio minimo de la regién semilla utilizado por el programa
Lastz es de 19 nucleétidos, el rango de tamafios de los RNAs analizados en este trabajo fue de
19-60 bases (en el formato de 72 ciclos). Las coordenadas genomicas correspondientes a
exones codificantes para proteinas y “trailers” 3’ de los tRNAs fueron obtenidas del UCSC
Main Table Browser y utilizadas para anotar las secuencias como CDS o tRF-1. Aquellas
secuencias que fueron anotadas con mas de una etiqueta (anotacion ambigua) fueron
manualmente resueltas considerando la presencia o ausencia de mismatches, el largo de la
region alineada, y la probabilidad en funcion de la abundancia relativa.

La abundancia relativa de cada secuencia fue expresada como lecturas por millon de lecturas
mapeadas (reads per million mapped reads; RPM). Los analisis mas particulares se realizaron
con algoritmos desarrollados ad-hoc. El anélisis estadistico se realiz6 con el software
GraphPad Prism 5 y se detallan los pardmetros utilizados en cada caso.
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Tabla 1: sets de datos de secuenciacion obtenidos. Se indica la plataforma de secuenciacién (“PLAT”), el tipo de células,
tipo de fraccion intra- o extracelular, el niimero de réplica (“REP”), el niumero de lecturas crudas obtenido (reads), el
nimero de lecturas a las cuales se les pudo detectar y cortar la secuencia del adaptador 3’ (“+ADAPT”), el nimero de
lecturas que pudieron alinearse al genoma humano (“MAP hgl19”) y dicho numero expresado como porcentaje del numero

de lecturas conteniendo adaptador (“MAP%")

PLAT CELULAS FRACCION REP LECTURAS +ADAPT MAP (hgl9) MAP(%)
IGAlIx  MCF-7 INTRA 1 1,359,296 1,146,123 1,089,987 95.1
IGAlIx  MCF-7 INTRA 2 3,340,856 2,337,941 2,215,459 94.8
IGA1IX  MCF-7 p16 1 3,194,756 2225449 1,854,902 83.3
IGAlIx  MCF-7 p16 2 3,597,278 2,718,592 2,043,866 75.2
MISEQ  MCF-7 p16 3 6,111,167 3,906,003 3,693,718 94.6
IGA1Ix  MCF-7 p100 1 4,098,457 2,837,202 921,790 325
IGAlIX  MCF-7 p100 2 3,465,677 1,958,262 932,200 47.6
MISEQ  MCF-7 p100 3 3,883,674 2375492 2,238,953 94.3
IGA1Ix  MCF-7 S100 1 3,777,176 2,625,730 2,300,006 87.6
IGAlIx  MCF-7 S100 2 14,303,439 7,988,465 6,849,645 85.7
MISEQ  MCF-7 $100 3 5,646,284  5059,011 4,128,044 81.6
Y 52,778,060 35,178,260 28,268,570
IGA1IXx MCF10-A INTRA 1 3,142,818 2,720,606 2,601,311 95.6
IGA1IXx MCF10-A INTRA 2 4,080,019 2,261,473 2,166,827 95.8
IGATIx MCF10-A p16 1 1,924,709 1,240,617 398,810 32.1
IGAlIx MCF10-A p16 2 3,857,137 540,462 191,753 355
MiISEQ MCF10-A p16 3 1,282,539 602,715 332,905 55.2
IGA1Ix MCF10-A p100 1 1,529,285 1,253,677 347,602 27.7
IGA1IXx MCF10-A p100 2 4,147,778 3,201,490 1,193,638 37.3
MISEQ MCF10-A p100 3 2,150,827 106,938 45,224 42.3
IGA1Ix MCF10-A S100 1 8,059,933 5,317,314 4,138,199 77.8
IGAlIx MCF10-A S$100 2 1,988,548 1,630,760 1,485,025 91.1
MiISEQ MCF10-A $100 3 4,119,105 3,428,244 2,822,142 82.3
Y 36,282,698 22,304,296 15,723,436

2.2.10 “Stem-loop” RT-PCR cuantitativa convencional y digital

Utilizamos una modificacion del popular método del “stem-loop” para la cuantificacion de
miRNAs (Chen et al., 2005), extendiéndolo a otras especies de RNAs pequefios. Para la
deteccion por PCR digital (Hindson et al., 2013) utilizamos una prueba de hidrélisis (FAM-
MGB-NFQ); Life Technologies) universal, correspondiente a una region presente en la
horquilla del cebador de retrotranscripcion “stem-loop”. Esta prueba de hidrolisis — universal,
comudn a todas las especies a analizar, a diferencia del método original y comercial que
propone sondas especificas para cada especie a analizar — permite obtener el mismo grado de
sensibilidad y especificidad que el método original, ya que la especificidad en este método
viene dado por el cebador de la RT y el primer forward, y no por la sonda de hidroélisis (Jung
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et al., 2013). Una ilustracion esquematica del funcionamiento de este método se suministra en
la Figura 10.

Las muestras de RNA se diluyeron a 10 ng/puL y 2uL fueron introducidos en el mix para la
reaccion de RT (Applied Biosystems; Life Technologies), junto con el cebador de stem-loop
previamente plegado mediante un protocolo de temperaturas decrecientes (Kramer, 2011), a
una concentracion final de 10nM. La reaccion de RT (12uL) se realizd segunel siguiente
perfil térmico: 16°C por 30 min, 42°C por 30 min y 85°C por 5 min. Se adicionaron 20 L de
agua libre de nucleasas al cDNA, y 2uL de cDNA diluido fueron utilizados para obtener 20
pL de reaccién de PCR, conteniendo ademéas 1X ddPCR master mix (Bio-Rad), 1.5uM del
primer forward, 0.7uM del primer reverse, y 0.8uM de la sonda de hidrolisis. La
emulsificacion de la reaccién de PCR vy la lectura de la fluorescencia de las gotas fue realizada
con un sistema QX100 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante.

Para las reacciones de qPCR convencional (“real-time PCR”) se utilizd un 2X gPCR Master
Mix (Kapa Biosystems) y un sistema Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science). Los ciclos de
cuantificacion (Cq) fueron considerados relevantes si fueron al menos dos ciclos anteriores a
los controles sin RNA (NTC) o sin retrotranscriptasa (cualquiera fuera el menor), y siempre y
cuando las “curvas de melting” ofrecieran un pico unico en la temperatura esperada. Las
secuencias de los distintos cebadores utilizados se suministran en el Anexo Metodoldgico.

SL RT-gPCR (original method) SL RT univ-ddPCR

Figura 10: técnica original para la deteccion de miRNAs por “stem-loop RT-PCR” (Chen et al., 2005) y variantes utilizadas
en este trabajo. El método original consiste en el uso de un cebador para la retrotranscripcion (RT) que posee una
estructura interna de “bucle y horquilla” (stem-loop). Al terminar la estructura de doble hebra, el cebador posee 6 bases
desapareadas en su extremo 3’. Dichas bases deben ser exactamente complementarias a las ultimas 6 bases del miRNA a
analizar (posiciones 18-22, para un miRNA de 22 bases). Finalizada la retrotranscripcion, el cebador stem-loop se abre por
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accion de la temperatura, y la PCR se realiza mediante un primer forward (verde) cuya secuencia es igual al resto de la
secuencia del miRNA a excepcion de las ultimas 6 bases (y una pequeiia extension 5’ para llevar la Tm de dicho primer a
60°C), y un primer reverse (naranja) cuya secuencia es igual a una secuencia originalmente presente en el interior del
cebador stem-loop. Para cuantificar la amplificacion, se utiliza una sonda de hidrélisis del tipo TagMan (violeta) cuya
secuencia corresponde a la interfaz entre el cebador stem-loop y el extremo 3’ del miRNA. Una de las modificaciones que se
hicieron en este trabajo fue realizar la deteccién por PCR digital en gotas (ddPCR), corriendo la region de la sonda
TagMan a una regién enteramente ubicada dentro del cebador stem-loop, y por consiguiente comun a todos los SRNAs a
analizar. En este caso, el uso de la sonda TagMan no busco ser una ganancia en especificidad, sino satisfacer un
requerimiento técnico del equipo de ddPCR utilizado. En ensayos de gPCR convencional, se suprimi6 el uso de la sonda de
hidrdlisis, utilizando un reactivo fluorescente intercalante (SYBR Green) en su lugar.

2.2.11 Ensayos de proteccion a RNasaA y Proteinasa K

Para los ensayos de proteccién a RNasaA, se tomaron 3 réplicas de las fracciones p100 y
S100 las cuales fueron a su vez divididas en dos alicuotas cada una. Una de dichas alicuotas
recibi6 4 kunitzU/mL de RNasaA (Sigma) mientras que la otra recibié un volumen
equivalente de PBS. Luego de una incubacion de 30 min a 37°C, se agregd un volumen
adecuado de Trizol LS (que ademas inactiva a la RNasa) y se purifico el RNA.

Para los ensayos de proteccion a proteasa, se tomaron 3 réplicas de las fracciones p100 y S100
las cuales fueron a su vez divididas en dos alicuotas cada una. Ambas recibieron 64pug/mL de
Proteinasa K (Sigma) y fueron incubadas por 30 min a 37°C, luego de lo cual se adiciond
PMSF al 5mM para inhibir a la proteasa. Luego de la inhibicién, se adicion6 4 kunitzU/mL de
RNasaA a una de las alicuotas; la otra recibiendo igual volumen de PBS. Luego de una
incubacion de 30 min a 37°C, se agregd un volumen adecuado de Trizol LS y se purifico el
RNA.

El RNA obtenido de ambos ensayos fue analizado por SL RT-qPCR especifica para miR-21-
5p [1-23], tRNAGIyGCC[1-3O] y tRNAGIUCUC [1-31]. Se determinaron los ACq para las
muestras pareadas (+RNasa / -RNasa) y se compararon para evaluar el efecto del tratamiento
con RNasa vs. Sin Tratamiento (ensayo de proteccion de nucleasa) y del tratamiento
combinado con Proteinasa K y RNasaA vs. Proteinasa K Gnicamente (ensayo de proteccion de
proteasa).

2.2.12 Sub-fraccionamiento de la fraccion S100 por cromatografia de exclusion
molecular.

La fraccién S100 se concentré6 mediante ultrafiltracion (Vivaspin 20, MWCO = 10 kDa;
Sartorious Stedim Biotech) desde su volumen inicial (dependiente del namero de frascos de
cultivo utilizados para cada purificacion; tipicamente 40 mL) hasta ~ 0.5mL, se diluy6 hasta
10mL en PBS, se volvié a concentrar, se volvio a diluir, y se concentrd una tercera vez. El
objetivo de dicho procedimiento fue sustituir la matriz en la que se encontraban las proteinas
y acidos nucleicos por PBS 1X, sin pérdida apreciable de macromoléculas. Todas las
centrifugaciones se realizaron a 4°C y a 5,000g. La muestra concentrada por ultrafiltracion fue
posteriormente centrifugada a 10,000g por 10 minutos y a 4°C, a efectos de eliminar el
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material insoluble. Los sobrenadantes fueron inyectados en columnas de exclusion molecular
(Superdex 200, 10/300 y Superdex 75 10/300; Amersham) previamente equilibradas en PBS,
y la cromatografia se realizd utilizando un equipo de FPLC (Akta Purifier; Amersham). La
velocidad de flujo fue en todos los casos de 0.5mL/min y la deteccidn se realizo utilizando el
espectrofotometro incluido en el equipo, y registrando los cromatogramas a 280 y 260nm. Se
colectaron fracciones de 0.2mL, las cuales fueron posteriormente analizadas por SL-RT-
qPCR.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacién de las fracciones extracelulares purificadas

Si bien usamos un protocolo altamente extendido para la purificacion de distintas poblaciones
de vesiculas extracelulares (82.2.3), debemos reconocer que la centrifugacion diferencial no
es un método que permita una separacién absoluta de distintas poblaciones vesiculares, ya que
sus tamafios se encuentran parcialmente solapados (Witwer et al., 2013a). Por tal motivo,
preferimos evitar nomenclaturas y definiciones mecanisticas (microvesiculas, exosomas,
complejos ribonucleoproteicos) y optamos — en un principio — por una nomenclatura
meramente fenomenologica (pellet16,000g: “p16”; pellet100,000g: “p100” y sobrenadante
100,000g: “S100™).

Para evaluar el grado de pureza de dichas fracciones, y su correlato con los tipos de vesiculas
0 estructuras presuntamente enriquecidos en las mismas, recurrimos en primera instancia a
una visualizacién de las muestras por microscopia electronica de transmisién (tincion
negativa). Como puede observarse, la fraccion pl6 se caracterizO por poseer vesiculas de
tamafo considerablemente mayor (100nm-500nm; Figura 11, E) que las halladas en la
fraccion p100 (moda en 60nm; Figura 11, A-B). Si bien la distribucion de tamafios pudo verse
afectada por los distintos protocolos de fijacion, almacenamiento y tincion utilizados, las
vesiculas de tamafio >200nm fueron observadas Unicamente en la fraccion pl6,
independientemente de los procedimientos experimentales. La morfologia de las vesiculas
presentes en la fraccion p100 fue reminiscente de la morfologia caracteristica de los exosomas
(Figura 11, C-D). Las vesiculas de mayor tamafio observadas en p16 fueron, por el contrario,
de morfologia irregular, consistente con una poblacion de microvesiculas (Figura 11, E-F).
Cabe sefialar que, si bien no se detectaron estructuras vesiculares grandes (>200nm) en la
fraccion p100, la fraccion p16 fue una mezcla heterogénea de vesiculas grandes y pequefias
(Figura 11, F).

Una técnica alternativa, ampliamente utilizada, es el analisis de seguimiento de nanoparticulas
(NTA), ya que permite obtener un perfil de tamafios representativo de toda la muestra. Esto
también puede obtenerse mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS). Pero a
diferencia del DLS, el NTA ofrece al mismo tiempo una medicion individualizada de cada
particula, por lo que posee una mejor performance en muestras muy heterogeneas.
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Basicamente, un equipo de NTA consiste en una cdmara de video acoplada al ocular de un
microscopio, Yy de un laser capaz de iluminar a la muestra presente en el mismo. Las particulas
dispersan la luz del laser, ocasionando un cono de difraccion, que es luego enfocado por el
microscopio. Se obtienen asi videos donde puede observarse una gran cantidad de puntos
luminosos moviéndose a distintas velocidades. Desde luego, el didmetro de dichos puntos
luminosos no guarda relacién con el diametro de las particulas que lo generaron; la
microscopia éptica no posee resolucion como para distinguir particulas de los tamafios aqui
involucrados. Pero como dichas particulas se mueven por movimiento browniano y su
trayectoria puede seguirse a partir de los videos, la ecuacion de Stokes-Einstein
(D=kT/67nR)*® permite deducir el radio hidrodindmico de cada particula cuya trayectoria
permanezca en foco por algunos segundos.

La Figura 12 muestra los perfiles de NTA de las muestras p16 y p100. Como se desprende
claramente, el perfil de tamafios en p16 fue mucho mas heterogéneo, con una gran proporcion
de particulas en el rango 200-500 nm. Por el contrario, la inmensa mayoria de las particulas
en pl100 se encontraron en el rango 100-200 nm, lo cual es coherente con una poblacion
enriquecida en exosomas. Estos resultados fueron complementados con medidas del indice de
polidispersion (PDI) evaluado por DLS. Valores de PDI bajos (tipicamente en el rango 0.1-
0.2) corresponden a muestras mono-dispersas (es decir: con un rango de tamafios
relativamente acotado), mientras que valores mayores corresponden a muestras poli-dispersas.
Consistente con los resultados de NTA y TEM, el PDI para la muestra p16 fue de 0.432
(muestra heterogénea), mientras que para la fraccion pl00 fue de 0.175 (muestra mono-
dispersa).

Las fracciones vesiculares p16 y p100 también fueron analizadas por Western Blot (Wblot)
para evaluar la presencia de los marcadores exosomales TSG101, CD9 y CD63. Como puede
apreciarse en la Figura 13, los mismos solo fueron detectados en la fraccion p100. Esto no
excluye la presencia de exosomas en pl6, pero se podria afirmar que a igual cantidad de
proteinas la abundancia relativa de dichos marcadores seria mucho menor. Si bien estos
marcadores tampoco fueron detectables en S100, dichos resultados no se muestran al entender
gue no son del todo concluyentes, pues fue muy dificil estimar cual deberia ser la cantidad de
proteinas sembradas para un analisis comparable, dado que la mayor parte de las proteinas de
dicha fraccion corresponden a la Transferrina adicionada al medio de cultivo como aditivo.

Hasta aqui, los resultados de TEM, NTA, DLS y WBIot fueron coincidentes en mostrar que
las fracciones pl6 y pl00 poseen composiciones diferentes, siendo pl00 una fraccion
enriquecida en exosomas mientras que p16 estaria enriquecida en vesiculas de mayor tamario,
posiblemente microvesiculas.

'8 D: coeficiente de difusion (observable); k: constante de Boltzmann; T: temperatura en escala absoluta; 7: viscosidad de la
disolucién (se asume la del agua para muestras acuosas); R: radio hidrodinamico.
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Figura 11:microscopia electrdnica de transmision (tincion negativa) de la fraccion p100 (A, C, D) y de la fraccion p16 (E y
F) del medio condicionado de células MCF-7. Un histograma del tamafio de las particulas visualizadas en (A) se muestra en
(B). En (D) puede observarse un “racimo” compuesto por varias estructuras que presentan la morfologia caracteristica de
los exosomas, y otras tantas estructuras que podrian corresponder a exosomas rotos durante la preparacion de los mismos.
En la figura (A) se utilizé &cido fosfotingstico al 2% (2 min de adsorcion; 2 min de tincién) como agente contrastante, y un
microscopio JEOL JEM-1010. Las muestras fueron, una vez obtenidas, fijadas con glutaraldehido al 1.75% vy
paraformaldehido al 3.6%, y almacenadas a 4°C por 72 hs previo a su tincion y observacion al microscopio. Todas las
demas imagenes fueron obtenidas con acetato de uranilo y un microscopio Hitachi 7600, segln se indica en §2.2.4. En estos
casos, las muestras no fueron fijadas sino congeladas a -80°C previo a su tincion y observacion.

Para comparar las fracciones vesiculares con la fraccidn presuntamente ribonucleoproteica, se
procedid a realizar ensayos de proteccién diferencial a nucleasas y proteasas. En un ensayo
inicial (Figura 14, barras claras) tres réplicas independientes de las muestras p100 y S100
fueron analizadas por SL RT-gPCR para distintos pequeiios RNAs contenidos tanto dentro
como fuera de las vesiculas (tRNA®Ygcc [1-30], tRNA® oy [1-31], miR-21-5p [1-23]; ver
seccion §2.3.2), ya sea en muestras tratadas o no con RNasaA (endoribonucleasa). Al restar
los valores de Cq en la situacion control y en la situacion tratada, se observo una variacion
casi nula en la muestra p100 (barra 1), lo cual esconsistente con el hecho de que los RNAs alli
presentes se encuentran en el lumen de los exosomas. En el caso de S100 (barra 3) el grado de
proteccidon fue mas limitado, obteniendo una diferencia promedial de Cq equivalente a dos
ciclos de PCR (no significativa respecto a p100, debido a la alta varianza). En su momento
consideramos razonable pensar que los RNAs protegidos por proteinas deberian ser mas
accesibles a las RNasas que los RNAs protegios mediante encapsulamiento en vesiculas
extracelulares. En el Capitulo 111 de esta tesis se volvera sobre este aspecto.
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Figura 12: distribucion de tamafios (medidas por la técnica de analisis de seguimiento de nanoparticulas, NTA) de las
fracciones p16 y p100. A la primera le corresponde un valor de indice de poli-dispersion medido por dispersion dinamica de
luz (DLS) de 0.432, mientras que dicho valor descendié a 0.175 para la fraccién p100.

Para evaluar la sensibilidad diferencial a proteasas (Figura 14, barras oscuras), se realizd un
tratamiento en dos etapas. EI mismo consistié en afadir en primer término Proteinasa K
(PRK), la cual fue posteriormente inhibida. A continuacion, se tratd la muestra con RNasaA
(o con buffer como control) y se purificd el RNA. En el caso de la fraccion p100 (barra 2) se
observo una cierta sensibilidad a proteasas (significativa respecto a la variacion observada con
RNasaA sin PRK). Dado que los exosomas son bicapas lipidicas cubiertas de proteinas
transmembrana, era de algin modo esperable que la accion proteolitica pudiese tener un
efecto sobre su integridad. En cualquier caso, el efecto de la PRK fue mucho més marcado
para la fraccion S100 (barra 4), obteniéndose una diferencia de 4 ciclos de PCR respecto al
efecto provocado por la RNasa sola.
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Figura 13: analisis por Western Blot de los marcadores exosomales CD9 (izquierda), CD63 (centro) y TSG101 (derecha).
Para el caso de CD63, el anticuerpo utilizado requirié que la corrida electroforética se realizase en condiciones no
reductoras. La proteina CD63 tiene 25kDa, pero se encuentra en la superficie de los exosomas presentando un grado de
glicosilacion variable, por lo que en WBIot suele detectarse entre los 30 y los 60kDa
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Figura 14:analisis de proteccion a RNasaA (barras claras) y de proteccién a Proteinasa K (PRK) + RNasaA (barras
oscuras) en la fraccion p100 y S100 de células MCF-7. Se determinaron por SL RT-gPCR los niveles de tres especies de
RNAs presentes en el medio extracelular (tRNA®Ygoc [1-30], tRNA®"Y,c [1-31], miR-21-5p [1-23]) en tres réplicas
independientes de cada fraccion (n=9). Se realizaron posteriormente las diferencias entre los valores de Cq para los ensayos
pareados con y sin tratamiento con RNasaA. Los asteriscos muestran niveles de significancia (*: P<0.05; ***: P<0.001)
para la comparacion entre las barras [2 vs. 1] y [4 vs. 3] (test t para muestras pareadas de una cola).

En suma, existe evidencia para suponer que el fraccionamiento del medio extracelular
utilizado permitié una buena segregacién de las microvesiculas, exosomas y complejos
ribonucleoproteicos en las fracciones p16, p100 y S100, respectivamente. Esto no implica que
la separacion haya ocurrido a homogeneidad o que no exista un cierto grado de solapamiento
entre las fracciones, vale aclarar. Pero llegado a este punto las condiciones estaban dadas para
proceder a realizar secuenciacion profunda del contenido de pequefios RNAs en cada una de
estas muestras.

2.3.2 Secuenciacion profunda del contenido de pequefios RNAs en el medio
intracelular y en las fracciones extracelulares (p16, p100 y S100) de las lineas
MCF-7 y MCF-10A.

Antes de ingresar en lo que concierne a la secuenciacion propiamente dicha, conviene
introducir los rendimientos en la purificacién de RNA obtenidos para las distintas fracciones.
Al lisar la cantidad de células correspondientes a dos frascos de cultivo de 75cm? al 60-70%
de confluencia (=3x10° células MCF-7;1x10° células MCF-10A) se obtuvieron valores en
torno a los 29 y 13ug de RNA total, respectivamente (Figura 15). Estos valores son
consistentes con la cantidad de RNA presente en una tipica célula de mamifero®®. De dicha
cantidad de células, y luego de 48 hs de incubacion en medio definido, se obtuvo en promedio
155 ng (200 ng) de RNA en p16, 96 ng (57 ng) de RNA en p100, y 524 ng (68 ng) de RNA
total en S100 (los valores fuera y dentro de paréntesis corresponden a MCF-7 y MCF-10A,
respectivamente). NoOtese que aunque la relacién intracelular MCF-7 vs MCF-10A es
aproximadamente 2.2:1 (en parte debida a la mayor cantidad de células a igual porcentaje de

Phttps://www.qiagen.com/es/resources/faq?id=06a192c2-e72d-42e8-9b40-3171eleb4ch8. Al dia 11/02/2016
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confluencia), dicha relacion crece a casi 8:1 para la fraccion S100, y la diferencia es
significativa (P<0.01). Aun cuando se multipliquen los valores en MCF-10A por un factor de
2.2 para corregir por la diferencia de “carga”, la diferencia entre ambas lineas celulares sigue
siendo igualmente significativa.

Obtenido el RNA, se procedio al armado de las librerias para secuenciacion profunda. La
Figura 16 muestra un esquema y algunos ejemplos representativos del proceso.

Como ya fue explicado, se secuenciaron 3 réplicas bioldgicas de las fracciones p16, p100 y
S100 de las lineas celulares MCF-7 y MCF-10A, asi como dos réplicas biologicas del
contenido intracelular de pequefios RNAs de dichas células. Ademas, y a consecuencia de lo
constatado y descrito en el Capitulo | de este trabajo, se realizd un secuenciado control
“extrayendo RNA” a partir del medio no condicionado de las células MCF-7 (se colocd
idéntico volumen en un frasco de cultivo sin células, y se incubé a 37°C por el mismo
periodo, procediéndose luego al mismo tratamiento). De dicho secuenciado control o “blanco”
vale decir que las cantidades de RNA obtenidas fueron despreciables, asi como la
visualizacion en gel de las librerias construidas. Una vez realizado el secuenciado, se
corroboré que la mayor parte de las secuencias obtenidas fueron de origen bacteriano. La
abundancia relativa de secuencias humanas fue despreciable. Por ejemplo, se detectaron 7
reads correspondientes a miR-21-5p (el miRNA humano mas abundante en estas células y en
las vesiculas correspondientes) frente a los 4,646 reads detectados en la muestra p16 corrida y
secuenciado en paralelo. La presencia de estas secuencias humanas en bajisima proporcion es
consecuencia probable del fenémeno de contaminacion cruzada descrita en el capitulo |
(Tosar et al., 2014), y no se le dio aqui mayor importancia.
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Figura 15: rendimientos a nivel de la purificacion de RNA total en la fraccion intracelular (violeta), p16 (roja), p100 (verde)
y S100 (azul), de las células MCF-7 (izquierda) y MCF-10A (derecha). Los asteriscos sefialan las fracciones con un
rendimiento significativamente distinto entre ambas lineas celulares (test t de Student a dos colas para medidas no
apareadas). La cuantificacion del RNA se realiz6 mediante un fluorimetro Quibit (Life Technologies), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.
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Figura 16: esquema del armado de librerias. A) EIl RNA purificado conteniendo un extremo 5’ fosfato y un extremo 3’ OH €S
ligado a adaptadores 5y 3’ (con un sitio App en 5°, de modo de poder realizar la ligacion en ausencia de ATP y evitar la
formacion de productos inespecificos). Posteriormente se amplifica la construccion por PCR (pocos ciclos; en general
menos de 15), utilizando primers (rojo) parcialmente complementarios a los adaptadores, pero teniendo largas colas 5’
(donde se agregan los sitios que permitiran la captura en las “flow cell” de Illumina, y el codigo de barras especifico para
cada muestra que permite realizar el secuenciado de forma multiplex). Al finalizar, la construccion queda de 119 pb. (55 +
64) mas el largo del RNA. B) la construccion se purifica en un gel de poliacrilamida al 6%. Se corta la libreria, tomando la
precaucion de dejar afuera la banda de aproximadamente 120 pb (que corresponde a la auto-ligacion de los adaptadores, o
a la inclusién de muy pequefios fragmentos de RNA), y hasta un maximo de 180 pb (que corresponde a RNAs de 60
nucleotidos aproximadamente). C) la libreria se purifica a partir del gel, se precipita el DNA, y se resuspende en un pequefio
volumen. El ultimo control de calidad consiste en una verificacion mediante el Agilent Bioanalyzer (chip de DNA de alta
sensibilidad) para verificar que la libreria contiene Unicamente poblaciones del tamafio escogido. M: marcadores internos.

Una vez concluida la etapa de obtencion de los datos y finalizado su analisis, se corroboré que
las muestras intracelulares estaban dominadas por la poblacion de miRNAs, la cual era
seguida — de lejos — por fragmentos de RNAs pequefios nucleolares (SnoRNAS) y ribosomales
(rRNASs) (Figura 17). En MCF-7, los miRNASs llegaron a representar entre un 15y un 30% del
total de pequefios RNAs mapeados al genoma humano (150,000-300,000 RPM).

