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Glosario

Glosario de términos mas utilizados

tRNA RNA de transferencia
rRNA RNA ribosomal
miRNAs microRNA
sRNA RNA pequeiio no codificante
IncRNA RNA largo no codificante
siRNA RNA pequeiio de interferencia
snRNA RNA nuclear pequefio
snoRNA RNA nucleolar pequefio
pre-tRNA | preRNA de transferencia
pre-miRNA | pre-microRNA
tRFs fragmento de tRNA generado por corte en "algun" sitio no anticodén
tRNA-h fragmento de tRNA corte anticodon no inducible por estrés
tiRNA fragmento de tRNA inducible por estrés
riRNA fragmento de rRNA inducible por estrés
MCF-7 Linea celular de adenocarcinoma de glandula mamaria
U-2 OS Linea celular de osteosarcoma de hueso
ANG Angiogenina
RNH1 Inhibidor de endonucleasas (de angiogenina)
AGO Argonauta
MVE Endosoma multivesicular
MVB Cuerpo multivesicular
EV Vesicula extracelular
ApoEV Vesicula extracelular proveniente de cuerpo apoptotico
RNP ribonucleoproteina (complejo ribonucleoproteico)
Gly RNA sintético simil 5’ tiRNA-GlyGCC (misma sec. Sin modif.)
SCR Scramble (secuencia aleatoria sintética)
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Glu Glutamico
iMet Metionina de iniciacion
Ala Alanina
Cys Cisteina
SL-RT-qPCR | Stem-loop, retrotranscripcion, PCR en tiempo real
GFP Proteina verde fluorescente
Cq Ciclo de amplificacién
ARS Arsenito de sodio 500 uM
NaAsO. | Arsenito de sodio
L3K Lipofectamina 3000
Clivar Cortar
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Resumen

El estrés se le puede presentar a la célula de muy diferentes maneras. En esta tesis nos
preguntamos si la respuesta celular al estrés puede propagarse entre células a partir de
los llamados ARNs extracelulares, y particularmente de las mitades de tRNA.
Recurriendo a un modelo de estrés oxidativo inducido por arsenito de sodio en células
de osteosarcoma humano, buscamos en primer lugar determinar qué especies de RNA
se generan fruto del estrés, determinando que los fragmentos mayormente generados
son las mitades 5’ del tRNA de glicina (tRNA-GlyGCC). Contrario a lo que previamente
habiamos observado a nivel extracelular, donde predominan las mitades 5’ del tRNA-
GlyGCC de 30 nucledtidos, los fragmentos que se inducen en estrés tienen un tamafo
de 34 o 35 nucledtidos, consistente con el corte endonucleolitico a nivel del anticoddn.
Posteriormente, demostramos que estas mitades de tRNA se empaquetan en vesiculas
extracelulares (EVs), recurriendo para ello a un modelo celular donde se silencio el gen
del inhibidor de ribonucleasas, RNH1. En tercer lugar, se diseiid6 RNAs sintéticos para
las mitades de tRNA-Gly de 35 nucledtidos, asi como un control de secuencia con bases
permutadas, y se evidencio su transferencia intercelular a través de EVs, estudiando el
efecto de distintas lineas celulares que difieren, entre otras cosas, en su actividad
ribonucleasa Medimos los niveles de RNAs sintéticos en EVs provenientes de células
transfectadas con estos RNAs, y luego medimos los niveles en células expuestas a
dichas EVs, por técnicas moleculares y de microscopia de fluorescencia. Ademas,
observamos in vivo la captacion de EVs por parte de las células, sugiriendo que las
mismas se captan al menos en parte por macropinocitosis. Curiosamente, también se
dejo en evidencia que el RNA incubado con células en ausencia de agentes de
transfeccion tiene la capacidad de entrar espontaneamente dentro de la célula, de forma
dependiente del tamafio mas que de la secuencia. Esto es relevante a la luz de
observaciones previas de nuestro grupo sobre una alta abundancia de mitades de tRNA-
Gly fuera de EVs, que bien podrian ingresar a las células por este mecanismo. Por ultimo,
se realizdé un secuenciado de RNA para medir los cambios transcriptomicos inducidos
por la llegada de mitades de tRNA-Gly de 35 nucledtidos a la célula en EVs provenientes
de células transfectadas con dicho RNA sintético, o de su control de secuencia. Lo mismo
se realizé para un experimento de captacion espontanea de mitades de tRNA-Gly no
vesiculares, de 30 nt. En su conjunto, esta tesis sienta las bases para terminar de disecar
posibles vias de comunicacion intercelular mediada por mitades de tRNA, tanto
vesiculares como no vesiculares, que sospechamos podrian ser parte de mecanismos
moleculares de adaptacion al estrés.
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Introduccion