Las muestras extracelulares, por el contrario, presentaron un perfil completamente diferente,
caracterizado por la predominancia de fragmentos derivados de tRNAs. El caso extremo
fueron las fracciones S100 de ambas lineas celulares, donde la suma de los fragmentos de 30
y 31 nt de tRNAs llegaron a constituir entre el 30% (en MCF-10A) y el 60% (en MCF-7) de
las secuencias mapeadas. En claro contraste con el medio intracelular, la abundancia relativa
de miRNAs en estas muestras estuvo siempre por debajo del 0.5%. También fue muy
diferente la proporcion de fragmentos derivados de sSnoRNAs, que en las muestras
extracelulares se mantuvo por debajo del 0.1%, mientras que en el medio intracelular alcanzé
valores entre el 1.4% (MCF-10A) y 5.4% (MCF-7) de los reads mapeados, en promedio.
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Figura 17:A) resumen de los resultados de secuenciacion profunda obtenidos en la fraccion intracelular (columna 1), p16
(columna 2), p100 (columna 3) y S100 (columna 4) de las lineas celulares MCF-7 (fila superior) y MCF-10A (fila inferior).
Se muestra la abundancia relativa de las secuencias correspondientes (expresada como reads por millén de reads mapeados
al genoma humano; RPM) en funcion del largo de dichas secuencias. Verde: miRNAs, rojo: fragmentos de rRNAs, azul:
fragmentos de snoRNAs, violeta: fragmentos de tRNAs. B) La misma representacion que (A), pero suprimiendo las especies
mayoritarias para poder observar la distribucion de tamafios de otros RNAs menos representados. Azul: fragmentos de
SnoRNAs, verde: fragmentos de snRNAs, naranja: fragmentos de exones, violeta: secuencias 3’ trdiler de los tRNAs, rojo:

fragmentos de YRNASs.
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En secciones posteriores se profundizara en el andlisis de las poblaciones de miRNAs (82.3.3
y 82.3.4) y de los fragmentos de tRNA (82.3.6y siguientes). De los fragmentos de rRNAs
cabe decir que, si bien fueron detectados en altas cantidades en todas las muestras,
presentaron la maxima variabilidad entre réplicas bioldgicas, lo que impidié un analisis mas
fino. Observaciones destacables son la preferencia marcada por fragmentos correspondientes
al extremo 5’°, salvo para el rRNA 5S donde la mayoria de las secuencias comenzaron entre
las posiciones +80 y +100. Tanto a nivel intracelular (en ambas lineas) como en las fracciones
pl6 y p100 de MCF-7, se observo un enriquecimiento en fragmentos de 31 y 36 nt derivados
del rRNA 28S.

Ademas de las especies antes mencionadas (miRNAs, y fragmentos de tRNA, rRNA y
snoRNA), nuestro analisis se extendié a los fragmentos derivados de RNAs pequefios
nucleares (SNRNAs), fragmentos de YRNASs, fragmentos de RNAs asociados a la particula
Vault, fragmentos de exones (CDS) y las secuencias 3’ trailer de los genes de tRNAs (tRF-1).
Si bien estas especies presentaron abundancias relativas mucho mas bajas que las primeras,
también hubo sesgos notorios, tales como un enriquecimiento de la fraccion S100 en
fragmentos derivados de YRNAs (Figura 17 B). Aunque dos 6rdenes de magnitud por debajo
de los fragmentos de tRNASs, compartieron con éstos su estrecha distribucién de tamanos,
predominando las especies de 31-32 nucle6tidos.

A este nivel global de andlisis, no se observaron diferencias cualitativas evidentes entre los
perfiles derivados de las células tumorales (MCF-7) y no tumorales (MCF-10A). Por el
contrario, las mayores diferencias estuvieron presentes entre las muestras intracelulares y
extracelulares de ambas lineas. Si bien los perfiles extracelulares fueron en todos los casos
similares, las fracciones vesiculares (p16 y p100) fueron mucho més parecidas entre si que
cualquiera de ellas respecto de la fraccién S100, donde la diversidad de secuencias se redujo a
consecuencia del gran enriquecimiento en fragmentos derivados de tRNAs.

2.3.3 Una aproximacién ala [no] selectividad en la secrecién de miRNAs

Habiendo obtenido datos de este tipo, el andlisis que podria resultar mas inmediato seria un
analisis de expresion diferencial de miRNAs entre muestras comparables (ej: exosomas) de
las células tumorales y no tumorales. Pero ¢qué es lo que realmente arrojaria dicho estudio?
Supongamos que se encontrara que los mMiRNAs A, B, y C fuesen 10 veces mas abundantes en
los exosomas de MCF-7, ¢podria de alli concluirse que parte de la fisiopatologia del cancer de
mama implica la secrecion de los miRNAs A, B y C al medio extracelular, tal vez procurando
alterar la expresion génica de otros tipos celulares, tales como células del sistema
inmunolégico?

Dicha linea de razonamiento, no poco frecuente en la bibliografia cientifica en este campo de
estudio, se asienta sobre la idea instalada de que las células secretan activamente aquellos
RNAs que por algun motivo — y el motivo favorito es la comunicacion intercelular — necesitan
enviar al medio extracelular. Ahora bien: ¢sera que las células estan secretando la mayor parte
de los miRNAs A, B y C sintetizados debido a la ganancia que le confiere la secrecién de
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dichos miRNAs para su propia proliferacion? ;O serd que los miRNAs A, B y C estan
altamente expresados en la célula en cuestion, y aparecen en el medio extracelular en altas
proporciones como consecuencia de su alta concentracion intracelular? Ambos escenarios,
bien distintos entre si, pueden ser abordados de manera experimental: en el primer caso cabria
esperar una alta proporcion de A, B y C fuera de la célula, y una baja 0 moderada abundancia
relativa en el medio intracelular. En el segundo escenario, en cambio, A, B y C serian los
miRNAs principales tanto dentro como fuera de las células.

Las elucubraciones anteriores pretenden nada méas que poner de manifiesto la importancia de,
cuando se quieren estudiar los RNAs contenidos en fracciones extracelulares, contar también
con la contraparte intracelular como referencia. Podemos adelantar que el perfil de miRNAs
encontrados en los exosomas de las células MCF-7 fue distinto del encontrado en los
exosomas de las células MCF-10A. Pero el punto argumental que intentamos desarrollar es
que concluir sobre dichas diferencias no tiene sentido sin antes prestar atencion al perfil
intracelular de miRNAs en ambas células.

A nivel intracelular, los perfiles de miRNAs de las células MCF-7 y MCF-10A, si bien
contaron con algunas notorias y destacables similitudes, fueron mayoritariamente diferentes.
Esto no deberia sorprender dado que en definitiva se trata de lineas celulares distintas, mas
alla del caracter tumoral o no tumoral de las mismas. Ademas, dado que las condiciones de
cultivo ni siquiera fueron iguales®, no tendria mucho sentido un anélisis comparativo de este
tipo.

Aclarado lo anterior, corresponde sefialar al menos las caracteristicas mas sobresalientes. En
ambas lineas celulares el mMiRNA mayoritario fue miR-21-5p, y sus niveles intracelulares —
juzgados o estimados a partir de los valores de RPM — fueron en promedio 35 veces
superiores (en MCF-7; 17 veces en MCF-10A) al segundo miRNA mas abundante. Mas aun,
el miR-21-5p llego a representar el 71% y el 58% de todos los miRNAs en MCF-7 y MCF-
10A, respectivamente.

No deberia sorprender el hecho de que hayamos detectado altos niveles de miR-21-5p en
células MCF-7. Este miRNA es reconocido como un “onco-miR” dado que silencia una serie
de blancos experimentalmente validados, entre los que se encuentran un nimero importante
de supresores tumorales tales como PTEN, PDCD4 (Wickramasinghe et al., 2009), o TPM1
(Zhu et al., 2007). Ademaés, desde hace afios se conoce su sobre-expresion en varios tipos de
cancer humanos, incluyendo el cancer de mama (Si et al., 2007). Més sorprendente es, tal vez,
su deteccion en altos niveles en células MCF-10A, de origen no tumoral y no tumorigénicas.
Aln asi, debe considerarse que las células MCF-10A fueron obtenidas a partir de tejido
mamario fibroquistico (tumor benigno), y fueron espontaneamente inmortalizadas en cultivo
(Soule et al., 1990), por lo cual tampoco deben racionalizarse como tejido mamario normal.

Como puede apreciarse en la Figura 18 (A, C), las células MCF-7 presentaron un quiebre en
las abundancias relativas de los 456 miRNAs en ellas detectados, donde el subconjunto de los

®no se priorizé un disefio experimental que permitiese comparar estas lineas entre si, sino buscar condiciones 6ptimas de
cultivo de cada linea celular en medio libre de suero, de modo de mantener la liberacion de cuerpos apoptdticos cerca de los
minimos posibles
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16 miRNAs mas abundantes (encabezados por miR-21-5p como ya se hizo referencia) llegé a
representar el 91% del total. Este patron de expresion bimodal no fue observado en MCF-10A
(Figura 18, B). Ademas, el numero de miRNAs detectados en dichas células (333) fue
considerablemente inferior.
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Figura 18: comparacion de los perfiles de expresion de miRNAs (fraccion intracelular) entre las células MCF-7 (celeste:
réplica 1; azul: réplica 2) y MCF-10A (amarillo: réplica 1; verde: réplica 2). A) Gréfico de caracol, en el cual la expresion
intracelular de cada miRNA se representa como una linea que se extiende desde el centro hacia el exterior, y cuyo largo
corresponde al valor del logaritmo en base 2 de los reads por milldn de reads mapeados [Log,(RPM)]. Partiendo del miR-
21-5p (ubicado a las 12 en punto), los miRNAs estan ordenados en sentido horario segln su expresion en la réplica 1 de
MCF-7. B) idem, pero los miRNAs estan ordenados segln su expresion en la réplica 1 de MCF-10A. En ambos casos, se
eliminaron aquellos miRNAs no expresados en las células utilizadas para el ordenamiento. C) Gréfico de barras
representando los valores de Log,(RPM)de los 30 miRNAs mas expresados en MCF-7, y ordenados seguin su expresion en la
réplica 1 de dichas células (celeste). También se muestra la expresion de dichos miRNAs en MCF-10A (verde). Las barras de
error representan el error estandar de la media. La linea quebrada celeste corresponde a la media mavil (periodo: 2) de las
barras correspondientes a MCF-7.

Como ya se ha explicado, nuestro objetivo no fue realizar una comparacién detallada entre los
perfiles de expresion de miRNAs de las células MCF-7 y MCF-10A, sino comparar los
perfiles intra- y extracelulares en cada tipo celular. Para cualquiera de las tres fracciones
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extracelulares estudiadas (p16, p100, S100), se observé una fuerte correlacion con los perfiles
intracelulares®’. Las graficas presentadas en la Figura 19 (A-C) muestran la abundancia
relativa de cada miRNA (representado como un punto) en cada fraccion extracelular, en
funcion de sus abundancias relativas intracelulares. Como puede observarse, los miRNAs
cuya expresion intracelular se encontré por debajo de los =5 RPM fueron indetectables (o
detectados a niveles muy bajos) en las fracciones extracelulares. A partir de dicho punto, el
incremento en la abundancia intracelular tuvo como correlato un incremento en la abundancia
extracelular, pudiéndose ajustar los datos mediante una recta de pendiente 1(considerese que
las abundancias estan expresadas en escala logaritmica). Ciertamente, este tipo de patron era
el esperado a partir de un modelo de secrecién no selectiva a nivel global. A la luz de dicho
modelo la secrecidn de cada miRNA seria independiente de su secuencia o de su funcion, y su
nivel de expresion intracelular actuaria como la Unica variable capaz de predecir su
abundancia relativa en el espacio extracelular. Dicho de otro modo, la probabilidad de
secrecion de cada molécula individual es la misma, y por tanto la tasa de secrecion de cada
especie (ej: miR-21-5p, miR-16-5p, let-7a-5p, etc.) es proporcional a la representacion de
dicha especie en el total de miRNAs intracelulares.

Para formalizar lo anterior se desarrollé un modelo tedrico que asume que los miRNAs son
secretados de forma pasiva. Tomando el valor observado — experimental — de representacion
intracelular de cada miRNA (p;i), se predijo su abundancia relativa extracelular. La misma se
calcul6 de la siguiente manera:

Pie = Di X FS,

73T
1

Donde pje corresponde a la representacion extracelular del miRNA en la fraccion
extracelular “e”, pies su correspondiente representacion intracelular (expresado en RPM), y
FSees un “factor de secrecion” que es comun a todos los miRNAs en la fraccion extracelular
“e”. Precisamente, la hipétesis de secrecion pasiva implica que FSe debe de ser constante para
una determinada fraccion extracelular. Por el contrario, de existir selectividad en la secrecion,
FS. deberia modelizarse como una variable propia de cada miRNA.

El valor de FS, se determind realizando el siguiente cociente:

2 RPM,

FS, = o=t
°  XiRPM;nrra

Es decir que el “factor de secrecion” corresponde al cociente entre el total de los reads
mapeados que son miRNAs en la fraccion extracelular “e” y en el medio intracelular. Es un
corrector, por consiguiente, de las grandes diferencias en la abundancia de miRNAs en las
fracciones intra- y extracelulares (82.3.2).

2! De aqui en adelante, el anlisis se centra Gnicamente en la linea celular MCF-7 debido a que se
obtuvo una fuerte correlacion en el perfil de miRNAs intracelulares entre réplicas bioldgicas
(Pearson r = 0.9265). Dado que este valor fue inferior a 0.9 en MCF-10A, las gréficas resultantes
presentan demasiada dispersion, pero la tendencia es la misma.
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Figura 19: las abundancias relativas de los miRNAs en las fracciones extracelulares de las células MCF-7 son consistentes
con un modelo de secrecion no selectiva. La abundancia relativa promedio (en escala logaritmica de base 2) de cada miRNA
en las fracciones extracelulares pl6 (A), pl00 (B) y S100 (C) se graficé en funcidon de los niveles intracelulares
correspondientes. Manualmente se agregaron lineas de pendiente igual a 1. Un modelo tedrico que asume secrecion pasiva
fue superpuesto (sombras mas claras). En los recuadros se muestra la correlacion (Pearson) entre dicho modelo y los datos
experimentales. D) Distribucion acumulada de los valores de Log,RPM para los miRNAs intracelulares. La linea negra
punteada corresponde al total de miRNAs intracelulares en MCF-7 (n = 456). Se repiti6 el mismo analisis, pero incluyendo
Unicamente aquellos miRNAs con RPM > 1 en la fraccion pl16 (linea roja, n = 119), p100 (linea verde, n = 114) y S100
(linea azul, n = 80). Como control, 5 conjuntos de 80 miRNAs tomados de manera aleatoria fueron también analizados
(puntos negros).

Llegado a este punto se realizO un contraste de hipétesis para evaluar si los datos
experimentales se ajustaban o no al modelo propuesto. En primer lugar, se definié como
hipotesis nula (Hp) la secrecion no selectiva de los miRNAs. Posteriormente se evalud la
correlacion entre los valores de pi.experimentales y teoricos (es decir: la abundancia relativa
de cada miRNA en el espacio extracelular obtenida a partir de los datos de secuenciado, o
predicha a partir de los valores intracelulares y asumiendo la hipétesis nula). Como se muestra
en los recuadros interiores de la Figura 19, A-C, los coeficientes de correlacion de Pearson (r)
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fueron: 0.8089, 0.7989 y 0.8262 para las fracciones p16, p100 y S100, respectivamente. Los
P-valores (a dos colas) asociados a dichos coeficientes de correlacion son todos < 0.0001, por
lo cual la similitud entre los valores tedricos y experimentales no puede suponerse obra del
azar. Dado que la distribucién predicha de los datos bajo la hip6tesis nula coincide con los
valores experimentales, concluimos que la misma no puede rechazarse. Es decir, no hay
elementos para suponer que la secrecion de los miRNAS no sea no selectiva®.

Para expresar 1o mismo de manera gréfica, se tomaron los valores de p;i. predichos por el
modelo y se les agreg6 ruido para resemblar la varianza propia del muestreo. Se calculé una
desviacion estdndar teorica para cada punto segun una distribucion binomial (cpinom), Y €l
valor graficado en el eje de las ordenadas se computé como un numero aleatorio en el
intervalo pje+ 6cpinem. Superponiendo las distribuciones obtenidas para 7 repeticiones de este
modelo al que se le agregd ruido, se definieron las areas sombreadas que aparecen en la
Figura 19, A-C. Como puede observarse, la mayoria de los puntos caen dentro de dichas areas
y siguen una tendencia similar.

Una ultima manera de analizar estos mismos datos, que pueda tal vez servir para esclarecer lo
que intentamos comunicar: la Figura 19, D, muestra un anélisis de frecuencia acumulada para
la expresion intracelular de los miRNAs en MCF-7 (linea negra punteada). De la grafica se
desprende, por ejemplo, que un 60% de los miRNAs tienen una abundancia intracelular
menor a 1 RPM (2°), y cerca de un 90% estan por debajo de los 32 RPM (2°). Esto es asi
cuando se analiza el total de los miRNAs detectables en MCF-7 (n = 456). Si se toman, en
cambio, Unicamente aquellos que presentan una expresion extracelular elevada (>1 RPM), la
distribucion de frecuencias acumuladas cambia drasticamente y se mueve hacia mayores
niveles de expresion intracelular. Por ejemplo, unicamente el 10% de los miRNAs con >1
RPM en S100 (n = 80) tienen niveles intracelulares menores a 1 RPM (en comparacion con el
60% de la poblacion global). Lo que esto quiere decir es que aquellos miRNAs detectados en
niveles apreciables en las fracciones extracelulares se corresponden con aquellos de mayor
expresion intracelular. Controles realizados con un nimero comparable de miRNAs tomados
al azar permiten descartar que los corrimientos observados se debiesen Unicamente a
fendmenos de muestreo.

Otra consecuencia de la secrecion no selectiva es que no deberian existir diferencias en el
perfil de miRNAs entre las distintas fracciones extracelulares, ya que cada fraccion actuaria
como una pequefia muestra representativa del contenido intracelular. Efectivamente, los
coeficientes de correlacion de Pearson (r) para la comparacion de las fracciones (promedios)
pl6 vs. p100, p16 vs. S100 y p100 vs. S100 fueron siempre > 0.9. Més aln, el coeficiente de
correlacion pl6 vs. pl00 (0.9794) fue superior al obtenido entre las propias réplicas
bioldgicas de p16 (0.9494) y de p100 (0.9348). Esto quiere decir que a pesar de las diferencias

2 Esta frase es un poco barroca, pues tiene incorporada tres negaciones. La opcion simplista: “la secrecion es no selectiva”
puede resultar una alternativa mas correcta desde el punto de vista linguistico, pero es formalmente incorrecta: decidir no
descartar la hipotesis nula no implica aceptarla. No estamos aqui descartando que haya mecanismos moleculares que
provoquen que algunos miRNAs tiendan a ser secretados antes que otros. Pero de existir tales mecanismos, sus efectos no
estarian logrando alterar significativamente el patrén global, y destruyendo la correlacion entre las abundancias relativas
intra y extracelulares.
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estudiadas en 8§2.3.1, estas fracciones son indistinguibles entre si en lo que respecta a su
contenido de miRNAs.

2.3.4 Identificacion de miRNAs candidatos a secrecién selectiva

El subtitulo anterior puede parecer contradictorio con todo lo desarrollado en la seccion
82.3.3, pero se trata en realidad de cosas distintas. Hasta ahora hemos venido analizando el
perfil de miRNAs de una manera global, a efectos de elucidar la cuestion sobre si la secrecién
es 0 no mayoritariamente selectiva. Nuestros resultados no apoyan, en absoluto, lo que
muchos autores sostienen en lo que respecta a la secrecion de miRNAs. El proceso de
secrecion®®, segln nuestros datos, seria mayoritariamente del tipo no selectivo, dado que los
miRNAs mas abundantes son los mas representados en las fracciones extracelulares, y
viceversa. Aln asi, un pequefio nimero de miRNAs podrian ser secretados de manera
selectiva (o selectivamente retenidos), y en la medida en que dicho nimero no fuese
demasiado alto, esto no afectaria la distribucién general. Dicho de otra manera: en un
contexto donde la mayoria de los miRNAs trascienden los limites de la célula a una razén
proporcional a su concentracion citoplasmatica, algunos de ellos podrian tener una tasa de
secrecion significativamente mas alta o mas baja. Esto podria ser consecuencia de
mecanismos moleculares especificos para la discriminacion, captura y secrecion de algunos
miRNAs particulares, o consecuencia indirecta de fenémenos no relacionados con la
secrecion (por ejemplo: un miRNA altamente expresado pero direccionado al nucleo
presentarfa una baja tasa de secrecion®).

Si se observa con detenimiento la Figural9, A-C, puede apreciarse que algunos puntos se
ubican por fuera del &rea predicha por el modelo teérico. Esto de por si solo no implica que
los mismos sean excepciones del modelo. En dichas gréficas cada punto viene representado
por el promedio de los valores intra- y extracelulares, y se pierde la informacion respecto de la
dispersion entre réplicas asociada a dicho punto. Lo esperable para un miRNA candidato a ser
selectivamente secretado no es que su extracelular sea mayor o menor a la predicha a raiz de
su abundancia intracelular. Lo esperable es que dicho corrimiento sea ademas lo
suficientemente grande para superar el ruido de fondo (dado por la variabilidad bioldgica,
experimental, y la propia estadistica de muestreo), y que sea ademas sistematico,
reproducible.

Zaclaracion necesaria: nuestro abordaje es meramente observacional y a posteriori, y no incursionamos en estudios
mecanisticos. De aqui que cuando decimos “proceso de secrecion” no estamos en realidad haciendo referencia a un proceso
de secrecion en el sentido biolégico del término. Los miRNAs bien podrian acceder el espacio extracelular por mecanismos
moleculares especializados, lo mismo que por otros fendmenos (ej: muerte celular necrética y liberacion de los complejos
AGO2/miRNA al medio extracelular, fraccion S100). En el caso de la fraccion exosomal, uno tiende a pensar que el
“proceso de secrecion” coincide con el encapsulamiento dentro de los exosomas en formacion (cuando se invaginan los
endosomas para formar los cuerpos multivesiculares). Aun asi, otros podrian ser los mecanismos involucrados y esto no
afectaria nuestro mensaje. Lo importante es que la evidencia no respalda un modelo que asumiese que sélo unos pocos
miRNAs son secretados en altas cantidades. En dicho caso, la correlacién entre los perfiles intra- y extracelulares deberia
ser baja, cosa que no ohservamos.

*en este ejemplo se manifiesta una de las limitaciones de nuestro abordaje experimental: nuestro observable es la
abundancia intracelular estimada a partir de los valores de RPM, cuando a los efectos de la secrecién pasiva el parametro
mas relevante seria la concentracion citoplasmatica.
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Para abordar esta cuestion, se calcularon las abundancias relativas normalizadas al total de
miRNAs en cada fraccion® (RPM-miRNA), lo que permitié realizar comparaciones entre
fracciones con alto (INTRA) y bajo (p16, p100, S100) porcentaje de miRNAs. Utilizando
dicho parametro, se calcul6 el “fold-change” (cociente) para cada miRNA entre las fracciones
extracelulares y la fraccion intracelular. A continuacion, utilizando los valores de todas las
réplicas bioldgicas, se computé el P-valor®® correspondiente a la significancia estadistica de
que dicho “fold-change” sea distinto de 1. En la Figura 20 se muestran los “graficos de
volcan” obtenidos para la comparacion de las distintas fracciones extracelulares con la
fraccion intracelular. Los mismos se obtienen al graficar el negativo del logaritmo decimal del
P-valor en funcion del logaritmo en base 2 del “fold-change”. Cada punto corresponde a una
determinada especie de miRNA. Las lineas verticales discontinuas indican la posicion -2 y
+2. Por consiguiente, cualquier punto hacia la derecha de la linea derecha o hacia la izquierda
de la linea izquierda est4 — en promedio — mas de 4 veces (2%) mas enriquecido o disminuido
en la fraccion extracelular respecto de la intracelular, respectivamente. La linea horizontal
discontinua indica la posicion +1.3, que es la que corresponde a un P-valor de 0.05 (-
Log100.05 = 1.301) Por tanto, cualquier punto por encima de dicha recta se considero
estadisticamente significativo.

Las gréaficas de volcan tienen la ventaja de que permiten rapida y visualmente identificar a los
puntos relevantes como aquellos ubicados en los cuadrantes superiores izquierdo y derecho
(definidos por las intersecciones de las lineas discontinuas antes mencionadas).De los 456
miRNAs detectados en MCF-7, solamente se encontraron 8 que estuvieron sobre-
representados en las muestras extracelulares (3 en p16, 5 en p100, ninguno en S100) y 4 que
estuvieron sub-representados (1 en p16, 1 en p100, 2 en S100). Es decir, solamente un 2.6%
de los miRNAs presentaron niveles consistentes con la hipdtesis de secrecion selectiva. Mas
aun, si el nivel de confianza estadistica se elevase un poco y solamente se considerasen
significativos aquellos miRNAs con P <0.01, unicamente el let-7d-5p y el miR-423-5p
permanecerian como candidatos (0.4%).

¢Son estos los unicos miRNAs que cabria investigar si se pretendiese descubrir posibles
mecanismos moleculares de secrecion activa y especifica (en MCF-7, al menos)? La respuesta
es un contundente no. Evidentemente, la lista final de posibles candidatos se modifica en
funcién de como uno defina los limites de los cuadrantes en las graficas de volcan, lo que es
de por si una accion arbitraria. Que un miRNA esté presente en la lista de candidatos no
implica que efectivamente haya sido secretado de manera selectiva (su enriquecimiento puede
deberse a factores aleatorios, o a artefactos experimentales tales como la contaminacion
cruzada; Capitulo 1). Analogamente, miRNAs selectivamente secretados pueden mostrar una
abundancia extracelular mayor a la esperada en funcion de su grado de expresion intracelular,
pero la variabilidad entre réplicas puede provocar que dicho resultado sea poco significativo.

% RPM = ndimero de reads / sumatoria de reads mapeados al genoma humano * 1x10°
RPM-miRNA = nlimero de reads / sumatoria de reads correspondientes a miRNAs * 1x10°
%pryeba t de Student-Welch, dado que las varianzas no fueron homogéneas entre las muestras intra- y extracelulares
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Figura 20: deteccion de miRNAs enriquecidos en las fracciones extracelulares. A-C) Gréficos de volcan mostrando aquellos
miRNAs significativamente enriquecidos (cuadrante superior derecho) o menguados (cuadrante superior izquierdo) en las
fracciones p16 (A), p100 (B) y S100 (C) respecto al contenido intracelular de las células MCF-7. D) Analisis por ranking
(posicion en una lista de miRNAs ordenados por abundancia) mostrando el enriquecimiento del miR-122-5p en las
fracciones extracelulares. Las estrellas (***) denotan P < 0.0001 (ANOVA de una via con test post hoc de Tukey).

Lo anterior aplica especialmente para aquellos casos que son tal vez los mas interesantes:
miRNAs de muy baja expresion intracelular y comparativamente alta — pero ain asi baja en
términos absolutos — abundancia extracelular. Cuando los valores son bajos, la variabilidad es
mucho mas grande (por numerosos motivos; siendo el més evidente el hecho de que los
errores relativos aumentan a medida que disminuye la magnitud de la medida). Esto provoca
que, por debajo de un cierto valor de RPM a nivel extracelular, sea muy dificil que un positivo
verdadero llegue a alcanzar niveles de significancia (si no se aumenta el nimero de réplicas, o
se disminuye la varianza de los datos de alguna manera).

Habiendo hecho estas consideraciones, nos llamo la atencion que uno de los puntos que
presentaban mayor fold-change en la Figura 20, A-C, era el miR-122-5p. Si bien los P-valores
fueron demasiado altos (por lo que dicho fold-change bien podria ser obra del azar), el
enriquecimiento promedio en la fraccién S100 llegé a ser de 500 veces (2%), lo cual no es un
numero despreciable. Pero lo que realmente nos llamo la atencion es que miR-122-5p es
famoso por ser uno de los miRNAs con mayor expresion tejido-especifica y siendo la misma
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restricta al higado (Landgraf et al., 2007), donde alcanza altisimos niveles y actia como
regulador del metabolismo de los &cidos grasos.

Concordantemente, el miR-122-5p fue casi indetectable en células MCF-7 (0.45 RPM en
réplica 1, 0 RPM en réplica 2). Seria esperable, por tanto, que tampoco fuese detectable en las
muestras extracelulares, donde los valores de RPM asociados a cualquier miRNA fueron
Ordenes de magnitud méas bajos. Sin embargo, alcanzé valores promedio de 1.4, 0.3 y 9.5
RPM en pl6, pl00 y S100, respectivamente. Por los reparos expuestos anteriormente,
decidimos recurrir a un analisis que no fuese tan vulnerable a los valores de abundancia bajos.
Es asi que ordenamos jerarquicamente todos los miRNAs en cada muestra segun su
abundancia relativa, de mayor a menor. En el medio intracelular, a miR-122-5p le
correspondio la posicion #320. En cambio, ocupd las posiciones #100, #104 y #48 en pl6,
pl00 y S100. Este aumento de ranking en las fracciones extracelulares si fue altamente
significativo (P < 0.0001; test de ANOVA con anélisis post hoc de Tukey, Figura 20, D).

El resultado anterior fue posteriormente verificado por PCR cuantitativa, como se muestra en
la seccion 82.3.7. Si bien sus abundancias relativas, aun las extracelulares, estuvieron siempre
en la “region de ruido” y no puede descartarse que su presencia extracelular fuese un artefacto
- ¢puede alguna vez enteramente descartarse? -, no deja de ser un resultado inquietante. En
2012 se realiz6 un estudio de miRNAs enriquecidos en sangre de pacientes con cancer de
mama, y uno de los miRNAs més significativos fue precisamente el miR-122 (Wu et al.,
2012). Los autores asumieron que podria tratarse de una respuesta hepatica frente al tumor,
pero ¢/no permitirian nuestros resultados preguntarse si no seria la misma célula mamaria
tumoral la responsable de liberar dicho miRNA al torrente sanguineo? Después de todo, el
miR-122-5p es un regulador importante del metabolismo energético y las células tumorales
suelen ser avidas de mayores fuentes de energia. En enero de 2015 (ya con nuestro manuscrito
enviado y en revision) la revista Nature Cell Biology publicd un articulo que lleva por titulo:
“Breast-cancer-secreted miR-122 reprograms glucose metabolism in premetastatic niche to
promote metastasis™*’(Fong et al., 2015).

2.3.5 Enriguecimiento de las fracciones extracelulares en fragmentos
derivados del RNA Y4

Los YRNAs son pequefios RNAs de 84-113 nt transcritos por la RNA polimerasa Il que se
asocian a las proteinas Ro y La para formar complejos ribonucleoproteicos cuya funcién no
esta clara todavia. Si se sabe que, por su unién a la proteina Ro60, participan en el control del
plegamiento de otras moléculas de RNA, y por mecanismos independientes también regulan
la replicaciéon del DNA (Kowalski and Krude, 2015). En determinadas circunstancias, estas
moléculas pueden ser clivadas a fragmentos mas cortos, de 22-27 nt y de 27-36nt, en un
mecanismo independiente de la enzima Dicer (Nicolas et al.,, 2012). Recientemente, la
presencia de dichos fragmentos ha sido descrita en vesiculas extracelulares de células
inmunes (Nolte-'t Hoen et al., 2012), en exosomas presentes en el semen (Vojtech et al.,

2T E] miR-122 secretado por las células de cancer de mama reprograma el metabolismo de la glucosa en el nicho pre-
metastatico para de ese modo promover la metastasis.
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2014), y en la sangre (Dhahbi et al., 2013a). De las cuatro especies de YRNAS que existen en
humanos (Y1, Y3, Y4 e Y5), los autores encontraron que los fragmentos transportados por el
torrente sanguineo derivaban casi exclusivamente del RNA Y4.

En nuestro estudio, fragmentos de YRNAs fueron encontrados en todas las muestras, con
abundancias relativas que variaron entre los 1,000 y los 10,000 RPM. En casi todos los casos,
los fragmentos correspondieron al extremo 5’ exacto (comenzaban en la posicion +1). En un
plano global, no se observaron diferencias cuantitativas entre las poblaciones intra- y
extracelulares. Sin embargo, al clasificar los fragmentos segun la especie de YRNA de origen,
se observaron notables diferencias. Mientras que en el medio intracelular se detectaron
cantidades similares de fragmentos derivados de los RNA Y3, Y4 e Y5, méas del 85% de los
fragmentos extracelulares correspondieron al RNA Y4 d(nicamente. Mas adn, dichos
fragmentos fueron casi exclusivamente de 31-32 nt, mientras que en la fraccion intracelular la
distribucion de tamafios fue méas heterogénea (Figura 21).

Resulta llamativo haber encontrado un enriquecimiento de los fragmentos del RNA Y4 en el
medio extracelular, precisamente porque éstos han sido los Unicos fragmentos hallados en
grandes cantidades en la sangre (Dhahbi et al., 2013a). Las proximas secciones se centraran
en el estudio de otras especies muy enriquecidas en el medio extracelular: las mitades de
tRNA. No son los signos de secrecion diferencial lo Gnico que tienen en comun entre si estas
especies. En bacterias, los YRNAs actiian como moléculas miméticas de los tRNAs, y son
blanco de la misma maquinaria de procesamiento celular (Chen et al., 2014).
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Figura 21: enriquecimiento de los fragmentos derivados de RNA Y4 en el medio extracelular. lIzquierda: comparacion del
porcentaje de secuencias correspondientes a YRNAs derivadas del RNA Y1 (azul), Y3 (rojo), Y4 (verde) e Y5 (violeta). Las
figuras superior e inferior corresponden a MCF-7 y MCF-10A, respectivamente. Cuando hubo muestras significativamente
diferentes (ANOVA de una via), se colocaron estrellas en las de porcentajes mas altos.*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001
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(test post hoc de Tukey). Graficas del centro y derecha: distribucion de tamafios y abundancias relativas de los fragmentos
de YRNAs en el medio intracelular (centro) y en la fraccion S100 (derecha). Las fracciones p16 y p100 no se muestran, pero
cualitativamente fueron muy similares a la S100 en ambas lineas celulares.

236 La fraccibn S100 estda muy enriquecida en “complejos
ribonucleoproteicos” conteniendo mitades 5’ de tRNA-Glu y tRNA-Gly.

Como ya se adelanto en la seccion §2.3.2., los fragmentos derivados de tRNAs fueron muy
minoritarios en el medio intracelular, y sin embargo fueron una de las categorias principales
en las fracciones extracelulares. Ya en reportes anteriores las mitades de tRNAs (en adelante
tRNA-h, por tRNA halves) habian sido descritas en vesiculas extracelulares de células
inmunes (Nolte-'t Hoen et al., 2012) y en exosomas presentes en el semen (Vojtech et al.,
2014). Sin embargo, nuestros resultados apuntan a que la fraccién S100, més que las
fracciones vesiculares, es la que esta fuertemente enriquecida en dichas moléculas (P<0.001
en MCF-7; P<0.05 en MCF-10A; Figura 22). Esto sugiere fuertemente que las tRNA-h
pueden ser secretadas en forma de complejos ribonucleoproteicos (RNP), lo que esta en
consonancia con reportes recientes donde se describié la presencia de complejos RNP
conteniendo tRNA-h en sangre humana y de raton (Dhahbi et al., 2014; Dhahbi et al., 2013b).
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Figura 22: enriquecimiento de la fraccion S100 en mitades de tRNAs. Izquierda: comparacion del porcentaje de secuencias
mapeadas correspondientes a miRNAs (verde; eje vertical izquierdo), tRNAs (azul; eje vertical izquierdo) e YRNAs (rojo; eje
vertical derecho). Arriba: MCF-7; abajo: MCF-10A. Cuando hubo muestras significativamente diferentes (ANOVA de una
via), se posicionaron estrellas en las de porcentajes mas altos. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001 (test post hoc de
Tukey). Gréficas del centro y derecha: distribucion de tamafios y abundancias relativas de los fragmentos de tRNAs en el
medio intracelular (centro) y en la fraccion S100 (derecha). Los distintos colores corresponden a distintas especies de tRNAs
(discriminados al nivel de isodecodificadores). Azul: tRNA®"qc, rojo: tRNA®Yscc; verde oscuro: tRNA®Ycc; por otros
colores: ver leyenda. Las fracciones p16 y p100 no se muestran, pero fueron una situacién intermedia entre el medio
intracelular y la fraccién S100.
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Ademaés de las grandes diferencias cuantitativas en la proporcion de fragmentos derivados de
tRNAs en las distintas fracciones, también se constataron diferencias cualitativas evidentes.
En términos generales, los fragmentos més abundantes en el medio extracelular tendieron a
ser también los mas abundantes dentro de la célula, pero la complejidad y diversidad de
secuencias fue mucho menor en el medio condicionado, y particularmente en S100. Por
ejemplo, la suma de las secuencias derivadas de Unicamente tres especies diferentes
(tRNA® e, tRNAYgec; v tRNA®Y ) lleg a corresponder al 89+3% vy al 88+3% del total
en MCF-7 y MCF-10A, respectivamente. Estas fueron también las especies més abundantes
en el medio intracelular, pero representaron el 44+9% y el 63+9%, respectivamente.

Ademas de la diversidad de especies, la complejidad también fue mucho mas restricta en
S100 cuando se observa la distribucion de tamafios de los fragmentos presentes. En MCF-7, el
80+5% de los fragmentos tuvo entre 30 y 31 nt, vs. 9+2% en los lisados celulares (P< 0.01;
test t de Student-Welch). El perfil de tamafios no fue tan estrecho en la fraccion S100 de
MCF-10A, pero también se observé una cierta condensacion centrada en los 31-32
nucleotidos. Salvo unas pocas excepciones, todos estos fragmentos comenzaron en la posicion
+1 de los tRNAs maduros. Considerando su largo, corresponden a mitades 5°.

Ademas de las mitades, se ha descrito como el corte de los precursores de tRNAs por la
RNasaZ libera los llamados trailers 3°(que no estdn presentes en la secuencia del tRNA
maduro), los cuales pueden actuar también como RNAs pequefios reguladores (en ese
contexto, se los llama tRF-1 o 3°’U-tRFs) (Lee et al., 2009). Detectamos cantidades moderadas
(1700£600 RPM) en el medio intracelular de las células MCF-7. La mayoria de estas
secuencias (74% en MCF-7; 63% en MCF-10A) correspondieron al tRF-1001, una secuencia
de 20 nucledtidos derivada del trailer 3’del tRNA>*1ga, Y sobre-expresado en células
altamente proliferativas (Lee et al., 2009). Sin embargo, a diferencia de las mitades de tRNAs,
estos otros fragmentos estuvieron muy poco representados en las fracciones extracelulares.
Por ejemplo, en la fraccion S100 de MCF-7, el tRF-1001 estuvo por debajo de 20 RPM.

En resumen, de toda la diversidad de fragmentos generados a partir de transcritos de tRNA o

de tRNA maduros, unicamente las mitades 5’de isoaceptores de Glu y Gly dominaron la
fraccion S100.

2.3.7 Validacion por PCR digital y por PCR cuantitativa en tiempo real.

En cualquier estudio basado en secuenciacion profunda es esencial la validacion posterior por
otras técnicas y de ser posible en réplicas diferentes. Lo mas utilizado es la PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR). Y como se desea tipicamente evaluar varias especies de forma
simultanea, lo mas frecuente es utilizar una cuantificacion relativa, es decir, determinando los
valores de ACq respecto de un RNA referencia no afectado por la variable experimental en
estudio.
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¢ Cual seria, en nuestro caso, una adecuada referencia? Aqui no estamos comparando muestras
iguales en distintas condiciones, donde se supone que es poco lo que se veria afectado, sino
muestras bien distintas (un lisado celular vs. exosomas, o vs. complejos ribonucleoproteicos
del medio condicionado extracelular). Absolutamente todos los RNAs deberian en teoria estar
afectados por el proceso que estd en estudio ya que éste no es ni mas ni menos que la
secrecion del RNA. Si un RNA estd realmente presente en el medio extracelular —
descontando artefactos — es porque fue secretado, y por consiguiente, afectado por la variable
en estudio. Si se puede, al menos, distinguir dos categorias: aquellos RNAs secretados en
forma selectiva (0 que presentan una diferencia de estabilidad extracelular; lo que a fines
préacticos es lo mismo) y aquellos secretados Unicamente en funcion de su concentracion
intracelular. Se podria demostrar la selectividad utilizando como referencias RNAs cuya
secrecién no selectiva pueda darse por descontado. Pero dado que al momento de realizar este
trabajo no habia ninguna especie cuya secrecion no selectiva fuese demostrada y reuniese
amplios consensos, este camino no era aplicable.

Optamos entonces por recurrir a la técnica de PCR digital en micro-gotas (ddPCR), dado que
es una técnica que permite una cuantificacion absoluta de manera intrinseca, sin necesidad de
utilizar estandares para cada especie a evaluar, y que presenta una gran sensibilidad y
reproducibilidad®. Su mayor desventaja es — a nuestro criterio — su no disponibilidad en el
pais. A diferencia de la gq°PCR o PCR en tiempo real, la PCR digital es una PCR a tiempo
final, es decir, en condiciones de saturacion de la sefial. Para obtener informacion cuantitativa
lo que se hace es realizar una dilucion limite de la muestra, de manera que cada micro-reactor
(micro-gotas de agua emulsionada en aceite — ddPCR — en los modelos de BioRad)
unicamente reciba 1 o 0 moléculas de templado (cDNA). Luego de 40 ciclos de PCR, las
gotas que recibieron templado seran fluorescentes, mientras que las que no lo hicieron
presentaran intensidades de fluorescencias mucho méas bajas y se consideraran negativas.
Todas las gotas se hacen luego pasar de a una por un detector (en un sistema similar a lo que
ocurre en citdbmetro de flujo) y se cuenta la proporcion de gotas positivas y negativas. A partir
de dichos cocientes, y conociendo las diluciones realizadas, se calcula la concentracion
original de moléculas de templado presentes en la muestra.

La Figura 23muestra resultados crudos representativos para la cuantificacion de un miRNA
muy abundante en todas las muestras (miR-21-5p) y otro muy escaso (miR-122-5p). Cada
punto representa una gota, la cual se clasifica como positiva 0 negativa en funcién de si su
intensidad de fluorescencia supera 0 no un cierto umbral.

La Figura 24 representa la abundancia extracelular vs. intracelular (medidas como logaritmo
en base 2 de las copias de cDNA por ng de RNA de partida) para distintos miRNAs
(incluyendo aquellos de alta y baja expresion) y mitades de tRNAs. El tipo de sistema
utilizado (stem-loop RT-PCR; ver materiales y métodos; §2.2.10) provoca que estas PCR sean
especificas para las especies del largo estipulado (ej: si se procura amplificar un fragmento
que va de la posicion 1 a la 31 del tRNAG'“CUC, los fragmentos que llegan hasta la posicion
30 o hasta la 32 no deberian en teoria interferir).

Bhttp://www.sciencemag.org/custom-publishing/technology-features/digital-pcr-revolution
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Como puede apreciarse, los miRs: 21-5p, 16-5p, let-7i-5p y 17-5p — que por los datos de
secuenciacion deberian secretarse de manera no selectiva — tendieron a ajustarse a rectas de
pendiente 1 en las distintas muestras, lo que implica que sus niveles extracelulares podrian
predecirse a partir de su abundancia intracelular y el corte al eje de las ordenadas de dichas
rectas. Esto es analogo a lo observado en la Figura 19 con los datos de secuenciacion
profunda, y valida por tanto dichos resultados. EI miR-122-5p, en cambio, presentdé una
abundancia extracelular en S100 muy por encima de la “recta pasiva”, lo que de nuevo
concuerda con los datos de secuenciado. La magnitud de la barra de error se debe a que esto
ocurrio solamente en una de las dos réplicas bioldgicas analizadas, por lo que dicho resultado
no seria del todo concluyente.

miR-21-5p miR-122-5p
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Figura 23: cuantificacion absoluta por PCR digital en micro-gotas (ddPCR) del miR-21-5p (izquierda) y del miR-122-5p
(derecha), en distintas réplicas biolégicas de las fracciones intra- y extracelulares. En todos los casos se diluy6 el RNA de
partida a 10ng/uL, salvo en las fracciones intracelulares cuando se midi6 miR-21-5p, donde se realiz6 una dilucion
adicional indicada en la figura. Cada punto corresponde a una gota distinta, y en el eje vertical se representa la intensidad
de fluorescencia. Se define automéaticamente un umbral (rectas violeta horizontales) por encima del cual se considera que las
gotas son positivas (sefialadas en azul). NTC: control negativo; no se agrega RNA de partida (non-template control). NRT:
control negativo; se agrega RNA pero no se adiciona la enzima transcriptasa reversa (permite descartar que la
amplificacion esté ocurriendo a partir de DNA genémico contaminante).

A diferencia de los miRNAs, las mitades de tRNAs aceptores de Glu (largo = 31 nt) y Gly
(largo = 30 nt) se apartaron considerablemente de las rectas de pendiente 1 definidas por los
primeros, y en particular en la fraccion S100. Una forma rapida de ver esto es comparar los
fragmentos del tRNAG'yGCC [1-31] con los del miR-21-5p [1-23]. Sus abundancias relativas a
nivel intracelular fueron casi idénticas. Sin embargo, el fragmento de tRNA fue casi 32 (2°)
veces superior en la fraccion S100.
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Figura 24: niveles extracelulares (medidos como Log2 del nimero de copias de cDNA por ng de RNA de partida) de
distintos miRNAs (circulos rellenos) y mitades de tRNAs (circulos abiertos) en funcion de sus respectivos niveles
intracelulares promedio, segin resultados de SL-RT-ddPCR. Las barras de error corresponden al error estandar de la
media. Las lineas diagonales discontinuas de pendiente 1 fueron manualmente ajustadas a los miRs: 21-5p, 16-5p, let-7i y
17-5p. Los colores corresponden a las muestras p16 (rojo), p100 (verde) y S100 (azul).

Una formalizacion de estos resultados se muestra en la Figura 25, A, dénde se grafica la
diferencia en el logaritmo del nimero de copias por ng de RNA entre los fragmentos de tRNA
y algunos miRNAs utilizados como referencia (miR-21-5p y miR-16-5p), ya sea en el medio
intracelular o en la fraccion S100. Habiendo validado que la abundancia extracelular de
dichos miRNAs es acorde a lo esperable para secrecion no selectiva, los mismos pueden ser
utilizados como referencia interna para evaluar el proceso de secrecion de otras especies. Si
un RNA cualquiera tuviese el doble de concentracion que el miR-21-5p a nivel intracelular,
también deberia estar dos veces mas concentrado a nivel extracelular, salvo que mediara
algun proceso de secrecion diferencial. Por tanto, el cociente de concentraciones - la resta
cuando se emplean logaritmos — no deberia modificarse significativamente. Como puede
verse, este no es el caso.

Disponiendo de referencias internas ahora si validadas por técnicas de cuantificacion absoluta,
consideramos que podiamos — ahora si — recurrir a la cuantificacion relativa propia de la PCR
en tiempo real, y extender el numero de réplicas bioldgicas a analizar. Como puede verse en
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la Figura 25, B, los resultados fueron comparables a los obtenidos por ddPCR, con ain mayor
confidencia estadistica. También se valid6 por esta técnica el enriquecimiento del miR-122-5p
en las fracciones extracelulares (Figura 25, C).
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Figura 25: soporte experimental al enriquecimiento extracelular en mitades de tRNA (Glu-CUC y Gly-GCC) y del miR-122-
5p, evaluado por SL-RT-ddPCR (A) y SL-RT-gPCR (B y C). A) se grafica la variacion en los valores de Log2 (copias/ng de
RNA) de los fragmentos de tRNA menos miR-21-5p (arriba) o miR-16-5p (abajo). Se procura evidenciar un crecimiento en
dichas diferencias en la fraccion S100 (azul). N = 2. B) idem, pero la variacién viene ahora dada por el ACq entre el miRNA
utilizado como referencia y el fragmento de tRNA en estudio. Ndtese que se invierte el minuendo y sustraendo respecto de
(A) de modo que barras méas altas sigan queriendo decir lo mismo (dado que el Cq crece en forma inversa a la
concentracion). N = 4. C) validacion por SL-RT-qPCR del enriquecimiento de miR-122-5p en las fracciones extracelulares.
Se muestran los resultados obtenidos al utilizar como referencia miR-16-5p, miR-21-5p o let-7i-5p. N = 4. En (A) y (B) las
estrellas indican significancia estadistica para la diferencia entre las muestras INTRA y S100 evaluada por el test t de
Student. En (C) corresponden a ANOVA de una via. * P<0.05; **: P<0.01: ***: P<(0.01.

2.3.8 El enriquecimiento en mitades 5 de tRNAs de la fraccion S100 es
independiente de las condiciones de cultivo y comun a varios tipos celulares.

Llegado a este punto, nos preguntamos sobre la generalidad de estos resultados ¢Serian una
particularidad de las células MCF-7 y MCF-10A? ;Serian una consecuencia del origen
mamario de dichas células? ;O sera la secrecion selectiva de mitades de tRNAs una propiedad
general y comun a varios tipos celulares? Se ha reportado que el corte de los tRNAs por parte
de la ribonucleasa Angiogenina — que es la que generaria las mitades de tRNAs — es regulado
y se incrementa en condiciones de estrés celular (Emara et al., 2010; Fu et al., 2009;
Yamasaki et al., 2009). Por tanto, podria ser que las tRNA-h aparezcan en el medio
extracelular como consecuencia del estrés provocado por las condiciones de cultivo en medio
libre de suero, o debido a la formulacion del medio de cultivo definido utilizado.

Para evaluar lo anterior, se cultivdo a las células MCF-7 tanto en un medio definido de
formulacién distinta a la utilizada (MEGM; el mismo utilizado para las MCF-10A), o
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siguiendo los estandares de la ATCC (EMEM + insulina humana + 10% suero fetal bovino).
En ambas situaciones, los valores de ACq para las mitades de tRNAs (utilizando como
referencias los miR-21-5p y miR-16-5p) fueron mayores en S100 respecto al medio
intracelular, especialmente para el tRNA®"cc (P < 0.05; test t de Student; Figura 26, A-B).
Esto muestra que la secrecion de mitades de tRNA es independiente de las condiciones de
cultivo, y no se asocia Unicamente a estrés. Debe considerarse que tanto el miR-16-5p como
las mitades 5° del tRNA®"c_c fueron detectadas con bajos valores de Cq en los sobrenadantes
a 100,000g del medio no condicionado, cuando este contenia 10% FBS. Esto no deberia
sorprender ya que se sabe que el miR-16-5p es el mMiIRNA mas abundante en sangre (en
humanos, al menos), a la vez que subraya la importancia de haber trabajado en condiciones
libres de FBS a lo largo de esta tesis. De todos modos, el incremento en los valores de ACq en
la fraccion S100 para el tRNAC®"cyc fue superior al explicable tnicamente a causa del suero
(ver lineas rojas discontinuas en dichas figuras).

Como una primera aproximacion a la generalidad del fendmeno, extendimos el analisis de las
mitades de tRNA-Glu y tRNA-Gly a otras lineas celulares provenientes de tejidos diferentes
(HeLa: céancer de cuello de Utero; NCI-H1299: cancer de pulmon). El enriquecimiento en la
fraccion S100 de las mitades de tRNA®Yscc fue constatado en ambas lineas celulares. La
linea NCI-H1299 mostré también enriquecimiento en tRNA®"cyc (Figura 26, C-D).

En resumen, indicios de secrecion selectiva (o de estabilidad extracelular diferencial) a la
fraccion S100 de las mitades de tRNA de aceptores de Glu y Gly fueron hallados en lineas
celulares tumorales provenientes de distintos tejidos (MCF-7, HeLa, NCI-H1299) y en lineas
celulares inmortalizadas no tumorales (MCF-10A), lo que da cuenta que se estd ante un
fendmeno fisioldgico de caracter general.

2.3.9 Purificacién cromatogréafica de las mitades de tRNA presentes en la
fracciéon S100

Habiendo visto y corroborado que las mitades de tRNAs (de Glu y Gly, al menos) se
encontraban en el medio extracelular fundamentalmente en la fraccion S100, restaba
confirmar si dichos RNAs formaban parte de genuinos complejos ribonucleoproteicos. Existia
la posibilidad de que muy pequefias vesiculas no precipitables a 100,000g pudieran ser las
responsables de transportar — y proteger — estos fragmentos.

Una posible manera de zanjar esta cuestion era intentar purificar las mitades de tRNA
presentes en la fraccion S100. Para ello se concentrd dicha fraccion hasta un volumen
pequeiio (500uL) — después de cambiar la matriz de la muestra a PBS; ver materiales y
métodos, §2.2.12 — y se inyectd en una columna de exclusion molecular pre-equilibrada en
PBS. Se probaron columnas de igual geometria, pero conteniendo distintas matrices
(Superdex 200 y Superdex 75; Amersham) de modo de poder separar vesiculas extracelulares
de complejos proteicos grandes y proteinas pequefias. En ambos casos se obtuvieron
cromatogramas similares, caracterizados por un alto pico en la absorbancia a 280nm cercano
al volumen de elucion esperado para la Transferrina (la cual estd presente en la formulacion
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del medio definido utilizado, y se adiciona en grandes cantidades). Hasta dicho punto, la
absorbancia a 260nm siguio6 la misma tendencia que la absorbancia a 280nm, de modo tal que
el cociente 260/280 se mantuvo relativamente constante y cercano al valor esperado para
proteinas (que, si bien suelen presentar un maximo de absortividad molar en 280nm, también
absorben a 260nm). Sin embargo, esta tendencia comenzo a revertirse fracciones de mililitro
después de eluida la Transferrina, definiéndose dos picos (a los que llamamos P1y P2) en el
cromatograma registrado a 260nm, y con una relacion 260/280 > 1 (Figura 27). Resultados
similares fueron obtenidos para la fraccion S100 de las células MCF-10A.

Nuestra interpretacion fue que una alta cantidad de &cidos nucleicos eluidos en dichas
fracciones podria ser la responsable de esta inversion en el cociente 260/280 nm. Para
corroborar esta hipotesis analizamos por PCR cuantitativa las distintas fracciones colectadas
en la busqueda de las mitades de tRNA. Tal como era esperado, los picos de concentracion
(estimada por el valor de 2°°%) de las mitades de tRNA®"cuc y tRNA®Yscc se correspondieron
perfectamente con los picos P1 y P2 definidos en el cromatograma. No se detectaron
cantidades comparables en el volumen excluido (de ninguna de las dos columnas), lo que
descarta que dichas mitades estuviesen presentes en vesiculas extracelulares. Mas aun,
considerando que el limite de exclusién de las columnas Superdex 75 10/300 es de
aproximadamente 100 kDa, estos resultados tampoco apoyarian la formacién de complejos
RNP con proteinas Argonauta. Por el contrario, los volumenes de elucion de los picos P1y P2
corresponderian a proteinas globulares de 44 y 20 kDa, respectivamente. Considerando que
las propias mitades de tRNA ya son de por si bastante “pesadas” (rondan los 10 kDa), estos
resultados implicarian la formacion de complejos RNP con proteinas méas bien pequefas,
salvo que las mitades de tRNA adoptasen una estructura muy compacta. Mas aln, estos
perfiles de elucion tampoco se corresponderian con los tamafios de los complejos RNP
conteniendo mitades de tRNA y reportados en sangre por Dhahbi y colaboradores (2013).

Por ultimo, y para mostrar la presencia de proteinas asociadas a estos RNASs, procuramos pre-
tratar las muestras con proteasas previo a su purificacion por exclusion molecular. Luego de
varios intentos fallidos con Tripsina, se logré obtener la desaparicion completa del pico P1
mediante Proteinasa K. Estos ensayos, y consideraciones varias en torno a los mismos, seran
objeto de analisis en el proximo capitulo de este trabajo.
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Figura 26: el enriquecimiento de la fraccion S100 en mitades de tRNA es independiente de las condiciones de cultivo y no
estd restricto a células de origen mamario. Los valores de ACq (miRNAs — mitades de tRNA) fueron comparados entre las
muestras intracelulares y S100, y los valores significativamente mas altos (test t de Student; una cola) se muestran (*: P
<0.05; **: P <0.01). A) Células MCF-7 crecidas en medio definido MEGM. B) Células MCF-7 crecidas en medio EMEM +
insulina + 10% suero bovino fetal, FBS). Las lineas rojas discontinuas muestran los valores de ACq correspondientes en los
sobrenadantes a 100,000g del medio no condicionado (conteniendo suero). C) Células Hela y (D) NCI-H1299 crecidas en
medio definido sin suero (mismo utilizado para MCF-7 a lo largo de este trabajo). En todos los casos se utilizd medio
condicionado a t = 48 hs. En todos los paneles se analizaron dos mitades de tRNAs, y se utilizaron dos miRNAs como
referencia: miR-21-5p (gréficas superiores) y miR-16-5p (graficas inferiores).
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Figura 27: sub-fraccionamiento de la fraccion S100 de las células MCF-7 por cromatografia de exclusién molecular
(Superdex S75 10/300; Amersham) utilizando un equipo de FPLC (Akta Purifier, Amersham). Arriba: cromatograma
obtenido mediante monitoreo espectrofotométrico operando a 280nm (curva azul) y a 260nm (curva roja). Vm: volumen de
exclusion; T: Transferrina; P1 y P2: picos donde la ABS 260nm > ABS 280nm. Abajo: se colectaron fracciones de 0.2mL,
las cuales se analizaron por SL-RT-qPCR especificas para las mitades del tRNA®"c e (31 bases; verde; eje vertical
izquierdo) y del tRNA®Yscc (30 bases; anaranjado; eje vertical derecho). Se representa el valor de 2°°® en funcién del
volumen de elucion (V=0 corresponde a la inyeccion). “Input Glu” corresponde al valor obtenido para el tRNA®" ¢ en una
muestra del contenido inyectado, previo a su purificacién. Los valores superiores implican una concentraciéon de dicha
especie provocada por su efectiva purificacion.