Las vesiculas extracelulares

Todo organismo vivo esta en constante actividad y para desarrollar sus tareas con
eficacia necesita comunicarse con su entorno. Cada célula funciona como entidad y para
comunicarse de manera eficiente necesita tanto de células en contacto directo entre ellas
o de moléculas que sean secretadas por la célula y viajen a destino para ser receptadas
por una célula blanco. A comienzos de este siglo, se comenzé a investigar el modelo por
el cual las células se comunican a través de particulas que transporten mensajes de una
a otra. Este grupo de nanoparticulas producidas por cada unidad minima de trabajo se
llama vesiculas extracelulares (EVs, por su sigla en inglés), nomenclatura aceptada por
la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (Théry et al. 2018).

Para comunicarse, las células por lo general secretan al espacio intercelular
nanoparticulas lipidicas provenientes del citoplasma celular o de la membrana
plasmatica a los que llamamos exosomas o microvesiculas. Denominacion que depende
tanto de su tamafio como composicion, funcion, biogénesis y otras caracteristicas.

En 1946, Chargaff y West descubrieron que, al centrifugar el plasma humano a muy altas
velocidades, se generaba un sedimento. Al eliminar este sedimento del plasma,
disminuia significativamente su habilidad de coagulacién, para lo que ambos cientificos
no encontraron causa (Chargaff y West 1946). Wolf, ya en 1967, las nombré “polvo de
plaquetas” o platelet-dust en inglés (Wolf 1967). En 1977, se demostrd su presencia,
aunque confundida como fragmentos de células de adenoma de recto (De Broe et al.
1977). Ya a partir de 1983 se comenz6 a observar su biogénesis como producto de la
fusion de endosomas multivesiculares (MVE, por su sigla en inglés) con la membrana
plasmatica (Harding et al. 1983), hasta que en 2007 se demostro por primera vez que
estas particulas eran transportadoras de RNAs reguladores, mensajeros y otras
moléculas en su interior, los cuales eran capaces de mantener su funcion reguladora una
vez internalizados por células receptoras (Valadi et al. 2007).

Previo al comienzo del estudio masivo de EVs, se pensaba mayormente que los
endosomas eran cuerpos intracelulares donde se comenzaba la descomposicion de
ciertas moléculas que la célula desecharia luego de su fusion con los lisosomas. Con el
surgimiento de técnicas de deteccidén mas potentes, entre ellas técnicas de microscopia,
se descubrié que se liberan cuerpos intravesiculares de los cuerpos multivesiculares
(MVB, por su sigla en inglés) al fusionarse la bicapa lipidica de la célula con el MVB y
por tanto secretarse como nanoparticulas lipidicas hacia el espacio extracelular, lo que
genero determinada controversia en el campo de la biologia celular y molecular. Con el
paso del tiempo, también se descubrié que estas nanoparticulas lipidicas se podrian
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secretar por una vasta cantidad de grupos celulares (tales como células dendriticas,
epiteliales, adipocitos, células del sistema nervioso, células de Schwann) y se podrian
detectar en biofluidos: semen, liquido céfalo-raquideo, orina, plasma, ascitis tumorales,
espacio alveolar, entre muchos otros (Théry et al. 2002; Fevrier et al. 2004; Théry et al.
2006; Raposo and Stoorvogel 2013). En un comienzo, estas particulas se denominaron
exosomas (Trams et al. 1891), ya que todo este grupo se pensd como un grupo unico de
particulas secretadas por la célula. El término EV surgi6é al comenzar a segregar al grupo
inicial por tamafio, composicion, funcion y cargo, como se explicara a continuacion.