2.4 DISCUSION

Este trabajo no fue el primero en estudiar por secuenciacion profunda los pequefios RNAS
presentes en exosomas, microvesiculas o en complejos ribonucleoproteicos en el medio
extracelular de células tumorales o0 no tumorales. Tampoco fue el primero en trascender a los
miRNAs y extender el estudio a otras especies menos estudiadas tales como las mitades de
tRNAs o los fragmentos de YRNAs, rRNAs, snRNAs, snoRNAs, vault RNAs, etc.
Ciertamente, no fue el primero en comparar los perfiles intracelulares y extracelulares para
proponer modelos de secrecion selectiva o no selectiva, ni en secuenciar varias réplicas
bioldgicas para que los resultados tuviesen una base estadistica mas 0 menos confiable. Si fue
el primero en realizar todo lo anterior de manera conjunta y sistematica, y eso permitid
apreciar la real dimension de algunas observaciones cuya relevancia no habia quedado aun
debidamente calibrada.
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A nuestro juicio, uno de los resultados mas importantes fue el gran enriquecimiento de las
mitades de tRNAs en la fraccion S100. Al punto tal que el trabajo decanté en una
profundizacion de dicho estudio que se presenta en el Capitulo I1l. La relevancia fisioldgica
intracelular de las tRNA-h est4 cada vez mas clara: sus implicancias en la regulacion de la
expresion génica (Lee et al., 2009), su participacion en respuestas de estrés (Emara et al.,
2010; Li and Hu, 2012), su rol en el control del inicio de la traduccién (lvanov et al., 2011) y
su papel en variadas enfermedades (Anderson and Ivanov, 2014; Blanco et al., 2014; Ivanov
et al., 2014). En enero de 2016, la revista Science publicé dos articulos en los cuales se mostro
como la dieta® de un ratén adulto puede modificar los niveles de las mitades de tRNA en sus
espermatozoides, y esto afectar directamente a sus hijos, lo que implicaria un nuevo
mecanismo de herencia epigenética mediada por mitades de tRNA (Chen et al., 2016; Sharma
et al., 2016).

Los fragmentos de tRNA siguen — y seguirdn — dando sorpresas, pero ¢;qué hay de su
presencia y rol en el medio extracelular? Previo a nuestro trabajo ya se habia advertido la
presencia de mitades de tRNA en la sangre (Dhahbi et al., 2013b), y en exosomas presentes en
el semen y en el medio condicionado de células inmunolégicas (Nolte-'t Hoen et al., 2012;
Vojtech et al., 2014). Nuestro estudio comparativo de distintas fracciones extracelulares
permitio comprender que, si bien pueden detectarse facilmente en preparaciones vesiculares,
la mayoria de los fragmentos de tRNA no precipitan a 100,000g dado que formarian parte de
complejos RNP de 20-40 kDa. Distintos, por tanto, de otros complejos de proteina y RNAS
pequefios conocidos, tales como los complejos AGO2/miRNA (Arroyo et al., 2011).

Esta observacion pone acento en el estudio de la fraccion no vesicular del medio extracelular
como rica en RNAs potencialmente reguladores, cuando casi toda la bibliografia cientifica
desde el 2007 a esta parte se ha centrado casi exclusivamente en los exosomas. Esta vision
“vesiculo-centrista” del RNA extracelular ha sufrido ciertos “golpes” bajo su linea de
flotacion. Los primeros vienen de un articulo publicado en PNAS en 2011 en el que los
autores reportaron que la mayoria de los miRNAs extracelulares se encuentran en la forma de
complejos RNP libres, y no en vesiculas (Arroyo et al., 2011). Tres afios mas tarde, el mismo
grupo publico en la misma revista una estimacion de la estequiometria de los “miRNAS por
exosoma” (Chevillet et al., 2014). Cuantificando exosomas por NTA y miRNAs por ddPCR,
concluyeron que se deberian analizar al menos 100 exosomas para encontrar una copia del
miRNA mas abundante (0.01 copias por exosoma). Utilizando nuestros propios datos de NTA
y ddPCR, llegamos al nimero de 98, 780 y 2058 vesiculas para encontrar una copia del miR-
21-5p, miR-16-5p y let-7i-5p, respectivamente. Nuestros datos concuerdan, pues, con lo
reportado por estos autores. Conforme al enriquecimiento extracelular observado para las
mitades de tRNA, la estequiometria fue méas favorable en este caso, pero aun asi lejos de la
relacién 1:1 (1 copia cada 7 y 16 exosomas para las mitades de tRNA®"cuc y tRNA®Y e,
respectivamente).

Si algo destruyo el reporte anterior fue la concepcion del exosoma como una especie de
caballo de Troya repleto de miRNAs capaces de regular la expresion génica de cualquier

| a dieta es un tema recurrente, pero aqui no se habla de RNAs exégenos incorporados por la dieta, sino de una alteracién
de los niveles enddgenos de los fragmentos de tRNA.
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célula incauta que lo terminase captando. Sin embargo, esto de ningun modo implica que no
haya motivos para considerar que la secrecion de miRNAs en exosomas sea una forma
biolégicamente relevante de comunicacion intercelular. Una copia del miR-21-5p cada 100
exosomas podrad parecer poco, hasta que se cae en la cuenta de que cada célula secreta
vesiculas en el orden de decenas de miles por cada 24 horas. En nuestro caso, la
concentracion medida de exosomas en el medio de cultivo condicionado a t = 48 hs. fue de
1.5x10° particulas / mL, lo que implica 1.5x10*vesiculas por frasco de cultivo, provenientes
de aproximadamente 2.5x10° células (MCF-7). Esto nos da que en nuestras condiciones
experimentales cada célula secret6 en 48 horas unos 6000 exosomas, equivalentes a 60 copias
de miR-21-5p. Esto puede parecer poco desde el punto de vista de la célula emisora, pero no
necesariamente desde la perspectiva de una eventual célula receptora. Si suponemos el caso
extremo de una Unica célula capaz de absorber todos los exosomas presentes en el frasco de
cultivo, estaria incorporando 150 millones de copias del mencionado miRNA. A nivel
comparativo, los hepatocitos presentan una altisima expresion del miR-122-5p y sus niveles
rondan las 53,000 copias por célula (Bissels et al., 2009).

Los célculos anteriores permiten comprender que los pequefios RNAs exosomales podrian
mediar procesos de comunicacion intercelular, pero que para ello es necesario que la célula
receptora incorpore un namero mas bien alto de vesiculas. Esto es facil de imaginar en dos
contextos: i) en el caso de células emisoras y receptoras que se encuentren proximas en el
espacio, de modo tal que los efectos de dilucion sean minimos — ej: en el microambiente
tumoral — 0 ii) en el caso de células distantes en la medida que procesos de reconocimiento
del tipo receptor/ligando permitan una concentracion de las vesiculas sobre la superficie de
algunos tipos celulares especificos.

Prueba de la etapa incipiente — pero fermental — en que se encuentra todo este campo de
estudio: no habia hasta hace poco evidencia experimental que respaldase el punto (ii), por mas
I6gico que fuese pensar que la captacion de exosomas de la sangre tendria que ser un proceso
especifico y regulado. Al menos esa es la leccion que nos dejan los virus, cuya conexion
evolutiva con las vesiculas extracelulares ha sido propuesta (Gould et al., 2003). Por fin, en
octubre de 2015 la revista Nature publicé que “las integrinas de los exosomas tumorales
determinan la metastasis organotrépica®” (Hoshino et al., 2015). Los autores mostraron
como los exosomas secretados por células de distintos tumores presentan juegos particulares
de integrinas en su superficie, lo que les permite concentrarse en tejidos especificos para
efectuar la ya conocida — y descrita por el mismo grupo — preparacion exosomal del nicho
pre-metastatico (Costa-Silva et al., 2015; Peinado et al., 2012). Con este descubrimiento, los
autores se auto-adjudicaron el honor de haber brindado una explicacion molecular a la
“hipotesis del suelo y la semilla”®! propuesta por Stephen Paget en 1889. Podré parecer un
exceso, pero sin dudas que esta publicacién dinamizara el estudio de los mecanismos de
internalizacion de las vesiculas extracelulares.

%Tumour exosome integrins determine organotropic metastasis

%1The seed and soil hypothesis, atribuida a Stephen Paget (1855 — 1926), medico inglés que, observando que los tumores de
determinados érganos tienden a producir metastasis en 6rganos especificos, propuso que para que la metastasis tenga efecto
no basta Gnicamente con las propiedades de las células tumorales (la semilla), sino que éstas deben a su vez ser capaces de
interaccionar positivamente con factores presentes en el 6rgano de destino (el suelo). Los trabajos del grupo de David Lyden
apuestan a que son los exosomas los responsables de labrar la tierra y fertilizarla.
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Nada hemos contribuido con este trabajo al aspecto anterior, pero si hemos aportado a la
comprension de la otra cara de la misma moneda que es la secrecion de las vesiculas por parte
de la célula que Illamamos emisora. Aunque esto también suena un exceso dado que en los
aspectos moleculares de la secrecion tampoco nos hemos adentrado. Sin embargo, nuestro
pequefio grano de arena en lo que hace al modelo de secrecion de miRNAs no luce tan
pequefio cuando se lo mira de cerca. Es cierto que proponer que la célula secreta miRNAS en
funcién de su abundancia intracelular no resulta demasiado interesante, en parte porque suena
a la opcidén por defecto, y en parte porque tendemos a valorar siempre mas los fendmenos
fisicos (“4 es reconocido y movido por B”) que los fisico-quimicos (“A difunde a favor de
gradiente”). Ademas, la busqueda de miRNAs derivados de tumor en la sangre como
potenciales biomarcadores ¢no asume de entrada este modelo?*? Y sin embargo, la ortodoxia
en el tema transita por el carril contrario.

Nuestros resultados no excluyen la posibilidad de que algunos miRNAs sean seleccionados
para su secrecion, y prueba de ello es que hemos procurado encontrar posibles candidatos,
entre los que destacamos al miR-122-5p. Lo que si indican es que la secrecion selectiva es
mas la excepcidn que la regla — al menos en las células MCF-7 — o que sus efectos no son lo
suficientemente grandes como para superar el “ruido” ocasionado por la secreciéon no
selectiva. Es verdad que los casos mas interesantes pueden ser los de aquellos miRNAs de
baja expresion para los cuales la evolucion ha tejido mecanismos especificos de secrecion,
pero dichos casos y mecanismos deben de ser estudiados de manera particular y debidamente
validados. La secrecion selectiva no deberia suponerse la opcion por defecto, y la presencia de
un determinado miRNA en los exosomas no implica que dicho miRNA haya de tener un rol
en la comunicaciéon célula-célula. Tampoco es valido hacer generalizaciones por el lado
contrario. Un miRNA bien puede “subirse de polizon” a los exosomas a causa de su alta
concentracion citoplasmatica, y eso no impide que pueda actuar sobre otras células una vez
captadas las vesiculas. En definitiva, el modelo de secrecion y la funcion bioldgica son cosas
distintas. Tampoco puede perderse de vista que hay “funcion bioldgica” mas alla de la
comunicacion intercelular: la célula sintetiza miRNAs para silenciar mensajeros, pero estos
miRNAs tampoco pueden acumularse de manera descontrolada. Si bien bastante se conoce
sobre el “turnover” de los miRNAs (Ruegger and Grosshans, 2012), los niveles intracelulares
deberian surgir del balance entre sintesis, degradacion, reparticién intracelular y secrecién
(excrecion).

Hemos hecho esfuerzo en hablar de secrecion selectiva o no selectiva, y evitar hablar de
secrecion activa o pasiva. Lo primero puede entenderse como un pardmetro meramente
descriptivo y observacional, mientras que lo segundo hace a cuestiones de mecanismo que
aqui no podemos abordar. Los miRNAs podrian ser secretados de manera no selectiva por
medio de un proceso activo dependiente de ATP, en la medida en que se cumpla que la tasa
de secrecion de cada miRNA dependa Unicamente de su concentracion y no de su secuencia 0

2No necesariamente. También se realizan muchos abordajes “ciegos” que consisten en analizar sangre de pacientes y de
controles, y buscar diferencias significativas que luego puedan validarse como marcadores o predictores. Y todo eso al
margen de que provengan o no de la célula tumoral: si la respuesta al cancer de pancreas implica una proliferacion de
linfocitos que vuelcan mayores cantidades del miR-XX-Xp a la sangre, y eso es especifico de una determinada patologia,
entonces miR-XX-Xp puede servir como marcador. Pero este no era el punto que queriamos ilustrar.
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identidad. Menos cuidadosos hemos sido con el empleo del término “secrecion”. Estamos
simplemente observando RNAs dentro y fuera de la célula, y el mecanismo de salida lo
inferimos a partir del tipo de fraccionamiento extracelular que hemos realizado en cada caso.
Es decir, asumimos que los miRNAs presentes en la fraccion p16 fueron secretados durante la
biogénesis de las microvesiculas, por ejemplo. Pero también es posible que estuviesen
presentes en cuerpos apoptéticos que co-purificasen con las microvesiculas, y en dicho caso
no seria correcto hablar de secrecion. De todas formas, la alta viabilidad celular hacia el fin de
los ensayos (> 95%) y la observacion del mismo patron de miRNAs en otras fracciones donde
la presencia de cuerpos apoptoticos es menos probable (p100 y S100) hacen que nos
inclinemos mas por la primera opcion.

Lo anterior vale también para las otras especies de RNA estudiadas. La caida en los niveles
relativos globales de miRNAs se vio acompasada por un aumento en mitades de tRNA,
especialmente en la fraccion S100. Y si bien hemos hablado de secrecion selectiva, tampoco
tenemos evidencia directa de esto. Nuestro abordaje experimental tiene la gran limitacién de
que los efectos ocasionados por la secrecion selectiva y la estabilidad extracelular diferencial
no son distinguibles entre si. Los fragmentos de 30 y 31 nucledtidos de los tRNAs de Glu y
Gly, asi como los fragmentos 5° del RNA Y4, bien podrian ser secretados con la misma tasa
gue los miRNAs y que los otros fragmentos de tRNA e YRNA. Con que se degradasen mucho
mas lento en el medio extracelular ya seria suficiente para que el efecto observado sea similar
al de la secrecion selectiva.

Aunque la cuestién anterior sigue abierta, algunos resultados preliminares nos incitan a pensar
que las tRNA-h deben su alta abundancia extracelular a una tasa de secrecién elevada, mas
gue a cuestiones de estabilidad diferencial. Una cinética comparativa entre las tRNA-h de Gly
y el miR-21-5p (evaluada por gPCR) permite apreciar que ya 1 hora después del cambio de
medio, los Cq de los tRNA-h son muy inferiores a los del miR-21-5p, pese que a nivel
intracelular se da exactamente lo contrario. Contrario a lo que cabria esperar en el caso de que
las tRNA-h se terminasen concentrando debido a su menor tasa de degradacion, los valores de

ACq en el medio extracelular permanecieron relativamente inalterados en el tiempo (Figura
28).

Cualquiera sea el caso, el estudio de estos fragmentos nos resulto de particular interés. Si las
mitades de tRNA se secretasen de manera selectiva a la fraccion soluble del medio
extracelular deberia haber una proteina responsable de dicho mecanismo, y tal vez dicha
proteina pudiese permanecer unida a los fragmentos una vez secretados. Si fuese el caso de la
estabilidad diferencial ¢como podria un pedazo de RNA resultar tremendamente estable si no
fuese por medio de su unidon a proteinas? Asi que todos los caminos nos llevaban a
preguntarnos cudl seria la proteina responsable de unir y estabilizar a las mitades de tRNA en
el medio extracelular. Parecia un objetivo accesible para la Giltima etapa de este doctorado...
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Figura 28: variacién de la relacién entre los tRNA-h (del tRNA®Y5cc) v el mir-21-5p, tanto en el medio intracelular
(izquierda) como en la fraccién S100 (derecha), a distintos tiempos post cambio de medio. A t = 0, los valores de Cq para
ambas especies estuvieron cercanos a los de sus respectivos controles negativos (NTC) y por dicha razdén no se grafica su
diferencia.

*kk

Una ultima palabra debe decirse sobre la posibilidad que ofrecen las técnicas de secuenciacion
masiva para conocer todo el universo de moléculas de RNAs pequefios, contenidos dentro de
una célula o de una vesicula. La secuenciacion profunda es una técnica potente pero técnica al
fin, y como cualquier técnica de laboratorio presenta una serie de limitaciones. La
profundidad del secuenciado (el nimero de reads) no es el Unico problema, a pesar de ser
cierto que en este caso trabajamos muy lejos de la saturacion. Pero ain cuando se leyeran
miles de millones de secuencias, habria limitaciones impuestas por la propia técnica utilizada
para construir y secuenciar las librerias. En nuestro caso recurrimos a la ligacion de
adaptadores en los extremos 5’ y 3° del RNA. Esto es muy provechoso pues el primer de la
secuenciacion se une a la region del adaptador 5°, y uno luego lee la secuencia
correspondiente a cada RNA hasta encontrarse con la secuencia complementaria a la del
adaptador 3’. De ese modo, el comienzo y el final “real” de cada RNA ligado,
retrotranscripto, amplificado y secuenciado queda debidamente establecido. Pero dicho
proceso tiene sus sesgos. EI mas grande es el hecho de que solamente aquellos RNAs que
presentan un extremo 5’ fosfato y un extremo 3’ OH son ligables con el protocolo utilizado.
Luego estan los problemas con las bases modificadas, algunas de las cuales provocan
problemas de fidelidad durante la sintesis del cDNA, o directamente abortan el proceso.

Todos los escollos anteriores convergen cuando de secuenciar tRNAS se trata. En primer
lugar, se ha visto que algunas mitades de tRNA no poseen extremos 5’fosfato o 3’OH, por lo
gue permanecen invisibles a las técnicas de secuenciado convencionales (Honda et al., 2015).
Ademas, los tRNAs son reconocidos por poseer gran variedad y diversidad de bases
modificadas, por lo que es necesario contar con protocolos especificos para poder obtener
informacidn cuantitativa comparativa a nivel de secuenciado (Cozen et al., 2015; Zheng et al.,
2015). Llama la atencion que los fragmentos mayoritarios que hemos secuenciado provienen
de los tRNA®"c e y tRNA®Ysee, que parecerian carecer de las bases modificadas més
problematicas para la transcriptasa reversa (Cozen et al., 2015).
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Entonces ¢qué valor tienen nuestros resultados, en lo que a mitades de tRNA refiere? Opino
que mucho, siempre y cuando uno esté dispuesto a renunciar a la pretension de describirlo
todo para focalizarse en cuestiones comparativas. Seguramente haya muchos otros fragmentos
de tRNA que no estamos viendo, quizas mas abundantes incluso que los que hemos estudiado.
Pero las mitades 5° de 30 y 31 nucleétidos de Glu y Gly existen como tales, son entidades
bioldgicas reales. Si fuesen producidos por un salto prematuro de la transcriptasa reversa no
podriamos verlos, ya que el paso de ligacion de ambos adaptadores es anterior a la RT.
Ademas, hemos validado la presencia de dichas especies por SL-RT-ddPCR y SL-RT-qPCR,
que son técnicas independientes de ligacion, pero extremadamente dependientes de que el
extremo 3’ sea el correcto (una base mas o una base menos y el juego de primers ya dejaria de
ser efectivo). Redondeando la idea: no estamos secuenciando todos los fragmentos de tRNA
que existen, pero aquellos fragmentos que si podemos secuenciar existen. Y en el medio
intracelular observamos mucha mas diversidad de fragmentos, tanto en identidad como en
tamafo, de lo que observamos fuera de la célula. Y fuera de la célula observamos que la
abundancia relativa de los fragmentos de tRNA en general, y de la de las mitades de Glu y
Gly en particular, son muy superiores a las intracelulares. Y dichos resultados no pierden
validez por el hecho de que haya otros fragmentos que escapen a nuestro anzuelo.
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CAPITULO 1l

Estabilidad de las mitades de tRNA en la fraccion soluble
(S100) del medio extracelular y sus proteinas asociadas

3.1 INTRODUCCION

Habiendo estudiado los pequefios RNAs presentes en el medio extracelular de distintas lineas
celulares, nos decidimos a proseguir con el resultado méas sorprendente: la gran abundancia
relativa de mitades 5> de tRNA®" y tRNA®Y en el sobrenadante a 100,000g del medio
condicionado de las células MCF-7. Fragmentos de RNA mucho més enriquecidos — en
términos relativos al total de RNAs pequefios — fuera de la célula que dentro. Y
aparentemente no tan asociados a vesiculas extracelulares como a complejos
ribonucleoproteicos solubles. Si bien dichos fragmentos fueron detectados en altas
proporciones tanto en el medio condicionado de las células tumorales (MCF-7, HeLa, NCI-
H1299) como de células no tumorales (MCF-10A), las cantidades — ahora si absolutas — de
RNA en la fraccion S100 de las células tumorales MCF-7 fueron significativamente mayores
a las de las células MCF-10A (Figura 15)*, por lo que cabria pensar en diferencias ya no
cualitativas sino cuantitativas entre células tumorales y no tumorales.

En el capitulo anterior se discutié que nuestros resultados podian explicarse por tres motivos
diferentes: i) secrecion selectiva de las mitades de tRNA; mejor dicho: de algunas mitades de
tRNA; ii) secrecion no selectiva pero estabilidad extracelular exacerbada de las mitades de
tRNA frente a otros RNAs pequefios; iii) ambas. Pero que por muy distintos que los puntos (i)
y (i1) pudieran parecer, ambos estimulaban la busqueda de la “proteina de unién a las mitades
de tRNA en el medio extracelular”. Por simplicidad, vamos a referirnos de aqui en adelante a
dicha proteina(s) hipotética como ETBP (extracellular tRNA-h binding protein). La ETBP
seria entonces la proteina responsable del transporte de las mitades de tRNA a través de la
membrana plasmaética de la célula, o la proteina responsable de captar dichas mitades en el
espacio extracelular y protegerlas de la accion de las nucleasas ¢Qué podiamos esperar a
priori de ETBP? Nada, a excepcion de que su peso molecular deberia ser tal vez inferior a los
40-50kDa, ya que de lo contrario los complejos ETBP/tRNA-h eluirian por exclusion
molecular en fracciones anteriores a las detectadas.

Llegado a este punto tomamos una decision importante; tal vez acertada, tal vez no.
Recuérdese que la motivacion de este trabajo era poder contribuir a la comprension del rol de
los pequeiios RNAs en la comunicacion intercelular. No quisimos comenzar con ensayos de
transferencia entre células hasta no contar con una descripcion detallada del repertorio de

Bla Figura 15 muestra los rendimientos en la purificacion de RNA, es decir, cantidad absoluta de RNA obtenido en cada
caso. Si bien no refiere especificamente a las cantidades absolutas de tRNA-h, sabemos por nuestros datos de secuenciacion
que la mayoria del RNA en S100 son tRNA-h.
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pequefios RNAs en distintas fracciones extracelulares. De lo contrario terminariamos
siguiendo el camino por el cual estdn muchisimos grupos de investigacion de todo el mundo
transitando: rol de los miRNAs en exosomas. Queriamos encontrar algo nuevo, algo distinto.
Al cabo de cierto tiempo — como siempre, mucho mas del previsto - teniamos el conocimiento
de la abundancia de las tRNA-h en la fraccion S100 del medio extracelular. Podiamos
comenzar a estudiar entonces el rol de estos fragmentos en la comunicacion célula — célula.
Pero ;como encarar experimentalmente esta tarea sin ‘“haberle visto la cara” a la ETBP?
Inyectar las tRNA-h puras, o agregarlas al medio extracelular: ¢garantizaba que los eventuales
efectos observados fuesen los mismos que los obtenidos con la entidad biol6gicamente
relevante, es decir, con el complejo ETBP/tRNA-h? Y si bien sabiamos como purificar dicho
complejo, también sabiamos que las fracciones obtenidas no eran puras, sino que contenian
otras proteinas ¢(Como separar los efectos de unas y de otras? Conocer la identidad de la
ETBP permitiria purificar el complejo por afinidad, reconstruir el complejo in vitro, silenciar
ETBP y tener un control de las fracciones purificadas sin el complejo, bloquear su interaccion
con las células mediante anticuerpos, etc. Decidimos que necesitdbamos conocer la identidad
de ETBP antes de dar un siguiente paso. Y otra vez lo que parecia simple y rapido fue un mar
de sorpresas que insumié tiempo, borrones y cuentas nuevas. Pero ahora sabemos algunas
cosas gue antes no sabiamos y, después de todo, de eso se trata.

3.2 MATERIALES Y METODOS

La mayoria de los materiales y métodos utilizados en este capitulo son los mismos (con
variantes especificadas caso a caso) que aquellos utilizados en el capitulo 1I. Se detallan a
continuacion los aspectos metodoldgicos de algunas técnicas utilizadas Unicamente en esta
parte del trabajo

3.2.1 Fases moviles y buffers

La formualcion del “PBS” utilizado fue: Na,HPO,4 8.059 mM; KH,PO, 1.4705 mM; KCI 2.7
mM; NaCl 137.93 mM; pH = 7.4. En ocasiones, se utilizé un buffer “PB” (Na,HPO,4 10 mM,;
NaH,PO, 1.8 mM; pH= 7.4), en combinacion con algunas sales, segun se indica en cada caso
(ej: PB - 150 mM NacCl)

3.2.2 Purificacién de las tRNA-h por cromatografia de intercambio anidnico, y
deconvolucién de los cromatogramas de exclusion molecular.

Se purificaron los picos P1y P2 de la SEC (a partir del medio condicionado de MCF-7), los
cuales se trataron 0 no con RNasaA, segun se indica en el apartado correspondiente. Las
muestras (1mL) se inyectaron en una columna Resource Q (Amersham) de 1mL, utilizando
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un loop de 1 mL y en un equipo FPLC (Akta Pure, GE). La muestra fue inyectada y corrida en

PBS, a una velocidad de flujo de 1 mL / min. Se colecté la fraccion no unida (flow-through,
FT) en los 1-3 mL post inyeccion. Posteriormente, se continué el pasaje de fase movil por al
menos 9 volimenes de columna adicionales. A partir de este punto, se eluy6 en gradiente,
pasando de 0% a 50% de buffer B (PB- 1M NaCl) en 10 min, manteniendo 50% de B por 3
min, y un nuevo gradiente de 50% a 100% de buffer B en 3 min. En todo momento se
monitoreo la conductividad a la salida de la columna.

Para la deconvolucion de los cromatogramas de exclusion molecular (SEC) se siguieron dos
aproximaciones, segln el caso. En los casos en que se analiz6 la fraccion S100 proveniente
del medio de cultivo, la muestra se trataba de una mezcla de RNA y proteinas. Ambas de las
cuales absorben tanto a 280 nm como a 260 nm. Se realizaron las siguientes
suposiciones/consideraciones:

) Para proteinas, se supuso un coeficiente de absortividad de 1.0mg™mL cm™ a 280
nm (valido para proteinas con un contenido promedio de aminoacidos arométicos),
y de 0.6 mg™mLcm™a 260 nm (estimado de la relacién 260/280 nm para el pico de
la Transferrina).

i) Para el RNA, se supuso un coeficiente de absortividad de 30.1 mg™*mLcm™a 260
nm (correspondiente al calculado para las mitades de tRNA-Glu mediante el
programa IDT oligo Analyzer) y de 15.7mg™mL cm™a 280 nm (estimado de la
relacion 260/280 luego de inyectar oligonucle6tidos puros).

Utilizando los parametros anteriores, y los valores de absorbancia a 280 y 260 nm registrados,
los cromatogramas se deconvolusionaron seglin el aporte estimado para las proteinas
(generalmente representado en azul) y el aporte estimado para el RNA (suponiendo que todo
el RNA fuese mitades 5°del tRNA-Glu, y generalmente representado en rojo). Si bien este
procedimiento es solamente aproximado, permite una mejor visualizacion y comprensién de
los cromatogramas.

En los casos en los que se inyectd RNA sintético, la deconvolucion no corresponde ya a la
segregacion entre los efectos del RNA y las proteinas (que no las hay), sino el intento por
predecir el area debajo de la curva para los picos P1 y P2, ya que ambos se encuentran
considerablemente solapados. Para ello, se busco el mejor fitting que, en base a la adicion de
dos 0 mas campanas de Gauss, predijera la envolvente observada. Esto fue realizado mediante
el Software Origin 8.

3.2.3 Preparacion de las muestras para anéalisis por nanoLC-MS

Los picos P1 y P2 obtenidos a partir de la purificacion cromatogréafica de la fraccion S100 del
medio condicionado de células MCF-7 fueron concentrados hasta un volumen de 25uL
mediante ultrafiltracion (Vivaspin 500; MWCO 5 kDa; Sartorius Stedim). En el caso de
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muestras obtenidas a partir de los picos retenidos en las columnas de intercambio aniénico, se
aprovecho este paso para volver la matriz a PBS, luego de dos ciclos de concentracion,
dilucion, y re-concentracion. Obtenida la muestra concentrada, se adiciond 1uL de Tripsina
recombinante modificada para espectrometria de masas (0.5 pg/mL; Promega) y se digirio
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se purificaron los péptidos mediante el sistema de
ZipTip (Millipore), utilizando una resina C18 y siguiendo las instrucciones del fabricante
(activacion de la resina en acetonitrilo [ACN] 50%, equilibrado en &cido trifluoroaceético
[TFA] al 0.1%, retencion de la muestra mediante diez pasajes por la punta del ZipTip, lavado
con la disolucion de equilibrado, y elucion en ACN 60%). El eluido se llevd posteriormente a
sequedad mediante concentracion es SpeedVac (30°C) y fue resuspendido en 10uL de acido
férmico 0.1%, inyectandose en el equipo. El andlisis inicial de los datos corri6 por cuenta de
la Unidad de Bioquimica y Protedbmica Analiticas del IPMon, utilizdndose el programa
PatternLab para adjudicacion de los espectros, y considerandose como presentes aquellas
proteinas con al menos dos espectros.

Dado que el protocolo anterior implicaba exponer a la Tripsina a una disolucién concentrada
con presencia de inhibidores (ver: Resultados), se modifico el protocolo de modo tal de
desnaturalizar todas las proteinas previo a la digestion triptica. Ademas, se eliminé el paso de
purificacion por ZipTip, por lo cual las muestras purificadas fueron invariablemente tratadas
con RNasaA (320ng) por 30 min a 37°C. La nucleasa fue inhibida (DTT 1mM + 2uL de
inhibidor de RNasa murino 40U/ uL [NEB]) y los nucleo6tidos o pequefios oligonucleétidos
fueron separados de las proteinas mediante sucesivos pasos de dilucidn y concentracion por
ultrafiltracién (Vivaspin 500; MWCO 5 kDa). Las muestras se concentraron hasta 50pL,
luego de lo cual se adicion6 DTT (10 mM) y se incubd por 20 min a 56°C. Posteriormente se
adiciond iodoacetamida (50 mM), incubandose media hora a temperatura ambiente. De este
modo los amino&cidos Cys quedaron alquilados (evitando la formacién de futuros aductos con
acrilamida), y la muestra fue mezclada con buffer de carga para SDS-PAGE (buffer Laemmli
4X, diluido ¥ con la muestra), previo a su corrida electroforética en geles al 12.5% (nota:
preparados en flujo laminar horizontal y con todas las precauciones necesarias para evitar la
inclusion de Queratina). Los geles se corrieron a 15mA y la corrida se cortd cuando el frente
hubo ingresado aproximadamente 1 cm en el gel separador. El objetivo de este paso de
purificacion no fue, por tanto, separar las proteinas entre si, sino eliminar posibles
interferentes. Los geles se fijaron (50% etanol, 10% acido acético) y se tifieron brevemente
(20 min) con Coomasie coloidal (Coomasie G250 preparado en etanol) y se destifio
parcialmente en agua ultrapura. El propdsito de la tincion fue identificar el carril por donde
migraron las proteinas, a efectos de poder cortar entre el comienzo del gel separador y el
frente de corrida, llevando la menor cantidad de gel libre como fuese posible. Cortada la
“banda”, se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5mL, y se cubrieron con una mezcla de
buffer bicarbonato de amonio (AmBic) 0.2M pH = 8 (50%) y ACN puro (50%). Se incubo la
mezcla a 30°C por 30 min con agitacion, se descarto el liquido, y se repitio este paso. Llegado
a este punto, la “banda” cortada del gel estaba completamente destefiida. Se procedio luego a
deshidratarla mediante el agregado de ACN puro, incubando 5 min, quitando luego el ACN, y
dejando los tubos abiertos en flujo laminar por 30 min para su completo secado. Las “bandas”
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fueron entonces re-hidratadas agregando 100uL de una mezcla de buffer AmBic 1/3 y 1uL de
Tripsina modificada (Promega), incubando toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se procedi6
a extraer los péptidos retirando el sobrenadante, y agregando 100uL de TFA 0.1% / ACN
60% Yy agitando 1 hora a 30°C. Este proceso fue repetido una vez, y los tres Gltimos
sobrenadantes colectados fueron incorporados en un solo tubo, y llevados a sequedad
mediante SpeedVac, luego de lo cual se resuspendio en acido férmico 0.1% y se inyecto en la
columna del espectrometro de masas.

3.2.4 Oligonucleétidos

Ademas de los mencionados en los capitulos anteriores, se incorporaron nuevos
oligonuclettidos y RNAs sintéticos, cuya secuencia se suministra en el Anexo Metodoldgico.
Los mismos fueron adquiridos en Integrated DNA Technologies (IDT, USA).

3.2.5 UV-melting y calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Para la determinacion de la temperatura de fusién de los presuntos dimeros de tRNA (Ty)
mediante el monitoreo del hipercromatismo a 260 nm (“UV-melting”), se obtuvo la muestra —
en concentracion suficiente para la formacion del dimero —y se colocé en una cubeta de
cuarzo de 0.5mL, la cual se posiciono6 en un espectrofotémetro UV-visible Cary 60 (Agilent),
conectado a un bafio termostatizado digital. La temperatura del bafio se subié desde
temperatura ambiente y hasta 95°C, a razén de 2°C / min. La temperatura actual en la cubeta
se midi6 utilizando un termdémetro ubicado en una cubeta adyacente, y presente en la misma
placa multi-celda. Se registrd la absorbancia a 260 nm (corregida respecto del blanco en PBS,
y a temperatura ambiente) en funcion del tiempo, y por tanto, también de la temperatura.

Para los ensayos de DSC, se dejo toda la noche al equipo (MicroCal VP-DSC) ciclando en
PBS (referencia: PBS) desde los 25°C — 100°C, a 1°C/min, y hasta completa estabilizacion del
sistema. Llegado a dicho punto, se inyectd la muestra previamente desgaseada (en
concentracion de 6uM), registrandose 3 de los antes mencionados ciclos. EI procesamiento de
los datos se hizo segun especificaciones del fabricante y procedimientos de la Unidad de
Biofisica de Proteinas del IPMon. Para la obtencion de las graficas de Cp (capacidad
calorifica especifica) en funcion de la temperatura, se utilizé la concentracion predicha de
dimero, suponiéndola igual a la mitad de la concentracion estimada de RNA (y la cual se
calcul6 estimando un hipocromatismo de 15% a partir de los datos de absorbancia a 260 nm
de la SEC). Dichas graficas fueron ajustadas a las lineas de base antes y después del pico
mediante el Software Origin 8 y las rutinas pre-cargadas correspondientes al andlisis por
DSC, calculandose asi la Tm, el AH calorimétrico (AHca), y €l AH de Van’t Hoff (AHy),
mediante un ajuste a un modelo de desnaturalizacion con multiples intermediarios.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Sensibilidad de los complejos conteniendo tRNA-h ala RNasaA'y
Proteinasa K.

Como ya fue descrito en el Capitulo I, la purificacion cromatogréfica de la fraccion S100 del
medio condicionado de las células MCF-7 y MCF-10A mostré dos picos en los cuales las
mitades de tRNA (de aceptores de Glu y de Gly) pudieron ser detectadas. Denominamos P1 al
pico que eluyd primero (Ve = 10.2 mL en S75 10/300; correspondiente a lo esperado para una
proteina globular de 44kDa) y P2 al que eluy6 después (Ve = 11.8 mL en S75 10/300;
equivalente a 20kDa). Este perfil de elucion en dos picos fue independiente del tipo de
columna utilizada (Superdex 75 o Superdex 200). Vale aclarar que con ninguna de las dos
columnas los picos pudieron ser completamente resueltos.

Los primeros ensayos realizados tuvieron como objeto demostrar que las mitades de tRNA
estaban efectivamente formando parte de complejos ribonucleoproteicos. Se esperaba que al
tratar la muestra (fraccién S100 previo a la inyeccion) con proteasa, los picos de absorbancia
a 260 nm (y picos de tRNA-h por SL-RT-qPCR) desaparecieran, o se corrieran hacia
volimenes de elucién mayores (dependiendo que tan labiles fueran una vez separados de
ETBP). Por otra parte, se esperaba que el tratamiento con RNasaA (endo-ribonucleasa
pancredatica, mas activa frente al RNA simple hebra) no produjera mayores cambios, ya que el
complejo con proteinas protegeria al RNA de la degradacion. El experimento final era la
combinacion de los tratamientos: proteasa > inhibicion de la proteasa - RNasa - inhibicién
de la RNasa > inyeccion.

Comenzamos probando con la proteasa Tripsina. Pero a pesar de varios intentos (aumentando
la concentracion, el tiempo de incubacion, la alicuota de Tripsina) no logramos observar
actividad proteolitica. No solo respecto a los picos P1 y P2, sino a la muestra en general. El
medio de cultivo utilizado poseia una formulacién en la cual se agregaba como aditivo
Transferrina a concentraciones relativamente altas (5ug/mL). En consecuencia, los
cromatogramas de la fraccién S100 presentaban siempre un alto pico en la absorbancia a 280
nm correspondiente a la Transferrina; que de paso servia como control interno de cada
corrida. Pues bien, el tratamiento de la muestra con Tripsina en nada afectaba al
cromatograma; ni siquiera el pico de la Transferrina disminuia. Esto nos daba cuentas de que
la Tripsina no estaba funcionando. La razon quedo clara al cabo de cierto tiempo, tal como se
explicara més adelante.

Decidimos trabajar con una proteasa diferente. Las muestras tratadas con Proteinasa K
presentaron una significativa reduccion en el pico de la Transferrina respecto del ensayo
control (incubado igual tiempo y a igual temperatura, y con adicion del inhibidor de proteasas
PMSF), lo que valida la actividad proteolitica de la enzima en la muestra. Conforme a lo
esperado, se observO una desaparicion casi total del pico P1. Sin embargo, el pico P2
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permanecio practicamente inalterado en lo que a su absorbancia a 260 nm se refiere (Figura
29, derecha).

Al tratar las muestras con RNasaA se observo la desaparicion total del pico P1 y una
reduccion muy moderada del pico P2 (Figura 29, centro). Ademéas de inesperado, este
comportamiento era dificil de explicar. La sensibilidad del pico P1 a RNasas no excluia, en
absoluto, que el RNA en dicho pico estuviese formando complejo con proteinas. El
tratamiento con ribonucleasa pancreatica bovina (78nM) no es fisioldgico, y es esperable que
un complejo proteina/RNA exponga parte del RNA al solvente, accesible a las RNasas si su
concentracion es suficiente. Ya en el Capitulo Il se habia advertido que la sensibilidad de la
fraccion S100 a la RNasaA era superior a la de las fracciones vesiculares. Pero entonces
¢como explicar la resistencia del pico P2 a las ribonucleasas? Considerando que las mitades
de tRNA de Glu y de Gly ya tienen de por si aproximadamente 10 kDa cada una, la proteina
asociada a dichas mitades en el pico P2 (20 kDa) no podria ser demasiado grande, por
compacta que fuese la conformacion que adoptara el RNA. Y es dificil imaginar una proteina
de menos de 20 kDa capaz de “envolver” al RNA de modo tal de volverlo altamente resistente
a la degradacion endonucleolitica.

Estos ensayos fueron repetidos varias veces y los resultados fueron siempre reproducibles: el
tratamiento con RNasaA provocaba la desaparicion total del pico P1, mientras que afectaba al
pico P2 de una manera parcial (Figura 30, superior). Para corroborar que dichos efectos
fuesen producto de la afectacion de las mitades de tRNA y no de otros compuestos capaces de
absorber a 260 nm, analizamos varias de las fracciones recolectadas por SL-RT-qPCR. Como
ya fue descrito, las tRNA-h mostraron un pico definido en las fracciones correspondientes al
P1, con grado de amplificacion apreciable también en P2. Las mitades de tRNAC" siempre
amplificaron antes que las del tRNA®Y (valores de 229 uno o dos 6rdenes de magnitud
superiores), aunque las diferencias pueden también deberse a la eficiencia de la RT-PCR.
Coincidente con lo observado espectrofotométricamente, en las fracciones tratadas con
RNasaA el grado de amplificacion de las tRNA-h en P1 fue nulo. En cambio, éstas si fueron
amplificables en las fracciones correspondientes a P2 (aunque con valores de 2<% drdenes de
magnitud inferiores a los de las muestras sin tratar).

De todo esto concluimos:

1) P1 es sensible a Proteinasa K y a RNasaA
i) P2 es parcialmente resistente a Proteinasa K y a RNasaA

Luego veremos que los ensayos de sensibilidad a proteasas no fueron validos, pero esto no lo
supimos sino hasta varios meses después.
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Figura 29: cromatografia de exclusion molecular (Superdex 75 10/300, Amersham; Fase moévil: PBS) de la fraccion S100
del medio condicionado de MCF-7. lzquierda: control (muestra incubada a 37°C 30 min. y tratada con DTT 1mM,
RNaseOUT 40U, PMSF 5mM). Centro: muestra tratada con 320ng de RNasaA (0.03 Kunitz U), incubada a 37°C 30 min, y
luego tratada con DTT 1mM y RNasaOUT 40U. Derecha: muestra tratada con 8pg de Proteinasa K, incubada a 37°C 30
min, y luego tratada con PMSF 5mM. Curva azul: ABS 280 nm. Curva roja: ABS 260nm. El volumen de elucidn (V) esta
medido desde la inyeccion. V,,: volumen muerto, o excluido. T: Transferrina. P1 y P2: picos donde eluyen las mitades de
tRNA analizadas. Deg: posibles productos de degradacion.

3.3.2 Intentos de identificar a ETBP mediante espectrometria de masas.

Como primera aproximacion, se colectaron las fracciones correspondientes a los picos P1 y
P2y, después de concentrarlas y digerirlas con Tripsina, fueron enviadas para su analisis por
espectrometria de masas en un equipo MALDI-TOF. Es importante sefialar que, si bien
muchos de los estudios protedmicos se realizaron sobre ambos picos, nuestra atencién se
centré principalmente en el pico P1. Por su tamafio aparente de 44 kDa, parecia claro que
dicho pico corresponderia a la elucion de los complejos ETBP/tRNA-h. Por el contrario, P2 —
de tamafio aparente mucho menor — podria originarse por la rotura parcial de los complejos y
la consecuente liberacién del RNA. Aunque hoy dariamos una interpretacion diferente (ver
Discusion), esta era nuestra interpretacion en el momento.

El anélisis por MALDI-TOF arrojo una gran complejidad de péptidos, algunos de los cuales
fueron a su vez analizados por fragmentacion o espectrometria de masas en tindem (MS/MS).
Se pudieron identificar de este modo algunas proteinas: Enolasa 1 o a-Enolasa (ENO1),
Calmodulina (CaM) y Transferrina. Esta ultima ciertamente esperada, pues de la observacion
de los cromatogramas se desprende que el pico P1 y la Transferrina no se resuelven
completamente. No se pudo identificar, sin embargo, mas que un solo péptido por proteina.
Esto evidenciaba que un gran nimero de proteinas se estaban co-purificando en el pico P1, sin
ninguna que destacase por sobre las demas. En condiciones de este tipo, la técnica de
MALDI-TOF no era la mas adecuada.
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Figura 30: ensayos de sensibilidad de los picos P1 y P2 a la accion de la RNasaA. Se muestran dos réplicas del mismo
experimento realizado en dias diferentes (izquierda y derecha). Arriba: cromatogramas control (muestras tratadas con DTT
1mM y RnasaOUT 40U e incubadas a 37°C por 30 min; pero sin RNasaA), similares a los mostrados en la Figura 29. En los
ejes verticales derechos se muestra la concentracion estimada de las mitades de tRNA luego de aplicar una deconvolucion de
los cromatogramas que permite estimar cuénto de la absorbancia a 260 nm corresponde efectivamente al RNA, para la
muestra no tratada (verde) y tratada con RNasaA (violeta). Abajo: resultados de la RT-SL-gPCR para distintas fracciones
analizadas de los cromatogramas superiores (valores expresados como 2*/<%). Verde claro: fragmentos de 31 nucleétidos del
extremo 5’ del tRNA®"cc. Violeta claro: fdem, pero en la inyeccion correspondiente a la muestra tratada con RNasaA.
Verde oscuro: fragmentos de 30 nucledtidos de/ extremo 5° del tRNA®Yscc (eje vertical derecho).Violeta oscuro: idem, pero
en la inyeccion correspondiente a la muestra tratada con RNasaA (eje vertical derecho).

Ademas, la alta cantidad de proteinas co-purificadas en P1 no permitian una aproximacion del
tipo: “guilty by association” (las tRNA-h eluyen en P1; la proteina detectada eluye en P1;
ergo: la proteina es ETBP). Es decir que el problema no consistia en identificar simplemente
las proteinas presentes en P1 y P2, sino en manipular el sistema de modo tal que de la
comparacion entre dos condiciones experimentales surgiera ETBP. Nuestra estrategia fue
recurrir al tratamiento con RNasaA como variable: degradando a las tRNA-h en P1 podria
afectarse el volumen de elucion de ETBP. Las demas proteinas presentes, salvo que también
estuviesen unidas a moléculas de RNA, no deberian verse afectadas. Claro que esta
aproximacion descansaba en una suposicion: la union de las tRNA-h a ETBP deberia afectar
su radio hidrovolumeétrico lo suficiente como para que sus formas unida y no unida eluyesen a
volUimenes considerablemente diferentes.
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Para obtener informacion cuantitativa en mezclas con cierta diversidad de proteinas, se
decidio recurrir a la espectrometria de masas asociada a un equipo de cromatografia liquida
miniaturizada (nano-LC, LTQ-Orbitrap Velos), en colaboracion con la Unidad de Bioquimica
y Proteémica Analitica del IPMon.

Se aislaron los picos P1y P2 por SEC* (con y sin tratamiento con RNasaA), se digirieron con
tripsina toda la noche, y se inyectaron en el equipo. En un primer analisis se identificaron 310
proteinas en el pico P1 sin tratar, 263 en P1 luego de tratar con RNasa, 608 en P2 sin tratar, y
614 en P2 luego del tratamiento con RNasa. Como era de esperar, entre las proteinas mas
abundantes identificadas en P1 se encontraba la Transferrina, que fue tratada como un
contaminante. Muchas proteinas desaparecian con el tratamiento con RNasa, otras aparecian,
otras bajaban su sefial y otras lo aumentaban ¢Cual era la significancia estadistica de todo
eso? ¢ Cudl seria ETBP? A la primera pregunta se la contestaba facil: ninguna. Necesitabamos
réplicas para empezar a descubrir si alguna proteina sistematicamente disminuia su sefial
luego del tratamiento con RNasa. Pero con la segunda replica del ensayo comenzaron los
problemas: se detectaron muchas menos proteinas, y cada una con mucho menor nimero de
espectros. Fue asi que comenzamos una serie de intentos fallidos para repetir el ensayo, pero
cada vez la deteccion era peor: a veces solo aparecia la Transferrina y la ubicua Queratina. Y
no es que fuese un problema técnico (que los hubo); eran las muestras.

Volviendo entonces a la lista del primer ensayo que funcion6 de manera razonable, y
repasando las proteinas una a una, encontramos una cantidad muy significativa de espectros
correspondientes a las proteinas SPINT1 (Kunitz-type protease inhibitor 1) e ITIH4 (inter-
alpha-trypsin inhibitor heavy chain), ambas con localizacion extracelular descrita jLas células
MCF-7 estaban secretando inhibidores de Tripsina al medio, parte de los cuales estaban co-
purificando con las tRNA-h! Esto explicaba lo erratico de los resultados, pues las
preparaciones con menor cantidad de inhibidor podrian ser al menos parcialmente digeridas y
analizadas. Y explicaba también por qué nunca habiamos tenido éxito en digerir la fraccion
S100 con Tripsina, y si con Proteinasa K (83.3.1).

Para solucionar este inconveniente se decidié desnaturalizar todas las proteinas de los picos
P1y P2 previo a su digestion con Tripsina, siguiendo un protocolo de purificacién por SDS-
PAGE y digestion en gel (ver Materiales y Métodos). El nimero de proteinas identificadas en
P1 no fue mayor por este protocolo (233 y 225 con y sin RNasaA, respectivamente) pero si se
obtuvo un nimero mucho mayor de espectros por proteina, llegando a casi 1500 para la
Transferrina, por ejemplo. Ademas, los resultados fueron auto-consistentes, obteniéndose una
buena correlacion entre el nmero de espectros para cada proteina, con y sin tratamiento con
RNasaA (r = 0.9835). Esto evidenciaba que ninguna de las proteinas detectadas parecia
afectarse a causa del tratamiento con RNasaA. Si bien ahora entendemos que esto era un
resultado esperable, en aquella oportunidad fue un poco decepcionante.

Pensamos, errénea pero fortuitamente, que el problema se simplificaria reduciendo la
complejidad de la muestra, es decir, aumentando los pasos de purificacion de los complejos
ETBP/tRNA-h. Se decidio incluir una cromatografia de intercambio anionico (en adelante

% Cromatografia de exclusion molecular (size-exclusion chromatography).
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AEC por anionic exchange chromatography) posterior a la SEC. Consideramos que el RNA
podria conferirle una carga neta negativa a los complejos ETBP/tRNA-h, que provocase su
retencion en las columnas. La adicion de RNasaA previo a la AEC deberia, razonamos,
aumentar la cantidad de ETBP colectada en la fraccion no unida (FT, por flow-through).

Se realizaron una serie de controles accesorios de modo tal de optimizar las condiciones de
este nuevo ensayo. Lo primero fue estudiar la estabilidad de los complejos ETBP/tRNA-h
frente a la variacion de la fuerza ionica. Esto era importante dado quelas muestras se
inyectarian a una concentracion salina tan baja como fuese posible, y la fraccién retenida se
eluiria posteriormente a alta concentracion salina. Existia la posibilidad de que el aumento de
la fuerza idnica rompiese los complejos y, por consiguiente, ETBP eluyese antes que el RNA
(que es nuestra marca)*>.

Se realizo a partir de este punto un nuevo cambio. Dado que la Transferrina contaminante
terminaba siendo la proteina mayoritaria en P1, se alteraron las condiciones de cultivo de
modo tal de pasar a un medio definido sin Transferrina agregada. Asi pues, se comenzaron a
cultivar las células MCF-7 en el medio MEGM - el mismo que fue utilizado para las MCF-
10A — sin que esto conllevase alteraciones evidentes en la viabilidad celular, tiempo de
duplicacion o morfologia. En la Figura 31 puede observarse el cromatograma de la fraccion
S100 obtenida mediante estas nuevas condiciones de cultivo, ya sea utilizando una columna
analitica Superdex 200 10/300 (A) o Superdex 75 10/300 (D). No6tese como la desaparicion
del pico correspondiente a la Transferrina permite una mejor visualizacién de los picos P1y
P2, que siguen eluyendo al mismo volumen. De aqui en mas, todos los medios condicionados
de MCF-7 fueron obtenidos en MEGM.

Volviendo a los ensayos de estabilidad del complejo a distinta fuerza iénica, lo primero que
debe decirse es que, cuando la fase mdévil de la cromatografia pas6 de ser PBS a Tris-Cl 50
mM pH = 7.4; NaCl 150mM, casi todos los picos del cromatograma desaparecieron, y en su
lugar aumenté la absorbancia en el volumen muerto o excluido (Vo). Por esta razon se decidio
sequir trabajando con base a un buffer fosfato (PB: H,PO,/HPO,%), alterando la fuerza iénica
mediante la concentracion de NaCl. A baja concentracién salina (50mM de NaCl) se observo
una desestabilizacién de los picos P1 y P2, apareciendo formas de mayor tamafio aparente,
con un corrimiento del pico principal equivalente a un incremento de 38 kDa (Figura 31, C).
El aumento de la absorbancia a 260 nm lleg6 incluso a manifestarse en el volumen excluido,
gue en una columna S200 corresponde a grandes agregados. En cambio, no se observaron
diferencias evidentes entre las corridas con PBS y buffer PB + 500 mM NaCl (Figura 31, D).
De estos resultados concluimos que deberiamos inyectar en la columna de intercambio
anionico la muestra en PBS (aun cuando la fuerza ionica fuese més alta de lo recomendable
para el pegado), pero podiamos tener la “tranquilidad” de que el complejo no se romperia al
eluir con NaCl (al menos hasta 500mM, y siempre y cuando el comportamiento en la interfase
solido/liquido fuese igual a en solucion).

* No trabajamos con RNA marcado, pero el coeficiente de absortividad molar a 260 nm del RNA es érdenes de magnitud
superior al de las proteinas a 280 nm. Supongamos que un complejo proteina/RNA (1:1) pasa por un detector que mide a
280y 260 nm. La sefial del RNA puede ser grande, mientras que la de la proteina asociada puede ser indetectable. Por tanto,
la proteina se puede decir que “queda marcada” por el RNA, en la medida en que no se le separe.
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Figura 31: estabilidad de los complejos conteniendo mitades de tRNA a distinta fuerza iénica. Los cromatogramas (SEC;
Superdex 200 10/300: A-C; Superdex 75 10/300: D) medidos a 280 (azul) y 260 nm (rojo) corresponden a la fraccién S100
del medio condicionado de células MCF-7 utilizando como fase movil PBS (A,D), buffer fosfato (PB) + 50mM NaCl (C) y
buffer fosfato (PB) + 500mM NaCl (B). Las lineas verticales discontinuas marcan la posicion de los picos P1y P2 segun el
cromatograma (A).

Los cromatogramas (AEC) obtenidos a partir del pico P1 purificado por SEC, con y sin
tratamiento posterior con RNasaA, se muestran en la Figura 32. En las muestras no tratadas,
la absorbancia a 260 nm en el flow-through (FT) fue despreciable; sefial de que la mayor parte
del RNA guedaba retenido en la columna. Terminada la coleccion del FT, el pico que aparece
de predominante absorbancia a 280 nm corresponde al inhibidor de RNasa murino, agregado
tanto a las alicuotas tratadas como a las alicuotas control. Dado que se trata de una proteina
acida (Pl = 4.7) no sorprende que haya sido retenido en la columna, pero la moderadamente
alta concentracion salina en el buffer de pegado (= 137 mM NaCl) termina finalmente
provocando su elucion. La mayor parte de las moléculas absorbentes a 260 nm eluyen a una
alta concentracion salina, cuando la conductividad supera los 44 mS/cm, lo que equivale a
400 mM NaCl, aproximadamente. Esto habla de la fuerza de la union del RNA a la resina, de
carga fuertemente positiva (ligandos de amonio cuaternario). Llamamos a este pico colectado
P1*. Nétese la ausencia de pico luego del tratamiento con RNasaA. Por el contrario, en este
caso, la absorbancia a 260 nm parecio desplazarse hacia el FT.
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Figura 32: purificacion de los complejos conteniendo tRNA-h mediante cromatografia de exclusién molecular (SEC, S75
10/300; izquierda) seguida de cromatografia de intercambio anidnico (AEC, ResourceQ; derecha). El pico P1 colectado de
la SEC se dividi6 en dos alicuotas, una de las cuales fue tratada con RNasaA (gréfico inferior). Los ensayos control (grafico
superior) recibieron DTT 1mM, inhibidor de RNasa murino (inhib), y fueron incubados en las mismas condiciones (30 min
37°C). Las curvas azules y rojas corresponden a la absorbancia a 280 y 260 nm; respectivamente. En AEC, la curva verde
corresponde al porcentaje del buffer de elucion (PB pH = 7.4; 1M NaCl) y la curva negra a la conductividad idnica a la
salida de la columna. Las sombras amarillas sefialan las fracciones colectadas de la AEC, correspondientes a la fraccion no
retenida (“FT”; Vol: 1-3mL) y a la elucion de las tRNA-i (“P1*”; Vol: 17-2 0mL; 44.3-50.0 mS/cm).

Al analizar por espectrometria de masas (nLC/MS) el pico P1* se detectaron Unicamente tres
proteinas glucoliticas: ENO1, TPI1 y PGK1, con 26, 29 y 5 espectros, respectivamente. Lo
mismo ocurrié al analizar el pico P2*, lo que implica que no habria proteinas en P2 distintas
de las encontradas en P1 y capaces de pegarse a la resina®®. Dado que estas proteinas se
encontraban también entre las mas abundantes en P1, y fueron las mayoritarias también en el
FT, podria pensarse en un simple efecto de accion de masas, aunque la retencion de PGK1 no
es explicable si se considera que tiene un punto isoeléctrico de 8.3 (lo que la hace positiva al
pH de trabajo).

La cantidad de proteinas identificadas, asi como el nimero de espectros por proteina, fue
mucho mayor en el FT, lo que permitio realizar comparaciones entre muestras tratadas y no
tratadas con RNasaA previo a la inyeccion en la AEC (y posteriormente a la SEC). Se
realizaron, al respecto, dos ensayos independientes. En el primer caso, la muestra
correspondio Unicamente al pico P1 aislado de la SEC. Se identificaron 178 y 46 proteinas
humanas en las muestras tratadas y no tratadas, respectivamente. La correlacion entre el
namero de espectros para cada proteina fue considerablemente alta (r = 0.9128), implicando

% Por sus pesos moleculares las 3 proteinas deberian eluir en la regién de P1y no en la de P2, pero la baja resolucién entre
ambos picos provoca un alto grado de solapamiento.
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que el tratamiento con RNasaA no produjo mayores variaciones en el perfil de proteinas
colectadas en el FT. Sin embargo, las dos proteinas aparentemente més abundantes, TPI1 y
ENO1, parecian poseer un numero de espectros ligeramente menor del esperable, en las
muestras tratadas (Figura 33, A). Esta variacion no era, sin embargo, suficientemente grande
como para pensar en un efecto especifico. El experimento se repitid, pero inyectando a la
AEC el total de fracciones correspondientes a los picos P1 y P2 de la SEC. En esta
oportunidad, el nimero de proteinas identificadas en las muestras tratadas y no tratadas fue
mas parejo (145 vs. 112), pero la correlacion de los datos fue, afortunadamente, pobre (r =
0.7294). Una Unica proteina, la ENO1, era la responsable de este desajuste (Figura 33, B). Su
exclusion fue suficiente para elevar el coeficiente de correlacion a r = 0.9234, lo que implica
que los datos estaban, por lo demaés, bien correlacionados. Esto es importante pues habla de
que el efecto de la RNasaA fue especifico sobre ENO1, y no sobre las demas proteinas de la
muestra. En lugar de los 305 espectros g ue serian esperables para ENO1 en la muestra
tratada, se obtuvieron Unicamente 28; pasando de ser la proteina mas abundante, a la posicién
17. Aunque ambos experimentos no fueron estrictamente réplicas (el tipo de muestra utilizado
en cada caso fue diferente), si se los considerase como tales, ENO1 seria la Unica proteina
significativamente alterada por el tratamiento con nucleasa (Figura 33, C).
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Figura 33: identificacion por espectrometria de masas (nano-LC/ESI/LTQ-Orbitrap-Velos) de la proteina ENO1 como
candidata a ser ETBP. A) Numero de espectros correspondientes a las proteinas presentes en el pico P1 de la SEC y no
retenidas (FT: “flow-through”) por la columna de intercambio anionico (AEC), ya sea con (+RNaseA; eje vertical) o sin
(NT; eje horizontal) tratamiento con RNasaA previo a la AEC. Se muestra la recta de mejor ajuste excluyendo a las
proteinas TPI1 y ENO1. B) idem (A), pero inyectando ambos picos P1 y P2 de la SEC, juntos. La recta de mejor ajuste
excluye unicamente a ENOI. C) “volcano-plot”, estableciendo la variacion entre el nimero de espectros normalizados para
cada proteina en las muestras sin tratar (NT) y tratadas con RNasaA. En sombreado gris se muestran las regiones donde se
ubicarian los puntos significativamente (P<0.05; test t de medidas pareadas a dos colas) enriquecidos o disminuidos (>4
veces) en las muestras tratadas. Los espectros fueron normalizados al nimero total de espectros obtenidos en cada corrida
(y eliminando proteinas contaminantes como las queratinas).

En un principio result6é extrafio y enigmatico que una enzima glucolitica como la a-Enolasa
(ENOZ1,; que cataliza el penultimo paso de la glucolisis) fuese nuestra principal candidata a ser
ETBP. Ciertamente, hubiésemos preferido una proteina con capacidad de union al RNA
reportada. Una breve lectura nos puso al tanto, sin embargo, de la reconocida actividad
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“moonlighting”” que presentan la mayoria de las enzimas glucoliticas. Al dia de hoy son

varias las enzimas de esta via cuya capacidad de unién al RNA est4d ampliamente aceptada
(Castello et al., 2015), y la ENO1 es precisamente una de las mejor estudiadas. Mas aun, en
levaduras, participa del transporte de tRNAs a la mitocondria, lo que la hace ser una validada
“tRNA-binding protein” (Entelis et al., 2006). Participa también como una proteina de
respuesta al estrés celular, particularmente a la hipoxia, actia como chaperona, puede unir
Plasmindgeno en el espacio extracelular, y juega variados roles en cancer, debido a que
participa, como se discutira mas adelante, en la regulacion de c-Myc (Ji et al., 2016). Por otro
lado, la capacidad de las enzimas glucoliticas de ser secretadas por células tumorales se
conoce desde hace varias décadas (Keller et al., 1978).

Aunque estos ensayos deben aun ser reproducidos, el efecto de la RNasaA sobre ENO1
pareceria ser potenciado con la inclusion de P2. Otro punto interesante es que, contrario a lo
esperable en funcion de la hipétesis con la que el experimento fue disefiado, ENO1 no
aumento, sino que disminuyo en el FT luego del tratamiento con la nucleasa. Se recordara que
lo que se buscaba era una proteina que se retuviera en la columna a causa de su union al RNA
y que, luego de tratar con RNasa, apareciese 0 aumentase en la fraccion no retenida. Se
obtuvo aqui un efecto, pero exactamente el contrario. En la discusion se volvera sobre este
inesperado resultado.

3.3.3 Los picos P1y P2 de la SEC son especificos de las tRNA-h.

Por RT-SL-gPCR especificas para las tRNA-h (de Glu y Gly) podiamos saber que los
fragmentos de tRNA eluian en P1 y en P2, pero ;qué hay de los demas pequefios RNAS
identificados en el secuenciado profundo de S100? Como se describio en el capitulo Il, y si
bien las tRNA-h eran la poblacion predominante, otras especies tales como miRNAs y
fragmentos de YRNAs también estaban presentes ¢Formarian complejos con las mismas
proteinas que los tRNA-h?

La Figura 34 muestra un analisis de distintas fracciones colectadas luego de la purificacion
cromatografica de la fraccion S100 de las células MCF-7 crecidas en MEGM. Se analizaron
las tRNA-h de Glu y de Gly, miR-21-5p (por ser el mMiRNA mas abundante), y los fragmentos
5’ del RNA Y4. Los valores de Cq estan normalizados (A) a V. = 14 mL; no se espera la
elucion de macromoléculas a partir de dicho volumen. Como puede apreciarse, se observa un
pequefio pico para el miR-21-5p y los fragmentos de Y4 a V. = 9.2 mL; un tamafio aparente
de 75 kDa que bien podria ser la cola de un pico de mayor tamafio (el siguiente punto
analizado esta recién a los 105 kDa). Corresponda a lo que corresponda dicho pico [los
complejos AGO2/miRNA son de ~100 kDa; (La Rocca et al., 2015)], lo importante a los
efectos de esta tesis es que los picos P1 y P2 parecerian ser especificos de las mitades de
tRNA.

37 ) . . . . .,
Claro de luna: refiere a la capacidad de una enzima de realizar funciones celulares completamente distintas a
la funcion catalitica por la que dicha enzima es cldsicamente reconocida.
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Figura 34: analisis por SL-RT-qPCR (derecha) de los fragmentos 5’ del RNA Y4 (negro), del miR-21-5p (azul) y de las
mitades 5’ del tRNA®Yscc (1-30; verde) y del tRNA®"cc (1-31; rojo). Dichas RT-PCR fueron realizadas sobre fracciones
colectadas a partir del cromatograma de la derecha.

3.3.4 Re-evaluacion de la sensibilidad de los picos P1/P2 a proteasas:
equilibrio entre estados del RNA “desnudo”.

La Figura 29 es representativa de una serie de ensayos que nos llevaron a concluir que P2 era
tanto resistente a la RNasaA como a la Proteinasa K (PRK), mientras que P1 era sensible a
ambas enzimas, y por tanto debia corresponder a un complejo ribonucleoproteico.

Posteriormente realizamos un ensayo de incubacion de la fraccion S100 por 30 min a 37°C
(tiempo y temperatura usados para los ensayos anteriores), pero sin el agregado de ninguna
enzima. La Unica variable fue el agregado o no de inhibidor de RNasa. Se observé que, en
ausencia de inhibidor, el resultado era el mismo que el que se obtenia al agregar RNasaA:
desaparicion del pico P1, y aparicion de absorbancia a 260 nm a altos volumenes de elucién
(degradacion). Concluimos entonces que el pico P1 era tan sensible a las RNasas que una
incubacion de media hora a 37°C era suficiente para que las nucleasas presentes en la muestra
barrieran con dicho pico (al margen de que fueren realmente nucleasas enddgenas, o de que se
hubiesen agregado accidentalmente durante la preparacion de la muestra). El asunto es que los
controles en los ensayos de sensibilidad a proteasas se corrian en presencia de PMSF, y no
con inhibidor de RNasa. Por consiguiente, los efectos observados podian deberse tanto a la
accion de la PRK agregada, como a la accion de RNasas no agregadas conscientemente, pero
presentes al fin. Se pensara que esto tendria facil solucion: bastaria con agregar inhibidor de
RNasa durante los ensayos con PRK. El problema es que dicho inhibidor es una proteina que
actua por “binding”, y al ser degradado por la PRK liberaria las nucleasas secuestradas. Claro
gue las RNasas también son proteinas, pero al menos la RNasaA mantiene un buen nivel de
actividad luego de su digestion con PRK (Rauber et al.,, 1978).Estos ensayos estaban
condenados a no ser concluyentes

Lo que si parecia claro era la total prescindencia de proteinas del pico P2. EI mismo no se veia
afectado siquiera después de realizar el tratamiento con PRK en presencia de 0.5% SDS. Es
sabido que esta proteasa no se desnaturaliza por la accion del detergente, pero su actividad
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aumenta significativamente (=~ 30%) debido a la desnaturalizacion parcial de las demaés
proteinas.

Con todo esto en mente se procedié a obtener los picos P1 y P2, aislar el RNA en ellos
contenidos mediante el método del Trizol (LS), y re inyectar por separado el RNA puro
(Figura 35). Si bien parte de la absorbancia a 260 nm aparecio en el volumen excluido (tal vez
debido a resuspension incompleta), llamo la atencidon que se recuperaron los picos P1 y P2
originales, y a exactamente los mismos volimenes de elucion. Esto demostraba que,
contrariamente a lo que hasta entonces era nuestro modelo de trabajo, el tamafio aparente del
pico P1 (44 kDa) no se debia a la formacion de un complejo entre las tRNA-h (10 kDa) y
alguna proteina. La capacidad de formar los picos P1 y P2 residia enteramente en el RNA.
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Figura 35: purificacion cromatogréafica del RNA purificado presente en los picos P1y P2. A) Cromatograma de partida. B)
Deconvolucion del cromatograma de partida en la sefial correspondiente a las proteinas (utilizando una absortividad molar
a 280 nm genérica) y al RNA (utilizando la absortividad molar a 260 nm tedrica para las mitades del tRNA-Glu). C) Los
picos P1 y P2 se aislaron, y el RNA se purific6 mediante el agregado de Trizol LS. EI RNA puro (50% de la cantidad
obtenida) se volvi6 a inyectar en la misma columna. Se muestra la deconvolucién correspondiente al RNA para el pico P1
(rojo) y P2 (negro).

Todo lo anterior llevé a considerar que P1 y P2 fuesen dos estados en equilibrio de las tRNA-
h y, dado que P1 corresponde a un tamafo aparente que duplica al de P2, dicho equilibrio
podria ser del tipo mondmero/dimero. Como primera aproximacion se adquirié un
oligonuclettido (de DNA) de secuencia complementaria (anti-sentido; as) a la mitad 5° del
tRNA-Glu, y marcado en 5° con carboxyfluoresceina (6-FAM). Al inyectar dicho oligo en las
columnas y condiciones utilizadas para la fraccion S100 (S75 10/300; fase mavil: PBS) se
obtuvo un unico pico en Ve = 12.2 mL, similar al volumen de elucion de P2 (Figura 36, B).
Dicho oligo puede monitorearse tanto por su absorbancia a 260 nm como por su absorbancia a
494 nm, producto del FAM. Al mezclarlo con un oligo complementario (sentido, s; Ve = 11.7
mL) e inyectar la mezcla, los picos individuales desaparecieron y en su lugar aparecié un pico
de Ve = 10.5 mL, que coincide casi exactamente con P1 (Figura 36, C). Dado que se trata de
un Unico pico tanto en el cromatograma a 260 nm como a 494 nm, inferimos que se trata de
un duplex entre ambos oligos (Figura 36, G). Como control se pre-incub6d el oligo (as)
marcado con FAM con un oligo no complementario (Figura 36, H), y al inyectar la muestra se
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obtuvo la envolvente de dos picos no resueltos (notese la absorbancia a 494 nm Unicamente en
la mitad de la envolvente a 260 nm), pero sin formacién significativa de pico alguno a Ve =
10.5 mL. Todo esto en apoyo de la idea de que P1 y P2, por sus volumenes de elucién de
~105 mL y ~12.0 mL, podrian corresponder a un dimero y monomero de RNA,
respectivamente. También se probd incubar la fraccion S100 del medio condicionado de
MCEF-7 con el oligo (as), pero no se observé que el oligonucle6tido pasase a formar parte de
estructuras oligoméricas (Figura 36, E). Sin embargo, como se vera a continuacion, los
modelos predichos en P1 y en P2 son lo suficientemente estructurados como para que un oligo
complementario no sea capaz de formar un hibrido, aun cuando las secuencias lo permitiesen.

3.3.5 Posibles conformaciones de las tRNA-h

Los resultados anteriores apuntaban a la presencia de mondémeros estructurados en P2 y de
dimeros en P1, pero ¢permitiria la secuencia de las tRNA-h esta posibilidad?

Lo primero a considerar es que las mitades 5° de tRNAs presentan ya de por si una potencial
estructura de bucle y horquilla, que es la que corresponde al brazo D de los tRNAs maduros
de los cuales provendrian. Sin embargo, dicha estructura es poco probable que se mantenga en
solucién y a temperatura ambiente, dado que la hélice esta formada por 4 pares de Watson y
Crick, de los cuales solo uno corresponde a un par GC (en el tRNA®Yscc). Al realizar una
prediccidn de estructura secundaria con el programa mfold (http://unafold.rna.albany.edu/) se
obtienen estructuras diferentes, tal como se muestra en la Figura 37. Segun mfold y otros
programas similares, estas tRNA-h podrian adoptar una estructura de tallo-bucle entre la
posicién +2 y +17, con 6 apareamientos de Watson y Crick estabilizando la horquilla (2 CG
en Gly; 4 CG en Glu, aunque con una base desapareada). En ambos casos, el bucle poseeria la
secuencia palindrémica UGGU.

De la posicion 18 en adelante (es decir, hacia 3") la secuencia permaneceria desordenada
(Figura 37, B-C). Esto es importante pues dicho segmento podria actuar como elemento de
dimerizacion, tanto para homodimeros Gly-Gly como para heterodimeros Glu-Gly (Figura 37,
E-F). En ambos casos, pero especialmente para los homodimeros, la complementariedad es
casi perfecta y se daria a lo largo de todo el segmento desordenado, sumando 12 nuevos
apareamientos de Watson y Crick (4 CG), apenas interrumpidos por una citosina protruyente
(“base flipping”) en cada hebra. Tal vez lo mas interesante de estos dimeros potenciales es
gue los extremos 5y 3" — y especialmente este ultimo en Gly-Gly — quedan casi que
totalmente “‘enterrados” en la estructura (la guanina 1 desapareada podria potencialmente
plegarse sobre el dimero e interaccionar con la guanina 18 mediante apareamientos no Watson
y Crick). Lo que predice una natural resistencia a las exonucleasas, que debe de ser probada
experimentalmente.
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Figura 36: analisis por cromatografia de exclusion molecular de oligonucledtidos en estado de simple y doble hebra. A)
inyeccion de 0.15 nmol del “primer forward ” utilizado para las gPCR de las mitades de tRNA-Glu. Su secuencia es sentido
(s) a la de dichas mitades. B) inyeccion de 0.15 nmol de un oligo anti-sentido (as) a las mitades 5" del tRNA-Glu, y marcado
con 6-FAM en 5°. C) inyeccion de cantidades equimolares de ambos oligos pre-mezcladas. D) Purificacion de la fraccion
$100 del medio condicionado de las células MCF-7 crecidas en MEGM. E) inyeccion de la mezcla entre la fraccion S100 y
0.15 nmol del oligo (as) marcado con 6-FAM. F) inyeccion de la mezcla entre el oligo (as) marcado con 6-FAM y un oligo
no complementario (nc) correspondiente al “primer forward ” de la gPCR del miR-21-5p. G) Mejor apareamiento posible de
los oligos utilizados en (C). H) Mejor apareamiento posible de los oligos utilizados en (F). Las absorbancias a 280 nm y 260
nm se muestran en azul y rojo, respectivamente. La absorbancia a 494 nm se muestra en amarillo.

En la Figura 37 también se hipotetiza sobre posibles bases modificadas que cabria esperar en
estas mitades de tRNA, si es que las mismas provienen de sus respectivos tRNA maduros con
un patrén de modificacion “estandar”. Por estandar se entiende el patron de modificacion
descrito para cada especie de tRNA en la base de datos Modomics
(http://modomics.genesilico.pl/). Lo mas relevante es que ninguna de estas bases modificadas
(2°-o-metiluridina [Um], N2-metilguanosina [m2G], pseudouridina [\W¥] y dihidrouridina [D];
Figura 37, A-D) afectan la cara Watson y Crick de las bases, por lo que las estructuras
propuestas seguirian siendo posibles. Ademas, tampoco figuran entre las modificaciones que
provocan un salto abrupto de las transcriptasas reversas (Cozen et al., 2015; Zheng et al.,
2015) , lo que es consistente con su eficiente secuenciacion y analisis por SL-RT-qPCR.
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Figura 37: conformaciones e isoformas de las tRNA-h de Glu y de Gly. A) Esquema de un tRNA®",c maduro, con algunas
de las bases modificadas mas frecuentes en la mitad 5°. Se indica con lineas azules el largo de los fragmentos hallados en la
fraccion S100 del medio condicionado de MCF-7. B-C) Prediccion de estructura secundaria (mfold) de las mitades 5 de
tRNAS" ¢ (B) y tRNA®Y ;¢ (C). Se muestran algunas de las bases que podrian estar modificadas, de acuerdo a lo anotado
para el precursor maduro en la base de datos Modomics. D) Estructura de las bases modificadas presentadas en los paneles
anteriores, con las modificaciones en rojo. E) Posibles heterodimeros entre mitades 5° de tRNAC ¢ y tRNA®Y . F)
Posibles homodimeros entre mitades 5 de tRNA®Ys.c G) Estructura secundaria alternativa de las mitades 5  de
tRNA® .

Al menos para las mitades 5" del tRNA-Gly, otra estructura secundaria es también posible
(Figura 37, G). La misma implica una horquilla estabilizada por 8 apareamientos Watson y
Crick (interrumpidos por un par UC), con un bucle mas grande que también expone UGGU.
Dado que en este caso la secuencia 3" desordenada que oficiaria de “interfaz de dimerizacion”
se encuentra apareada con las bases del extremo 57, la estabilidad de esta estructura iria en
detrimento de la formacion de dimeros. Por lo que cabe hablar de una estructura secundaria
pro-dimerizacion (que Ilamaremos Gluy y Glyy) y de una estructura secundaria anti-
dimerizacion (Glyy).

3.3.6 Estabilidad de los picos P1y P2 frente a distintos cationes monovalentes

Culminando el impasse tedrico de la seccion anterior, retomamos aqui el trabajo
experimental. Los acidos nucleicos son a pH fisiolégico moléculas poli-anioénicas, por lo que
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la formacion de estructuras doble hebra enfrenta una considerable repulsion electroestéatica.
La formacion de dichas estructuras muchas veces requiere, por lo tanto, de la presencia de
cationes que apantallen las cargas negativas presentes en el esqueleto azucar-fosfato. Como
los distintos cationes difieren en carga, radio y solvatacion, el plegamiento del RNA en
estructuras terciarias definidas es dependiente de la concentracion y tipo de cationes presentes
(Akat et al., 2014). En la Figura 31 ya se mostré cémo la fuerza idnica era capaz de repercutir
en la estabilidad de los picos P1 y P2 de la fraccion S100 previo o durante a su analisis
cromatografico.

En esta oportunidad se quiso evaluar el efecto del tipo de cation monovalente (litio, sodio y
potasio) a fuerza idnica — casi — constante. Para ello se obtuvo la fraccion S100 del medio
condicionado de MCF-7, y se procedido a realizar un cambio de matriz (mediante
ultrafiltracidn) a uno de los siguientes tres buffers: PB-140mM NaCl, PB-140mM KCI y PB-
140mM LICI. Por haber utilizado sales de sodio, debe considerarse que en cada ensayo hubo
también Na* a concentracion 11.8mM (151.8mM en el primer caso). Una vez alterada la
matriz, las muestras fueron inyectadas y corridas utilizando el correspondiente buffer como
fase movil.

No se observaron grandes diferencias entre el uso de sales de sodio o de potasio, salvo un
pequefio corrimiento de los picos P1 y P2 hacia tamafios menores en este Gltimo caso (Figura
38, recuadro izquierdo superior e izquierdo central). Sin embargo, cuando el catién principal
fue el litio, se observo la casi total desaparicion del pico P2 (Figura 38, recuadros inferiores).
Esto quiere decir que, o el litio desestabiliza P2, o la estructura presente en P2 requiere de
sodio o de potasio, pero no de litio. Esta observacién es de momento una simple curiosidad,
pero podria llegar a tener consecuencias funcionales importantes, como se discutird
posteriormente.

3.3.7 Dimerizacion de las mitades de tRNA®Yscc sintéticas

Se llegd al punto en el que, mas que seguir acumulando evidencias indirectas respecto a la
posible formacion de dimeros de tRNA-h, lo imperioso era probar la formacion de dichos
dimeros en el sistema mas simple e in vitro posible. Para ello se adquirié un oligonucleétido
de RNA sin modificacién de ningun tipo, de secuencia y largo idénticos a la de las mitades
del tRNA®Yscc. Se prefirio dicha especie para los ensayos iniciales por su capacidad
potencial de formar homodimeros, haciendo el sistema mas simple. EI RNA liofilizado se
resuspendio en agua libre de nucleasas a una concentracion de 100uM, alicuotandose hasta su
uso a — 80°C. Las diluciones de trabajo se realizaron en el buffer indicado en cada caso
(tipicamente PBS).

Lo primero a destacar es que, al diluir 1 nmol de RNA en 500uL de PBS e inyectar (S75
10/300) y correr la SEC en PBS, el oligo fue capaz por si mismo de generar un cromatograma
de distribucion bimodal, con dos picos en volimenes muy aproximados a los de P1 y P2. Ya
se sabia que el RNA aislado de los picos P1 y P2 de la fraccion S100 reproducia lo observado
con la fraccion completa (Figura 35). Estos nuevos ensayos confirmaban que la informacion
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necesaria para obtener una estructura capaz de eluir con un tamafio aparente de 44 kDa (P1)
residia en la secuencia primaria de las tRNA-h, al menos para las mitades del tRNA-Gly.
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Figura 38: estabilidad de los picos P1 y P2 frente a distintos cationes monovalentes. Izquierda: purificacion cromatografica
(S75 10/300) de la fraccion S100 del medio condicionado de MCF-7 (medio MEGM), en buffer fosfato (PB; pH = 7.4)
conteniendo 140 mM de NaCl (superior), KCI (medio) y LiCl (inferior). Derecha, recuadro superior: idem, pero utilizando
PBS como fase movil (147mM Na*; 4.5mM K™). Derecha, recuadro central: deconvolucion del cromatograma anterior.
Derecha, recuadro inferior: deconvolucién del cromatograma superior izquierdo (PB-140mM NacCl) y comparacion con el
cromatograma inferior izquierdo (PB-140mM LiCl; rayas rojas diagonales).

3.3.7.i Resistencia a RNasaA

Una de las cuestiones que mas inquietaban era la resistencia observada del pico P2 a la accién
de la RNasaA. Al incubar 1 nmol de oligo con 160 ng (0.015 KunitzU) de RNasaA por 30
min a 37°C (tratamiento similar al utilizado en la seccion §3.3.1), se observé una degradacion
casi total de la muestra (Figura 39, curva negra). Alterando la cantidad de nucleasa agregada y
los tiempos de incubacién, se logré obtener una degradacion parcial y controlada. Esto
permiti6 evidenciar que, conforme la muestra se iba degradando, aparecia un nuevo pico a Ve
= 13 mL. Dicho pico era de existencia transitoria, y desaparecia al aumentar el tiempo y la
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cantidad de enzima agregada (Figura 39). A pesar de ser pico mayoritario (curva violeta), las
tRNA-h no se lograban levantar alli por SL-RT-gPCR, mientras que seguian siendo pasibles
de amplificacion en los volumenes de elucidn convencionales (Figura 39, panel inferior). Esto
evidencia que el aumento de absorbancia a V. = 13 mL corresponde a formas parcialmente
escindidas, y no a un reacomodo estructural de la secuencia completa. Interpretamos la
existencia de formas transitorias como una sefial de que la accion de la RNasaA no era pareja
ni cooperativa a lo largo de estos RNAs (lo que seria esperable de tratarse de un ovillo
estadistico), sino que existirian regiones mas resistentes a la degradacion. Esto es compatible
con las estructuras secundarias planteadas en la Figura 37, C, G. Como se vera mas adelante —
aungue no lo sabiamos en su momento — la concentracion de RNA utilizada favorece la
presencia del RNA en su forma monomérica mas que dimérica (ver seccion 83.3.8.iii), lo que
se manifiesta en el volumen de elucion del pico mayoritario (10.8 mL en vez de 10.5 mL). De
cualquier forma, cabe sefialar que la notable resistencia del pico P2 a la accién de la RNasaA
no pudo ser reproducida aun cuando posteriormente se aumentd la concentraciéon de partida
(datos no mostrados). Resultados similares se obtuvieron luego de utilizar la endonucleasa de
simple hebra RNase T1.

SynRNA: tRNA®Y 5[1-30]

- DECONV [RNA]

+RNasaA 0.4ng / 5' 37°C
+RNasaA 2.6ng /10' 37°C
+RNasaA 8ng / 10' 37°C
+RNasaA 160ng / 30' 37°C

C/ uM

0.003
8 0.0021
™ 0,001

0.000-

10 12 14 16 18
Ve/ mL

Figura 39: andlisis por SEC (S75 10/300 en PBS) de 1 nmol del RNA sintético (Glygcc 1-30; volumen inyectado = 500 pL)
sin tratar (curva roja punteada) o tratada con RNasaA en distintas condiciones: 0.4 ng y 5 min (curva roja), 2.6 ng y 10 min
(curva verde), 8 ng y 10 min (curva violeta) y 32 ng y 30 min (curva negra). Todas las incubaciones se realizaron a 37°C. Se
muestra la deconvolucion de los cromatogramas registrados a 280 nm y 260 nm, estimando la concentracion del RNA. Esto
es preferido al cromatograma 260 nm ya que en dicho caso parte de la absorbancia se debe al inhibidor de RNasa agregado
para finalizar los tratamientos. Panel inferior: amplificacion por SL-RT-qPCR, especifica para las mitades 5 del tRNA®Ygcc
de 30 nt, de algunas fracciones colectadas correspondientes al cromatograma violeta del panel superior.

3.3.7.ii Estabilidad frente a distintos cationes monovalentes

Se repitio el ensayo realizado en la seccion 83.3.6, pero no se observaron diferencias entre el
uso de litio, sodio o potasio (resultados no mostrados). Sin embargo, el RNA disuelto en agua
y corrido en agua como fase movil se desplazo casi totalmente al volumen excluido (Vy,), sin
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remanentes en los volumenes de elucidn correspondientes a los picos P1 y P2. Es esperable
que el RNA pierda parte o la totalidad de su estructura secundaria en agua pura y que los
posibles dimeros no se formen, pero la razon por la cual se convierte en una forma que se
excluye no es al momento conocida.

3.3.7.iii Relacion entre la concentracion de RNA sintético y la presencia de un
pico en 10.5 mL (P1’): equilibrios mondmero / dimero.

Los oligoribonucledtidos (RNA) tienen un costo considerable, y el principio de austeridad
lleva a utilizar las cantidades minimas posibles. Sin embargo, al comenzar a inyectar
cantidades mayores para ensayos que asi lo requerian (DSC, seccién 83.3.7.iv), se volvid
evidente que el volumen de elucidon de los dos picos observados al analizar la sonda por SEC,
asi como la relacion cuantitativa entre ellos, se modificaba en funcion del nimero de moles
inyectados (y por ende de la concentracion).

Con esto en vista, se inyectaron cantidades crecientes de RNA sintético (0.1, 0.2, 1,2, 4,12y
20 nmol), siempre diluidas en 500 pL de PBS, en una columna S75 10/300 (SEC), con PBS
como fase movil. Preferimos expresar los resultados en funcion del ndmero de moles
inyectados y no de la concentracion, pues esta Ultima varia a lo largo de la SEC y el grado de
dilucion final no es igual para todos los picos.

Cuando se inyectaron grandes cantidades de RNA sintético (20 nmol), los volimenes de
elucion de los dos picos observados, asi como la forma de ambos y, en menor medida, la
relacién entre ellos, coincidieron exactamente con los picos P1 y P2 obtenidos al purificar la
fraccion S100 del medio condicionado de MCF-7 (P1 = 10.5 mL; P2 = 12.0 mL). Para
diferenciar cada caso, nos referiremos a dichos picos como P1” y P2" cuando los mismos
correspondan a los oligos sintéticos. Cuando en vez de 20 se inyectaron 12nmol, el méximo
volvio a coincidir con P1, pero la relacion P2°/P1" aumentd (Figura 40). Al inyectar 4 nmol,
también se evidencié un aumento de esta relacion, pero comenz6 a observarse un
desplazamiento del maximo desde P1” hacia volumenes de elucion mayores. Esta tendencia
fue sistematica, y cuando las cantidades inyectadas fueron inferiores a 1 nmol, el
desplazamiento fue tan grande (V. del pico mas alto > 11 mL) que la absorbancia a V, = 10.5
mL (P1") fue casi cero. Por el contrario, el “pico P2"” (pues no es realmente un pico) se
mantuvo invariante en volumen (y al alza en intensidad normalizada). Para 20, 12, 4, 2, 1, 0.2
y 0.1 nmol inyectados, el maximo de absorbancia se ubicé en 10.50, 10.50, 10.61, 10.72,
10.88, 11.22 y 11.45. Para explicar este corrimiento debe considerarse que la absorbancia es
aditiva, y que si en un cromatograma se obtienen dos picos no resueltos, entonces lo que se
registra es la envolvente de ambos. Si un pico es mucho més grande que el otro, la envolvente
tiene un méaximo cercano a dicho pico. En cambio, llegado al caso que sean iguales en
intensidad, existe una separacién a la cual el maximo se sitla exactamente entre medio. Pero
aun considerando esto, lo mostrado en la Figura 40 no puede explicarse invocando a la
existencia de dos picos unicos. En las inyecciones de 0.2 y 0.1 nmol (curvas punteadas), la
absorbancia en P1” fue practicamente nula. Si se tratara Gnicamente de dos picos, el méximo
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deberia situarse exactamente en P2", ya que el otro pico habria desaparecido. Y sin embargo,
se observo un pico en 11.44 mL, con una inflexion en 12.0 mL (P2").

Nuestra interpretacion de lo anterior es que existen al menos tres poblaciones: P1” (que
atribuimos al dimero de tRNA-h), P2" (monémero, forma Glyy), y una tercer poblacion con
Ve~11.3 mL (P27"). Consideramos que este tercer pico podria corresponder a la conformacion
alternativa de los mondmeros presentada en la Figura 37, G (Glyy’). Realizando un ajuste a
dos curvas gaussianas del cromatograma obtenido al inyectar 0.1 nmol de oligo (Figura 40,
B), determinamos la relacion de concentracion entre ambos picos ([P2""]/[P2]=0.8). Las
concentraciones fueron estimadas a partir de la integral de las gaussianas, y considerando el
coeficiente de absortividad molar a 260 nm predicho para el oligo (297700 M*cm™). La
relacion entre los picos P1” y P2" fue, como se ha dicho, variable con la cantidad de oligo
inyectada. Vale aclarar que por la mala resolucion entre los picos P2" y P2”", consideramos
ambos como un solo pico al no poder realizar un ajuste a tres gaussianas en las
concentraciones mas altas (Figura 40, C).

Llegado a este punto, realizamos las siguientes racionalizaciones:

) Las conformaciones Glyy y Glyy” se hallan en equilibrio. Dado que dicho
equilibrio seria del tipo A <> A*, la constante de equilibrio viene dada por
[A*]/[A]. Dicha relacién deberia ser independiente de la concentracién total.
Estimamos el valor de dicha constante: K; = 0.8 = [P2""]/[P27].

i) El dimero Gly,yGlyy se encuentra en equilibrio con el monémero en su
conformacion Glyy. El equilibrio es en este caso del tipo 2A «<>A,. La constante de
equilibrio viene dada por: K, = [AJ/[A]? y tiene unidades M™. Desde luego, K, es
constante; no asi la relacion [A2])/[A] que depende de la concentracion total
(Cy).Por su parte, Ct = 2[A,] + [A] + [AT].

Con las tres ecuaciones planteadas en los puntos anteriores podrian resolverse las incognitas:
[A2], [A] y [A*]. El problema es que, si bien Ct es una variable conocida (sabemos cuanto
inyectamos), y K; fue estimada empiricamente, no tenemos conocimiento del valor de K,. No
obstante, ajustando a los valores experimentales de [P1] y ([P2"] + [P2°"]), calculamos que
K, = 3x10°M™ (Figura 40, B).

El buen ajuste observado entre los datos y el modelo teérico (aunque uno de los parametros
mas importantes fue estimado de los datos) no valida que los picos P1" y P2 correspondan
realmente a un equilibrio mondmero/dimero. Pero al menos sabemos que el comportamiento
observado es compatible con tal hipotesis. Un aspecto relevante, que surge del modelo, es la
aparicion de un valor de Cy en la cual ocurre un cruzamiento de las curvas de [A2] y
([A]+[A]), y se sitta aproximadamente en 1uM. Por debajo de dicho punto, la concentracion
de mondmero supera a la del dimero, mientras que por encima, la relacién dimero/monémero
crece con la C+. Es por tanto esperable que al haber inyectado 0.2 nmol o menos (lo que daria
una concentracion a la salida de la columna de 0.1uM) no se haya observado practicamente
ningun pico en P1".
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Figura 40: variacion de los picos P1’y P2’ obtenidos al inyectar el RNA sintético correspondiente a las tRNA-h de Gly, con
la cantidad de RNA inyectado. A) Los cromatogramas se normalizaron al valor maximo (100%). El cromatograma (ABS 260
nm) correspondiente a la maxima inyeccion (20 nmol) se muestra en sombreado. Luego, en orden decreciente: rojo, azul,
verde, lila, y las curvas punteadas verde y naranja. Las flechas muestran el desplazamiento del valor maximo hacia
volimenes de elucion menores al diluir, asi como el aumento del porcentaje de P2’ respecto del pico maximo. B) Adecuacion
entre los valores de concentracion en P2’ (circulos verdes rellenos) y en P1’ (circulos rojos rellenos; se consider6 un 15%
de hipocromatismo), ambos estimados de la grafica A segin se muestra en C y en D, y los valores tedricos de concentracion
de monémero (en sus dos estados [A] y [A*]) y dimero [A,], para un equilibrio monémero/dimero con K = 3x10°M™, y para
un valor de constante de equilibrio entre las dos conformaciones alternativas del mondmero de K = 0.8 (circulos abiertos).
Se grafica la concentracion de cada especie (medida o predicha) en funcidn de la concentracion total (Ct) de RNA sintético.
Las curvas roja y verde son ajustes a los circulos abiertos. C-D) Deconvolucion de los cromatogramas correspondientes a la
inyeccion de 20 nmol (C) y 0.1 nmol (D) en dos gaussianas. A partir de la integral (area) de dichas curvas, se estimaron los
valores de [P17] y [P2] utilizados en (B).

3.3.7.iv Determinacion de la temperatura de fusion (T,) de los dimeros de
tRNA-h mediante DSC y “UV-melting” (efecto hipercromico)

Una propiedad de los acidos nucleicos doble hebra es que su coeficiente de absortividad
molar en el ultravioleta decrece un 10-30% debido al aumento de rigidez de los anillos
aromaticos de las bases nitrogenadas, fruto de las interacciones de stacking a lo largo de la
doble helice (hipocromatismo). Si se monitorea la absorbancia a 260 nm mientras se aumenta
la temperatura de un dimero de DNA o RNA en solucion, se observa un aumento mas o
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menos brusco de la absorbancia en torno a la temperatura de fusién (T,)*del dimero. Dicho
aumento permite evidenciar el pasaje de formas doble hebra, que absorben menos, a formas
simple hebra, que absorben maés.

Mediante el empleo de esta técnica (coloquialmente denominada ‘“UV-melting”),
determinamos la T, del pico P1” en 46.5°C (Figura 41, izquierda). Un aspecto importante es
que, por tratarse de un proceso bi-molecular, el valor de T, depende de la concentracion total
de dimero. Dado que no obtuvimos un buen registro de la linea de base a bajas temperaturas,
nuestros calculos del valor de Tm no son suficientemente finos como para pretender
establecer tal relacion (a partir de la cual podrian calcularse los parametros termodinamicos
AH y AS mediante la ecuacién de Van’t Hoff*). Lo que si fue evidente fue el aumento en el
porcentaje de hipercromatismo con el aumento de C+ (concentracion total, independiente de la
forma), pasando de un 0% a 0.5uM (datos no mostrados) a un 18% a 4.33uM. Dicho aumento
se explica por el hecho de que el monémero, si bien suponemos tiene una estructura de doble
hebra parcial, posee la mayoria de sus bases desapareadas. Cuanto mayor es la concentracion
total, mayor el porcentaje en forma dimérica, y por tanto mayor la diferencia entre la
absorbancia inicial (donde casi todo el RNA es hipocromatico) y la absorbancia a altas
temperaturas. La Tm del mondmero podria también determinarse (pues es esperable un cierto
hipocromatismo dado por su estructura de doble hebra parcial), pero para evitar el dimero
deberia trabajarse a concentraciones bajas. Y a concentraciones bajas (= absorbancias bajas)
los efectos provocados por la formacion de burbujas conforme aumenta la temperatura
impiden la deteccion de transiciones leves, al menos en las condiciones experimentales
utilizadas (n6tese cémo por debajo de 2uM no se obtiene un plateau a altas temperaturas,
debido precisamente a este fendbmeno).

La hibridacién de los &cidos nucleicos es ademas un proceso exotérmico. Reciprocamente, se
requiere suministrar energia en forma de calor para separar un RNA de doble hebra. La
calorimetria de escaneado diferencial (DSC) mide cuénta energia debe entregarse a una
muestra (en comparacion con una referencia que contiene Unicamente buffer) para lograr
aumentar la temperatura segin una rampa definida (ej: 1°C/min). Al principio toda la energia
entregada se utiliza para aumentar la temperatura del solvente. Pero cuando se alcanzan
temperaturas cercanas al valor de T, la energia entregada se utiliza en la rotura de enlaces de
hidrogeno, por lo que debe entregarse mas energia que antes para provocar el aumento
deseado de temperatura. La capacidad calorifica especifica a presion constante (Cp) para un
dimero de acidos nucleicos se hace maxima cuando la temperatura iguala a su T, por lo que
la técnica de DSC es ideal para estos fines.

El analisis por DSC del pico P1" purificado por SEC arrojé un valor de Ty, = 47.8°C, similar
al obtenido mediante UV-melting (Figura 41, derecha). La diferencia de poco mas de 1°C se
explica por cuestiones de fitting de los datos de ambas técnicas, pero también es esperable
dado que se utilizaron concentraciones diferentes en cada caso. Otra ventaja de la DSC es que,
por tratarse de una técnica calorimétrica, arroja medidas directas de AH. Sin entrar en

% Tm: temperature a la cual el 50% del DNA o RNA se encuentra en su forma doble hebra, y el restante 50% en forma de
hebra simple. O dicho de otro modo, la temperatura a la cual la constante de equilibrio 2A <> A, se hace igual a uno.
¥ Ln K = -AH/RT + AS/R (con T en grados Kelvin)
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cuestiones formales que no vienen al caso, vale decir que del area debajo de la curva de C, vs
T se obtiene la medicion del AH calorimétrico (AHc). Dicho valor depende de la
concentracion de RNA utilizada, ya que para el céalculo de Cp se divide la capacidad calorifica
(que es la medida directa) entre el nimero de moles de sustancia. Por otro lado, de la forma de
la gréafica (y no de su area) se obtiene el parametro de AH de Van’t Hoff (AH\4), el cual surge
de la modelizacion a un sistema de dos estados (nativo — desnaturalizado; 6 dimero —
monomero). Como no depende de los valores de C, concretos sino de su distribucion, el AHy,
es independiente de la concentracion (en nuestro caso, AH,»= 68 Kcal/mol). La relacién entre
ambos parametros (AHca/AHyy) puede entenderse como el nimero de unidades de disociacion
cooperativa por mol de sustancia*®. Para el caso de un modelo simple de dos estados
(mondmero/dimero), cada mol de monémero corresponde a 0.5 unidades de disociacién. Por
otro lado, si lo miramos desde el dimero, cada mol es una unidad de disociacion, por lo que el
AH/AH,, deberia valer 1. En nuestro caso, obtuvimos relaciones muy cercanas a 1 al
calcular el Cy, utilizando la concentracion de dimero, y a 0.5 al utilizar las de monoémero. Esto
valida que la transicion que estamos monitoreando es la rotura de los dimeros, y no la
desnaturalizacion de los monomeros parcialmente estructurados. Lo cual es esperable pues a
la concentracion de trabajo (6uM) la mayor parte del RNA deberia estar en forma dimérica.
Es valido el sefialamiento de que nuestro sistema es en realidad un sistema de tres estados:
dimero — monomero estructurado — monOmero abierto. De la buena adecuaciéon a un
modelo de dos estados se desprende que la fision del dimero ocurre de manera cooperativa:
rotos los apareamientos en la interfaz de dimerizacion, se desestabiliza la formacion de la
estructura tallo-bucle de cada monémero, y viceversa.
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Figura 41: determinacion de la Tm de los dimeros de tRNA-h por hipercromatismo en el UV (abs 260 nm); paneles
izquierdos, y por calorimetria de escaneado diferencial (derecha). Las T, calculadas fueron 46.5°C y 47.8°C,
respectivamente.

“http://ctrstbio.org.uic.edu/manuals/dscOrigin.pdf
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Importante sefialar que el ensayo de DSC se repitié en dos oportunidades con muestras
independientes, obteniendo valores muy similares de Tm, AHy, Y AHca/AHyn. Los valores de
Tm Y AHy tampoco se alteraron demasiado al realizar tres ciclos de calentamiento y
enfriamiento (20°C — 100°C), lo que habla de la reversibilidad del proceso.

La T, del mondmero no se pudo calcular debido a que el DSC, por su sensibilidad, requiere
una cantidad importante de muestra. Y una cantidad importante de muestra, en un volumen
definido, implica concentraciones grandes. Y por ende formacion del dimero. Seria deseable
contar en el futuro con un RNA sintético “mutado” en la interfaz de dimerizacion, de modo tal
que pueda formar las estructuras de tallo-bucle pero no dimerizar a altas concentraciones.

3.3.7.v Diferencias entre las mitades de tRNA enddégenas y los RNA sintéticos,
evaluadas mediante electroforesis nativa

El empleo de las mitades de tRNA-Gly sintéticas permitio evidenciar que la formacion de
homodimeros es razonable, termodindmica y cinéticamente favorable, y posible ain en
ausencia de bases modificadas o de proteinas. No se logrd, no obstante, reproducir la
resistencia del pico P2 a la degradacién mediada por RNasaA, ni provocar la desaparicion casi
total del pico P2 mediante el simple pasaje de cationes sodio a litio en el solvente. Otra
diferencia surge de la purificacion de los picos P1 y P2 (enddgenos) y de los picos P1’ y P2’
(RNA sintético), y la corrida electroforética del RNA en condiciones nativas. EI RNA
sintético migrd en los geles nativos de poliacrilamida como una banda de exactamente 30
nucledtidos (estimada a partir de los R¢ del marcador de tamafios), independientemente de que
proviniese del pico P1° o P2’. Sin embargo, en P2’ se advirti6 una segunda banda de menor
tamafio, que podria corresponder a un producto de degradacién parcial o a una isoforma mas
estructurada y compacta. Curiosamente, dicha banda fue casi inexistente en P1°. Contrario a
lo observado con el RNA sintético, donde la formacion de dimeros en P1’ no pudo
reproducirse en las condiciones electroforéticas, el RNA de los picos P1 y P2 purificados
corrid, respectivamente, por encima y por debajo de la banda de 30 nucleétidos observada con
los ribonucledtidos sinteticos (Figura 42). La “banda” principal en P2 se asemejo a la banda
mas baja en P2’.

El RNA de P1 y P2 fue también analizado mediante el Agilent Bioanalyzer, utilizando un
chip de pequefios RNAs. Dicho instrumento ofrece resultados comparables al de los geles
nativos, pero con mucha mayor resolucion. Los electroferogramas muestran dos picos
principales en P1, de 30 y 60 nucledtidos, que bien podrian corresponder a un equilibrio
monomero (30) — dimero (60). En P2, el pico de 60 nucleotidos fue inexistente, y la mayor
parte de la poblacion migr6 con un tamafio aparente menor a 30 nt.

Visto en su conjunto, estos datos refuerzan la posibilidad de que el RNA en P1 se encuentra
en forma dimérica, no quedando claro si P2 corresponderia al simple mondémero, 0 a una
forma més compacta del RNA, como si discutird posteriormente. Con el RNA sintético se
pudo constatar la dimerizacion en solucion, pero dichos dimeros no resistirian las condiciones
electroforéticas utilizadas, ni serian suficientes para explicar la gran resistencia a la
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degradacion observada en las mitades de tRNA extracelulares enddgenas. Esta claro que
queda atn mucho trabajo por delante.

Gly (RNA) MCF-7
P1’P2’ P1P2

80 P1
ST‘ 60nt — P2
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’ =
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Figura 42: andlisis de los picos P1 - P2 (fraccion S100 de MCF-7) y P1’ - P2’ (obtenidos a partir del RNA sintético que
mimetiza las mitades de tRNA®Yscc) por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (20%; izquierda) y mediante el
equipo Bioanalyzer (Agilent) utilizando un chip para pequefios RNAs (resolucion: 10-800 nt). Las fracciones colectadas por
SEC (S75 10/300) fueron sometidas a una extraccion del RNA con Trizol previo a su andlisis, salvo para los picos P1’y P2’
donde la corrida electroforética fue hecha directamente sobre las fracciones colectadas.

3.4 DISCUSION

A diferencia de los capitulos anteriores, esta parte del trabajo permanece abierta, por lo que es
prematuro establecer conclusiones definitivas. Aln asi, se ha llegado a un grado de desarrollo
que permite afirmar algunos conceptos, discutir posibilidades, y elaborar hipdtesis. Ademas,
el capitulo de resultados fue presentado en orden cronoldgico. Entendimos que era la mejor
forma de comprender la logica o la motivacion detras de los experimentos realizados. Se
impone, en este momento, trascender la barrera temporal y reinterpretar los resultados con una
vision globalizadora.

Cuando comenzamos a trabajar en este capitulo, estdbamos convencidos de que las mitades de
tRNA halladas en la fraccién S100 de varias lineas celulares (y en sangre humana por otros
autores) debian ser transportadas y protegidas por proteinas. Sabiamos que podian existir por
fuera de las vesiculas extracelulares (la prueba definitiva era su no exclusion por SEC), y eso
no podia querer decir otra cosa que en complejos ribonucleoproteicos. Asi que apostamos a
nuestra capacidad de identificar rapidamente la proteina o0 proteinas asociadas
(genéricamente: ETBP)
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Dado que las mitades de tRNA tienen un peso molecular menor a 10 kDa (ain cuando se
acepten varias modificaciones post-transcripcionales), atribuimos el pico P1 producto de la
SEC - cuyo tamafio aparente era 44 kDa — a los supuestos complejos con proteinas. Esto nos
llevo a la idea de que la ETBP y los tRNA-h co-purificaban unidas en dicho pico, y que
debiamos encontrar la manera de separarlos (lo que provocaria un desplazamiento de ETBP
de P1). Alli es donde entr¢ el tratamiento con RNasaA, efectivo para la desaparicion de dicho
pico.

Lo que no considerdbamos, y no lo supimos hasta mucho tiempo después, es que — de existir
ETBP — los complejos ribonucleoproteicos se estaban desarmando durante la preparacion y
analisis de la muestra, probablemente durante la propia cromatografia de exclusion molecular.
El anélisis con oligodesoxinucledtidos complementarios entre si permitid evidenciar que
tamanos aparentes de 44 kDa podian obtenerse mediante la formacion de un duplex, adn con
secuencias cortas. Y finalmente, la inyeccion de RNA sintético despejo toda duda. Ahora
resulta claro que deberiamos haber entrecruzado covalentemente (“‘cross-linking”) los
complejos, previo a su preparacion y analisis. Pero esto parecia innecesario dado que
creiamos que estdbamos obteniendo las RNP sin tal recurso. Si aceptamos que la presunta
unién ETBP/tRNA-h se estaba rompiendo durante la SEC, ya no habria motivos para suponer
que ETBP se hallara en P1. Desde esta Optica, nuestros intentos de “desenmascarar” ETBP
como aqguella proteina presente en Pl y afectable por RNasa... no tendria sentido. Y
efectivamente, no observamos cambios significativos.

Volviendo a la légica con la que nos manejabamos a la hora de disefiar los experimentos,
creimos que los “complejos” podrian retenerse en una cromatografia de intercambio anionico
(AEC), a causa de la carga global negativa conferida por el RNA. Hoy probablemente
rechazariamos la sola idea de realizar este tipo de ensayos, por carencia de fundamento. Si el
RNA ya se encuentra disociado de ETBP a la salida de la SEC, es claro que lo que estariamos
pegando a la columna AEC seria el RNA “desnudo” y no el complejo con proteinas. Ergo,
pretender identificar ETBP en la fraccion retenida de la AEC era una empresa condenada al
fracaso. O no; a veces la ignorancia puede ser mas productiva que un parcial conocimiento.
En la fraccién retenida (P1* y P2*) detectamos con alta confidencia algunas enzimas
glucoliticas: ENO1, TPI1 y PGK1. La presencia de las mismas, como se dijo, podria
explicarse por ser las mas abundantes en la muestra, pero el alto punto isoeléctrico de PGK1
impone la invocacién de consideraciones adicionales. Al margen de todo esto, los resultados
mas interesantes se obtuvieron al analizar la fraccion no retenida (FT). EI modesto efecto
producido por la accién de la RNasaA sobre ENOL1 fue, al incluir el pico P2 de la SEC,
mucho mas marcado. Aunque estos ensayos deberian repetirse, la presunta relacion entre
ENOL1 y las tRNA-h pareceria depender de la conformacion que el RNA adopta en P2,

Pero ¢Como explicar que ENOL1 casi desaparezca del FT luego del tratamiento con RNasaA?
Si el efecto hubiese sido el contrario, tendriamos una explicacion mucho mas sencilla. Lo
cierto es que no podemos responder aun esta pregunta; solo evaluar algunas hipotesis. La
disminucion de la abundancia relativa de una proteina en el FT puede ser solo consecuencia
de un mayor pegado de la misma a la columna. Por tanto, ENO1 deberia unirse mas luego de
tratar con nucleasa. Podria pensarse que el RNA “desnudo” compite con las proteinas de

108




carga neta negativa por los sitios de union, y que degradando el RNA las proteinas se unirian
con mayor fuerza. Pero de ser asi, el efecto deberia observarse sobre cualquier proteina
negativa. La TPI1 es otra proteina abundante en el pico P1, pero tiene un punto isoeléctrico
bastante mas bajo que el de ENO1 (5.7 vs 7.0). Cabria esperar que la misma fuese también
retenida luego del tratamiento con RNasa, lo que no se observo. El efecto pareceria ser, por
tanto, especifico sobre la a-Enolasa. O que esta tuviese una carga neta mucho mas negativa de
lo predicho a partir de su punto isoeléctrico. Y esto ultimo podria explicarse a partir de su
unién al RNA. En un complejo que tendria que ser resistente a la accion de la RNasaA. Lo
que podria explicar por qué el efecto es dependiente de la inclusion del pico P2. Mas alla de lo
que realmente esté ocurriendo, la vinculacion entre las mitades de tRNA y la enzima
glucolitica ENO1 es para nosotros sumamente interesante. Sobre todo si se considera que
dicha enzima ya ha sido relacionada al transporte de tRNAs en levaduras (Entelis et al.,
2006).

Lejos estamos de probar una interaccion entre las mitades de tRNA y enzimas de la glucdlisis,
pero hay evidencia parcial como para justificar un redoble en este esfuerzo. La mayoria de las
enzimas que participan en el metabolismo de los carbohidratos presentan el fenémeno
denominado “luz de luna” (protein moonlighting), que refiere a la capacidad de muchas
proteinas de realizar funciones dentro — y fuera — de la célula completamente distintas a
aquellas por las cuales reciben su nombre (Huberts and van der Klei, 2010). Y muchas de
estas funciones alternativas estan relacionadas con la union de &cidos nucleicos (Castello et
al., 2015), lo cual no es del todo sorprendente considerando que la mayoria de ellas reconocen
nucleétidos (ATP, ADP) o sustratos fosforilados o fosforilables.

La union de las mitades de tRNA a ENO1 u otras enzimas glucoliticas (hemos detectado
varias en la fraccion S100 de MCF-7) podria no ser una interaccion fuerte o especifica, con un
reconocimiento directo de un motivo de secuencia particular, sino una interaccion labil a
partir del reconocimiento de una estructura tridimensional determinada. Esto explicaria que
los complejos se desarmen durante la SEC (se espera ansiosamente realizar ensayos de
entrecruzamiento en el futuro inmediato). Mas que una vision clésica, “protein-centrista” de la
biologia, podria pensarse en el RNA como una plataforma versatil para el ensamblaje de
proteinas. En lugar de pensar que la proteina pliega al RNA para que adopte una
conformacién determinada, podria pensarse en un RNA naturalmente estructurado, pero de
conformacién dinamica. Y que en funcién de este dinamismo estructural se unan o se liberen
algunas proteinas.

Habra advertido el lector la sutileza de intentar, en el parrafo anterior, conciliar entre si las
dos mitades inconclusas que conforman el capitulo Il de esta tesis. Y sin embargo, no
seriamos los primeros en sugerir un rol del RNA como plataforma de anclaje de enzimas
glucoliticas. Evidencia estructural reciente (Wu and Minteer, 2015)apoya el concepto del
“metabolon” propuesto en la década de los 80 para las enzimas del ciclo de Krebs (KC)
(Robinson et al., 1987). En vez de actuar separadas y dispersas en la mitocondria, algunas
enzimas del KC formarian una gran estructura supramolecular a través de la cual irian
pasando los sustratos de cada enzima (productos de la enzima anterior, y adyacente), de un
modo analogo a como varias personas, de mano en mano, van bajando los ladrillos de un
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camion. Existe evidencia de que algunas enzimas glucoliticas podrian también formar
metabolones, en cuya formacion el RNA podria estar involucrado. Lo siguiente es traduccién
textual de las primeras dos frases del resumen de un articulo publicado en 1996: “El
isoelectroenfoque de extractos de células MCF-7 revel6 una asociacion entre las enzimas
glucoliticas GAPDH, PGK1, ENO1 y PK (Piruvato Quinasa).Este complejo entre las enzimas
glucoliticas es sensible a RNasa” (Mazurek et al., 1996). Es decir que dos de las tres
proteinas que hallamos retenidas en la AEC podrian formar un complejo supramolecular
estabilizado por RNA. Como solemos tener una tendencia a creer mas real las cosas que algun
articulo plasma en un esquema, se adjunta la Figura 4 de una publicacion reciente sobre la
capacidad de unién al RNA de las enzimas metabdlicas (Castello et al. 2015) (Figura 43).

Aqui enganchamos con la cuestidn sobre la posible dimerizacion de las tRNA-h. Ya sea en el
caso de los posibles homodimeros Gly-Gly, o de los supuestos heterodimeros Glu-Gly, las
estructuras propuestas son total o casi totalmente simétricas. Dos proteinas podrian reconocer,
por ejemplo, la estructura de tallo-bucle (UGGU) de los modelos Gluyy Glyy (Figura 37), y
de ese modo estar sometidas a una dimerizacion mediada por mitades de tRNA. Estamos
ingresando aqui en terreno demasiado especulativo, pero la posibilidad es sumamente
interesante. M&s aun considerando que muchas de las enzimas glucoliticas necesitan
dimerizar o multimerizar para una catélisis efectiva (ENOL, por ejemplo), y las tRNA-h
podrian interferir o favorecer dichos procesos.

(A) Monomer (B) Oligomer (C) Metabolon

i

Key: Enzymes L4442 Cellular structure VAN RNA - @ Substrate (O Cofactor Post-translational modification
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-
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Figura 43: figura y pie de figura extraidos sin modificaciones (salvo por la traduccién) de Castello et al. (2015): ¢Sera que
el RNA es regulado por, o es el regulador de las enzimas metabélicas? Distintos modos de interaccion entre el RNA y las
enzimas pueden ser previstos. A) El sitio de unién al RNA se solapa con el sitio catalitico o con el bolsillo de unién a ligando
(arriba, izquierda), o es distinto de aquel/aquellos (arriba, derecha). La unién al RNA puede ser regulada por
modificaciones post-traduccionales mediadas por los metabolitos (abajo, izquierda). EI RNA podria también regular la
localizacion de la enzima, por ejemplo, uniéndola a una estructura celular tal como la membrana (abajo, derecha). EI RNA
puede también servir como plataforma de anclaje para la formacién de oligémeros (B), o de complejos multi-enzimaticos en
metabolones (C).

Supongamos que en un tiempo futuro no tan lejano llegdsemos a probar, fehacientemente, la
vinculacion de las tRNA-h con una o varias enzimas glucoliticas, o la presencia de un
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metaboldn ensamblado en torno a dimeros de mitades de tRNA ¢Se tratarian de complejos
realmente extracelulares? Aqui podrian entrar en juego algunas de las funciones “luz de luna”
de estas enzimas. Pero aun cuando la formacién de dichos complejos en el medio extracelular
fuera un artefacto ocasionado por la secrecion exacerbada de enzimas glucoliticas altamente
expresadas por las células tumorales debido al “efecto Warburg"*!, la vinculacion entre las
tRNA-h extracelulares y el metabolismo energético no dejaria de ser una cuestion interesante.

Volviendo al RNA, y a los datos experimentales: ¢hasta qué punto logramos reproducir con el
oligo sintético lo observado en los medios de cultivo condicionados? La formacion de
dimeros en el pico P1 pareceria ser lo mas claro. Pero la resistencia a la RNasaA observada en
el pico P2 no pudo reproducirse ¢Sera que esta reside en la union de las tRNA-h a proteinas?
Es posible, sobre todo por la observacion (datos no mostrados) de que el pico P2 purificado de
los cultivos celulares se vuelve mas sensible a RNasaA cuando el tratamiento se realiza con
posterioridad a la SEC. Pero hay otros factores que podrian explicar esta diferencia. En primer
lugar, nuestros ensayos experimentales permitieron formar, en el mejor de los casos, dimeros
Gly-Gly. Y en el medio extracelular seria previsible la formacion de heterodimeros Glu-Gly.
Luego estd la cuestion de las bases modificadas, que pueden en esto alterar todos los
parametros. Nuestro RNA sintético carece de las mismas.

Con el oligo de RNA, los picos P1’ y P2’ (haciendo la salvedad de que P2’ podria en realidad
tratarse de dos picos no resueltos) corresponderian a un par mondmero/dimero en equilibrio.
Para una predominancia del dimero fueron necesarias concentraciones que superasen los 500
nM, lo que es demasiado alto como para pensar que pudiera esto darse in vivo, y
especialmente en el medio extracelular. Sin embargo, debe hacerse otra vez la salvedad de
que la ausencia de bases modificadas, de las mitades del tRNA®" y de proteinas que pudieran
estabilizar una conformacion particular, inhabilitan conclusiones al respecto. Basta ver en los
geles nativos donde los picos obtenidos a partir de la purificacion cromatogréafica del oligo de
RNA y del medio condicionado se comportaron completamente distintos. Mientras que en los
primeros no se logr6 mantener un estado de oligomerizacién en las condiciones
electroforéticas, los picos P1 y P2 purificados del medio condicionado si presentaron un
corrimiento por encima y por debajo del tamafio esperado para las secuencias lineales (Figura
42). Por otro lado, mientras que bastaba diluir al oligo de RNA para perder casi totalmente la
absorbancia a 260 nm a V= 10.5 mL (P1"), el pico P1 del medio de cultivo se mantenia como
tal, aun cuando se inyectaran a la columna cantidades muy bajas ( < 3 mAU).

Lo anterior habla de que, si la constante de dimerizacion aparente para la sonda sintética fue
del orden de 3x10°M™, la constante aparente con las tRNA-h “biologicas” seria
presumiblemente méas grande. Pero también es posible que los picos P2 obtenidos con el
oligo, y aquellos obtenidos al purificar el medio de cultivo condicionado, no correspondan a
las mismas estructuras. Utilizando RNA sintético, el mismo puede estar casi totalmente en la

41 Efecto observado en la mayoria de las células tumorales, por el cual estas alteran su metabolismo energético y promueven
la formacion de ATP mediante la glucoélisis mas que mediante fosforilacién oxidativa, aln en condiciones aerobias: Cairns,
R.A., Harris, I.S., and Mak, T.W. (2011). Regulation of cancer cell metabolism. Nat Rev Cancer 11, 85-95.
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forma que suponemos monomerica (P2’). Basta para eso con diluir. Pero nunca podemos
tener, por muy alta que sea la concentracion, el RNA en forma totalmente dimérica (P1’). La
propia ecuacion de equilibrio asi lo exige. Ambos picos son interdependientes, de modo tal
que no puede afectarse uno sin que se afecte el otro. Esto no ocurre, sin embargo, con los
picos P1 y P2 del medio condicionado. Se recordard como la corrida en PB-LiCl (en lugar de
PB-NaCl o PB-KCI) era suficiente para la casi completa desaparicion del pico P2, sin
afectacion del pico P1. El tratamiento con RNasaA provocaba el efecto contrario. Es posible,
por tanto, que P2’ sea la fraccion remanente de mondémero en equilibrio con el dimero. Y que
P2 sea... alguna otra cosa.

Un reporte reciente mostré como las mitades de tRNA de Ala y de Cys (vinculadas con la
inhibicidn de la traduccion via interaccion con la proteina YB-1) adquirian una conformacién
particular dentro de la célula, que implicaba la formacion de una estructura conocida como
“G-cuédruplex” (lvanov et al., 2014). Los autores mostraron evidencia a favor de la existencia
de G-cuédruplex (G4plex) en las mitades de tRNA, pero por lo demas, el reporte publicado en
PNAS no ahondé en cuestiones estructurales. Las tRNA-h de Ala y Cys humanas poseen un
tracto de varias guaninas consecutivas en su extremo 5°, pero esto no es de por si una cuestion
que favorezca la formacion de G4plex intramoleculares, para lo cual se requieren cuatro
tandems separados de dos 0 mas guaninas. En el mejor de los casos, las tRNA-h de Alay Cys
podrian formar una sola tétrada de guaninas (un G4plex de una sola capa), que es lo que los
autores plantearon. Sin embargo, los geles nativos presentados en una de las figuras
suplementarias, utilizando sondas sintéticas, muestran claramente la presencia de agregados
moleculares, posiblemente dimeros (Figura 44, A-C).

Dado que las estructuras diméricas propuestas en nuestro trabajo exponen bucles de secuencia
UGGU, adyacentes ademas a otros pares GG en cada extremo del dimero, consideramos la
posibilidad de que los dimeros se plegaran sobre si mismos, y que la estructura se cerrara
mediante la formacion de un G4plex de dos capas intra-dimero e inter-mondmero (Figura 44,
D). Para la formacion de estas estructuras deberian “abrirse” los pares GG/UC mostrados
dentro de los rectangulos rojos, lo que conllevaria la pérdida de 10 enlaces de hidrdgeno por
apareamientos Watson y Crick. Esto se veria compensado por la ganancia de 16 enlaces de
hidrogeno conferidos por la formacion del G4plex de dos capas (interacciones GG del tipo
Watson-Crick/Hoogsteen), asi como las interacciones por stacking de las cuatro guaninas
montadas sobre otras cuatro. Dado que se parte ya de un dimero, no habria por qué considerar
grandes impedimentos entropicos.

¢Por qué nuestro interés en considerar estas estructuras? En primer lugar, porque estamos
procurando elucidar las conformaciones mas estables que puedan adquirir las tRNA-h; con la
esperanza de que sean también las conformaciones bioldgicamente relevantes, ya sea en el
medio extracelular o dentro de la célula. Pero ademas, la formacion de una estructura
compacta y estabilizada por G4plex como la mostrada en la Figura 44, D podria explicar la
gran resistencia a la RNasaA observada en el pico P2 de la fraccion S100 del medio
condicionado de MCF-7. Los dimeros, que racionalizamos como la estructura presente en P1,
presentan bucles simple hebra a través de los cuales la RNasaA podria comenzar a degradar
(un corte bastaria para desensamblarlas estructuras, a 37°C). Pero como dichos bucles
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conformarian parte del G4plex en la estructura compacta, ya no habria endonucleasa (ni
exonucleasa) de simple hebra capaz de atacar dicha molécula, si existiera. Es sabido que los
acidos nucleicos con G4plex presentan una incrementada resistencia a la degradacion por
nucleasas (Cao et al., 2006) y parecerian tener una facilidad especial para ingresar a las
células (Ivanov et al. 2014).

Fue con todo esto en mente que realizamos los ensayos de estabilidad de los picos P1 y P2
frente a distintos cationes monovalentes: sodio, potasio y litio. Para la estabilizacion de los
G4plex es fundamental la presencia de cationes del grupo | (K" >Na">>> Li") ubicados en el
espacio entre los planos y en el eje de simetria de los mismos, capaces de establecer
interacciones ion-dipolo con los grupos ceto de las guaninas (Risitano and Fox, 2004). En
concordancia con lo anterior, observamos una desaparicion casi total del pico P2 al trabajar
con un buffer sin potasio, bajo en sodio, y rico en litio (para mantener la fuerza ionica). Para
nuestra desazon, este resultado no se pudo reproducir con el oligo de RNA sintético. Por el
contrario, en estos casos, el pico P2’ parecia corresponder méas bien al monémero del RNA,
con su estructura de doble hebra parcial (Glyn y Glyy).

G quadruplex

§ Angiogenin

(stress-activated)
tRNA 5'-tiRNAAIB/CYS

'

©
OG)OO

Initiation factors G-quadruplex
sequestration

Figura 44:A) Figura del comentario en PNAS (Yang, 2014) sobre el articulo de Ivanov y colaboradores (2014). Se muestra
la estructura basica de una tétrada de guaninas. Para la formacion de dicha estructura se precisan 4 guaninas provenientes
de distintos puntos en el espacio (no consecutivas). Si cada una de dichas guaninas fuese a su vez proseguida por otra/s, se
podrian formar varios planos paralelos de tétradas, en lo que se conoce como G-cuadruplex. B) Fraccion de la misma
figura, sugiriendo la formacion de tétradas de guanina de una sola capa entre las tRNA-h en su forma monomérica (las
guaninas involucradas se ilustran en verde). C) Gel nativo de poliacrilamida al 20%, presentado en una de las figuras
suplementarias del articulo de lvanov et al. (2014). El carril 1 es un marcador de tamafios (17, 21y 25 nt). El carril 2 es un
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oligoribunucledtido sintético puro (RNA) con la secuencia de las tRNA-h de Ala. El carril 3 es un oligodesoxinucleétido
sintético puro (DNA) de igual secuencia (con U en lugar de T). Nétese que ambos son capaces de formar estructuras
presuntamente diméricas, a las que los autores no dan mayor importancia. D) Esquema hipotético de una posible estructura
terciaria de los dimeros de tRNA-Gly plegados sobre si mismos y estabilizados mediante la formacion de un G-cuadruplex
entre las guaninas de los bucles UGGU vy las dos guaninas inmediatamente adyacentes en cada hélice. Las estrellas
muestran sitios potenciales de corte endonucleolitico.

Si la estructura dimérica compacta estabilizada por G4plex fuese real y posible, la misma no
se estaria generando con el oligo de RNA sintético debido a:

) Que su existencia es un invento; no es termodinamica, geométrica o cinéticamente
posible que tales estructuras se formen.

i) La ausencia de proteinas que estabilicen dicha conformacion.

iii) La falta de una enzima que catalice su formacion.

iv) La falta de las tRNA-h de Glu.

V) La ausencia de bases modificadas.

vi) La ausencia de cationes divalentes, especialmente Mg?*.

El punto (vi) fue atendido experimentalmente, sin obtenerse resultados diferentes. Tampoco
nos animariamos a descartar de plano la generacion de G4plex al utilizar los oligos sintéticos.
Se recordara que en los geles nativos se observd, en P2’, una segunda banda de migracion
mas rapida que la correspondiente a los monémeros. Seria, por tanto, mas correcto afirmar
que la formacion de estructuras diméricas compactas conteniendo Gd4plex no ocurre
eficientemente con los oligos sintéticos. Al menos con los del tRNA-Gly.

Volviendo al andlisis de la cromatografia de intercambio anidnico por espectrometria de
masas, seguia pendiente la pregunta de ¢por qué el efecto de la RNasaA sobre ENO1
dependia de la inclusion del pico P2? ;Qué particularidad tendrian las mitades de tRNA en
P2, para dar origen a un reconocimiento especifico? Con lo que se ha venido discutiendo,
podria pensarse en la presencia de G4plex ¢Seria que ENOL reconoce este tipo de estructuras?
La posibilidad resulté al principio demasiado forzada, pero nada se perdia con leer y conocer
mejor a esta versatil enzima. Resulta que el gen ENO1 posee un codén de iniciacion
alternativo en la secuencia codificante, que permite la traduccion de un producto alternativo:
la Myc promoter binding protein 1 (MBP-1). MBP-1 carece de los 97 aminoacidos N-
terminales de ENOL, lo que provoca la pérdida de su actividad catalitica. Sin embargo, es
capaz de ingresar al nucleo y actuar como represor en la transcripcion del proto-oncogen
MYC (més conocido como c-myc). Esto hace de MBP-1 un represor tumoral. El sitio de
unién al DNA esta mapeado en la region N-terminal de MBP-1, que esta también presente en
ENOL1 (Figura 45). Por su parte, la transcripcion de MYC depende, entre otros motivos, de
una secuencia upstream al promotor y rica en guanina (llamada Pu27, y ubicada en la region
de hipersensibilidad a las nucleasas NHE 1111, que controla el 85-90% de la transcripcién de
MYC), la cual puede adoptar una estructura de G4plex (Siddiqui-Jain et al., 2002). Dicha
estructura, formada Unicamente en una de las hebras, ocurre de forma concomitante a una
segunda estructura conocida como “i-motif” en la hebra opuesta, y estabilizada por
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apareamientos entre citosinas hemiprotonadas. (Brooks and Hurley, 2009). La estabilizacion
de la estructura de G4plex en Pu27, ya sea experimentalmente mediante el agregado de drogas
(Siddiqui-Jain et al., 2002), o fisioldgicamente a través de proteinas como la Nucleolina
(Gonzalez et al., 2009), reprime fuertemente la transcripcion de MY C (Figura 45). En 1991 se
identifico y clond MBP-1 como una proteina capaz de unirse upstream al promotor de MYC y
reprimir su transcripcion. Los autores ya habian advertido que dicha proteina poseia una alta
homologia con ENOL, pero carecia de actividad catalitica (Ray and Miller, 1991). En un
congreso de la Asociacion Americana para la Investigacion en Cancer (AACR; 2008), se
reporté que MBP-1 se une en Pu27, y que tanto MBP-1 como ENO-1 unen oligonucleotidos
formadores de G4plex de manera especifica®’. No hay indicios de que dicho trabajo haya sido
luego publicado, tal vez porque los resultados fueron incorporados a una patente destinada al
tratamiento de pacientes oncoldgicos (US8410070 B2; concedida y publicada en abril de
2013).

En resumen, si bien estamos en un plano donde predomina la conjetura, tenemos que ENO-1
podria unirse a las mitades de tRNA, cuando estas se encuentran formando dimeros
estabilizados por un G4plex (P2). Ya se sabe que ENO-1 es una proteina de unién al RNA,
con especificidad por los tRNAs (al menos en levaduras) y, ademas, es capaz de reconocer y
unir &cidos nucleicos formadores de G4plex. Sabemos que en nuestras muestras la proteina
detectada fue ENO-1, ya que un alto porcentaje de los péptidos hallados mapean en la region
N-terminal de la proteina, que esta ausente en MBP-1.

1 97 236 434

DNA binding
Nucleolin
drugs
MBP-1?
off

Figura 45: el gen ENOL1 codifica para al menos dos proteinas, la alfa-Enolasa (ENO1) y la c-Myc promoter binding protein
1 (MBP-1), la cual se traduce a partir de un codon de iniciacién ubicado 97 codones downstream al inicio de ENO1. MBP-1
puede ingresar al ndcleo y reprimir la transcripcién del famoso oncogén MYC (c-myc). La transcripcion de MYC se inhibe si
se forma una estructura de G cuadruplex (G4plex) en una de las hebras del DNA, y en una regién ubicada upstream al
promotor del gen. La estructura 1XAV permite evidenciar la formacion de un G4plex de tres capas en dicha secuencia.

*2The MBP-1 tumor suppressor binds the c-myc promoter quadruplex-forming sequence;
http://cancerres.aacrjournals.org/content/68/9_Supplement/3440.short
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Algunas drogas capaces de unir y estabilizar G4plex, asi como la proteina Nucleolina, han sido experimentalmente
validadas como represores de MYC mediante este mecanismo. Existe evidencia de que MBP-1 podria actuar de la misma
manera.

*kk

Pues bien dicen que una imagen vale mas que mil palabras, la Figura 46 es un intento de
resumir algunas de las cuestiones que han sido abordadas en esta discusion. Por el momento,
la mayoria de los mecanismos alli representados son especulativos. Pero es una buena hoja de
ruta para organizar el trabajo a futuro.

?
RNaseA @ \\O

NT +RNaseA

P1

" As

Figura 46: resumen de la discusion del Capitulo Ill. Izquierda: el RNA sintético (tRNA-Gly) adquiriria en solucioén dos
posibles estructuras, en equilibrio entre si. Las mismas eluirian en una SEC dando origen a los picos P2’ y P2, casi
indistinguibles entre si. Si la concentracion de RNA sintético fuera suficiente, el mismo podria dimerizar, para dar lugar a
dimeros Gly-Gly (y posiblemente Glu-Gly) que eluirian dando origen al pico P1°, de tamaiio aparente 44 kDa. Arriba: en el
medio condicionado de MCF-7, las mitades de tRNA estarian en todo momento en su forma dimérica. Pero habria dos
posibles conformaciones, una de las cuales implicaria un plegamiento del dimero sobre si mismo y la estabilizacion de dicha
estructura compacta a través de la formacion de un cuédruplex de guanina de dos capas (G4plex).Dicha estructura podria
unir especificamente a la enzima glucolitica ENO1 (y/o otras proteinas), que la protegeria de la degradacion mediada por la
RNasaA agregada exdgenamente durante los experimentos. Los complejos entre los dimeros de tRNA conteniendo G4plex y
ENOI se disociarian durante la SEC, observandose un pico para el dimero “alargado” (P1), y un segundo pico para el
dimero compacto (P2). En muestras previamente tratadas con RNasaA, Unicamente se observaria dicho pico. Derecha: al
inyectar los picos P1y P2 purificados de la SEC en una cromatografia de intercambio anidnico, el alto contenido de RNA en
las muestras minimizaria la retencién de los complejos ENO1/tRNA-h, que aparecerian altamente representados en la
fraccion no unida (FT). En cambio, en muestras tratadas con RNasaA post-SEC, los complejos (insensibles a la nucleasa)
quedarian retenidos, disminuyendo su abundancia relativa en el FT.
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3.5 PERSPECTIVAS A CORTO Y MEDIANO PLAZO

Para el cabal cumplimiento del objetivo especifico del Capitulo Ill, la siguiente lista de
ensayos serd abordada en los proximos meses:

1- Confirmacién de la unién entre las tRNA-h y las enzimas glucoliticas, en particular
ENOL1:

Reproduccion del ensayo mostrado en la Figura 33. Entrecruzamiento de las proteinas a los
tRNA-h (por distintos métodos) previo a la inyeccion de la fraccion S100 en la columna de
exclusion molecular. De observarse un corrimiento en los picos P1 o P2 hacia tamafios
mayores: analisis por espectrometria de masas de dichas fracciones, y en las muestras control
(sin entrecruzar).

De confirmarse los candidatos: inmunoprecipitacion de los mismos a partir del medio
condicionado y del lisado celular. Analisis del RNA (previo entrecruzamiento) y de posibles
proteinas co-precipitantes. Silenciamiento de dichas proteinas (si la viabilidad celular no se ve
afectada) y anélisis de las mitades de tRNA en el medio extracelular. Obtencion de las
proteinas recombinantes, y reconstruccion in vitro de los complejos ETBP/tRNA-h utilizando
los RNA sintéticos, y nuevos RNAs conteniendo mutaciones en distintos sitios (por ejemplo,
alterando el bucle UGGU o la supuesta interfaz de dimerizacion).

De confirmarse que dichos candidatos se tratan de enzimas glucoliticas: sobre-expresion de
las tRNA-h a nivel intracelular y cuantificacion de parametros metabolicos. Dicha sobre-
expresion también podria hacerse mediante la induccion de un estrés oxidativo, de modo de
que la Angiogenina produzca una mayor sintesis de estas mitades. Alternativamente,
silenciamiento de la Angiogenina como modo de manipular hacia abajo la concentracion
intracelular — y eventualmente extracelular — de las tRNA-h (ya se esta trabajando en todos
estos puntos, en el marco de la Tesis de Maestria de la Lic. Fabiana Gambaro).

Ya se dispone, ademas, del RNA sintético del tRNA-Gly pero marcado con biotina en su
extremo 5°. Si la presencia de la biotina no inhibe la formacion de dimeros, podria incubarse
este RNA con la fraccion S100 o con los lisados celulares y, ademas de inmunoprecipitar las
proteinas candidatas, utilizar esferas unidas a estreptavidina para colectar el RNA y sus
eventuales proteinas asociadas (previo entrecruzamiento). De modo tal de poder arribar al
mismo resultado ya sea por la via del RNA o de las proteinas. Previo a este estudio se
realizarian geles de retardo con los extractos, transfiriendo y luego revelando con
estreptavidina-HRP.

También se realizara un sencillo ensayo consistente en concentrar la fraccion S100 por
ultrafiltracion, utilizando distintos filtros (a los de 10 kDa que hemos utilizado, sumarle de 50,

117




100 o 300 kDa). Inyectando los concentrados de cada caso, podria determinarse un estimado
del tamafio aparente de los complejos ETBP/tRNA-h, sin necesidad de realizar
entrecruzamiento.

2- Resistencia de las tRNA-h a la degradacion y capacidad de interaccionar o ingresar a las
celulas.

La resistencia a la RNasaA observada en las tRNA-h provenientes del medio de cultivo no
pudo reproducirse totalmente con el RNA sintético. Se estudiara la sensibilidad o resistencia
de los dimeros de tRNA-h a exonucleasas, endonucleasas de especificidad mas restringida
(RNase T1) o a RNasas de doble hebra (RNasa V1). Se adicionara RNA sintético a la fraccion
S100, o a los picos P1 y P2 purificados por SEC. Posteriormente se agregara RNasaA o las
nucleasas que corresponda, de modo de poder estudiar si el efecto protector es dependiente de
las proteinas del medio de cultivo condicionado, y en dicho caso, conocer en qué fraccion
eluyen dicha/s proteina/s.

También esta pendiente la repeticion de los estudios realizados con el RNA sintético en las
mitades de tRNA-Glu, y en una mezcla de Glu y Gly a los efectos de obtener los presuntos
heterodimeros. Se adquiririan ademas RNAs sintéticos “mutados” incapaces de dimerizar.

Queda pendiente la posibilidad de que estas mitades, por si solas, adquieran una conformacion
del tipo G4plex, que podria conferirles una gran resistencia y posibilidad de interaccionar con
células y/o proteinas de otra manera. Se incubaran las mitades de tRNA-Gly con Mg®*y
mayores concentraciones de K* a efectos de mejor evaluar esta posibilidad. La presencia de
G4plex en las mitades enddgenas se estudiard mediante la adicion de reactivos quimicos que
reconocen y responden (ej: fluorescen) ante la presencia de G4plex.

Se estudiara si el RNA sintético tiene, de por si, la capacidad de ser internalizado por células
variadas (ya sea en forma monomérica, dimérica, o de G4plex). Para esto se utilizaran los
RNAs sintéticos marcados con biotina, que ya se encuentran en nuestro poder. La captacion
intracelular se estudiara por microscopia de fluorescencia, utilizando estreptavidina acoplada
a un fluorocromo adecuado.

Por ultimo, y aunque es mas ambicioso, se procurard obtener la estructura cristalografica de
los dimeros de tRNA-h (Gly-Gly y Glu-Gly), ya sea solos, o en complejos con las proteinas
candidatas.

Futuros estudios quedaran supeditados a los resultados obtenidos con todos estos ensayos.
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DIFUSION Y PRODUCCION DE ESTA TESIS

Ademas del presente documento, son productos de este trabajo:

PUBLICACIONES:

Capitulo I:

Tosar, J.P.; Rovira, C.; Naya, H.; Cayota, A. (2014) Mining of public sequencing datasets
supports a non-dietary origin for putative foreign miRNAs: underestimated effects of
contamination in NGS.RNA, v: 20 (6), p.: 754-757

http://rnajournal.cshlp.org/content/20/6/754.long (12 citas a marzo de 2016)
Capitulo I1:

Tosar, J.P.; Gambaro, F.; Sanguinetti, J.; Bonilla, B.; Witwer, K.; Cayota, A. (2015)
Assessment of small RNA sorting into different extracellular fractions revealed by high-
throughput sequencing of breast cell lines. Nucleic Acids Research, v: 43 (11), p.:5601-5616

http://nar.oxfordjournals.org/content/43/11/5601 (9 citas a marzo de 2016)
TESIS:

En el marco de esta Tesis, y bajo la co-orientacion de su autor, la Lic. Fabiana Gambaro
realiz6 su Tesina de Grado (Lic. en Bioquimica). Y actualmente realiza su Tesis de Maestria
en la temética.

Las Bach. Ximena Doldan y Belén Fernandez realizaran su Tesina de Grado (Lic. en
Bioguimica) en proyectos no directamente relacionados a esta Tesis de Doctorado, pero si
desprendidos de ella. En el primer caso, el trabajo se encuentra préacticamente terminado, y
pronto para su publicacion.

PRESENTACIONES EN CONGRESOS:

Resultados parciales de esta Tesis han sido presentados en los Congresos Internacionales:
“RNA 2014” (encuentro anual de la RNA Society, Québec, Canada), “ISEV 2015 (encuentro
anual de la International Society for Extracelluar Vesicles, Washington, EE.UU) y “EV-RNA:
what is the purpose?”(Utrecht, Holanda). Se present6 un poster en los primeros dos casos, y
se realizo una presentacion oral en el tercero.

Los resultados también han sido difundidos en el medio local. Se han realizado presentaciones
orales y en formato poster en congresos de la Sociedad Uruguaya de Bioquimica y Biologia
Molecular (SBBM) y de la Sociedad Uruguaya de Biociencias. Algunos trabajos presentados
han sido premiados.
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COLABORACIONES:

En primer lugar, esta Tesis permitié una colaboracion entre el Laboratorio de Gendmica
Funcional del IPMon, y la Unidad de Bioguimica Analitica del CIN, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica. Dicha colaboracion no fue a efectos de desarrollar el trabajo
aqui presentado, sino al desarrollo de una linea de investigacién en biosensores
amperométricos para la cuantificacion de exosomas y otras vesiculas extracelulares. Los
resultados obtenidos en el marco de dicho proyecto colaborativo han sido muy buenos, y
aungue aqui no vienen al caso, vale decir que se ha obtenido un método que permitiria
cuantificar exosomas con gran rapidez y bajos costos, obteniendo una respuesta lineal robusta
a lo largo de cuatro érdenes de magnitud, y con excelente discriminacion entre exosomas y
microvesiculas. Se estd estudiando, actualmente, la proteccion intelectual de dicho sistema,
previo a su publicacion. Ademas, esta vinculacion entre el trabajo en biologia molecular
béasica y el desarrollo tecnoldgico ha sido la base del proyecto presentado a la Universidad de
la Republica para el ingreso del autor al régimen de Dedicacién Total (efectivo desde
diciembre de 2015).

Esta Tesis ha generado, también, exitosos casos de colaboracion internacional. En particular,
se ha creado un vinculo académico con el Dr. Kenneth Witwer de la Universidad Jhons
Hopkins en Baltimore, EE.UU. La colaboracién con el Dr. Carlos Rovira (Universidad de
Liind, Suecia) no es en absoluto nueva, pero se destaca. Y se estd comenzando un proyecto
colaborativo con el Dr. Eric Westhof de la Universidad de Estrasburgo, Francia.

MANUSCRITOS PROXIMOS A ENVIO:

“Sorting mechanisms and heterogeneity in EV RNA content” Este articulo escrito de manera
colaborativa e interactiva entre cerca de 40 autores de varias partes del mundo sera publicado
proximamente en el Journal of Extracellular Vesicles. Se trata de un articulo de posicion de la
International Society for Extracellular Vesicles. El orden de los autores no esta ain definido.

Tosar, J.P.; Cayota, A. Protocols for detection of non-vesicular extracellular RNA. Capitulo a
ser publicado en Methods in Molecular Biology (invitacion aceptada).

Doldan, X.; Fagundez, P.; Cayota, A.; Laiz, J.; Tosar, J.P.; Electrochemical sandwich

immunosensor for extracellular exosome determination based on surface marker-mediated
amplification.
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ANEXO METODOLOGICO

Sonda TagMan de hidrdlisis universal:

FAM-TCGCACTGGATACG-MGB-NFQ

Reverse primer:

GTGCAGGGTCCGAGGT

SL-RT primer:
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACXXXXXX.
(X indica bases especificas para cada ensayo).

Bases XXXXXX del SI-RT primer:

miR-122-5p: AAACAC; miR-21-5p [23nt]: GTCAAC; AACAGC; miR-16-5p: CGCCAA;
tRNAY5cc[1-30]: GCGAGA; tRNA®Mcuc [1-31]: CGCCGA: tRNAY¥cac [1-23]:
GATAAC

Forward primers:

miR-122-5p: ggtcgcTGGAGTGTGACAATGGT;

miR-21-5p [23nt]: gccccgTAGCTTATCAGACTGATGT,;

let-7i-5p: cgtgccTGAGGTAGTAGTTTGTGCT;

miR-16-5p: cgcgcTAGCAGCACGTAAAT,;

tRNA®Y 5 c[1-30]: ccGCATTGGTGGTTCAGTGGTA;

tRNAG'UCUC [1-31]: TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGG;

tRNAcac [1-23]: ctgecgcGTTTCCGTAGTGTAGTG.

Las bases en mintscula corresponden a los agregados en los extremos 5’ a los efectos de
aumentar la Tm en el primer ciclo de PCR.

FAM-tRNA®Y AS:

5’ FAM-CCTAACCACTAGACCACCAGG 3
(esqueleto: DNA)

RNA sintético: tRNA-Gly [1-30]:
5 GCAUUGGUGGUUCAGUGGUAGAAUUCUCGC 3
(esqueleto: RNA)

RNA sintético biotinilado: BIO-tRNA-Gly [1-30]:

5 Biot/ GCAUUGGUGGUUCAGUGGUAGAAUUCUCGC 3
(esqueleto: RNA)
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