Tipos de EVs

Existen varios tipos de vesiculas extracelulares, aunque en términos generales, estas
nanoparticulas son vesiculas de doble capa lipidica que derivan de la mayoria de tipos
celulares, y poseen entre 30 a 5000 nanometros de diametro (Chiang y Chen 2019). Las
EVs que se originan por protrusion hacia el exterior de la membrana plasmatica (Figura
1 A) se denominan microvesiculas, también llamadas ectosomas o microparticulas y
pueden variar en tamafno desde los 50 hasta los 1000 nanémetros de diametro (Raposo
and Stoorvogel 2013). Presentan una densidad de entre 1.04 y 1.07 g/mL. Tienen
también forma redonda y sedimentan en velocidades a partir de los 10.000 x g. Estan
compuestas por lipidos como la fosfatidilserina o diacilglicerol y sus marcadores
principales son las integrinas, selectinas y proteinas de superficie caracteristicas de la
célula que les dio origen.

Los exosomas tienen biogénesis en cuerpos multivesiculares, y son secretados a partir
de la fusidn entre estos cuerpos y la membrana plasmatica durante la diferenciacion de
reticulocitos (Raposo y Stoorvogel 2013), aunque posteriormente se observo que
numerosos tipos celulares son capaces de liberar exosomas en respuesta a una gran
cantidad de estimulos diferentes (Figura 1 A). Se sabe también que la produccion de
estas nanoparticulas esta dirigida por factores como el tipo celular, las condiciones del
cultivo y la salud gendmica de las células en general, que regularan su produccion in-
vivo (Mathieu et al. 2019). Estas nanoparticulas, diferenciables por su alto contenido en
proteinas de la via endosomal mediante varias metodologias a ser discutidas mas
adelante, son relativamente mas pequefias en tamafno y su diametro, en general, se
encuentra entre los 40 y 150 nanometros (Tkach and Théry 2016; Jeppesen et al. 2019).
Los exosomas tienen coeficientes de flotacion basados en densidad de 1.13 a 1.19 g/ml
en gradientes de sacarosa (Raposo et al. 1996; Théry et al. 2009; Momen-Heravi et al.
2013). Estas vesiculas extracelulares se presentan en forma de copa o de pasa de uva
(ver figura de la caratula), de acuerdo con observaciones de microscopia electronica y
tienden a sedimentar a velocidades mayores a los 100.000 x g. Sin embargo, se ha visto
que esta morfologia caracteristica es un artefacto técnico en la tincion por contraste
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negativo, pues las particulas se presentan como perfectamente esféricas al ser
observadas por microscopia electronica en condiciones cryo. Estan mayormente
enriquecidos con lipidos como el colesterol, esfingomielina y ceramidas, y sus principales
marcadores son las tetraspaninas, Alix y TSG101 (Théry et al. 2009), aunque la
especificidad de algunos de estos marcadores esta actualmente en discusién (Kowal et
al. 2016; Jeppesen et al. 2019). Se sabe que este tipo de nanoparticula esta relacionada
en mecanismos de comunicacion intercelular. En diferentes experimentos in-vivo se ha
visto que exosomas pueden entregar diferentes RNAs mensajeros de células donadoras
a células aceptoras (Ridder et al. 2014; Zomer et al. 2015). Se conoce también que los
exosomas presentes en la leche materna contienen miRNAs que tienen diferentes
funciones en la respuesta inmune (Foster et al. 2016).

Se ha sugerido que en células con polaridad de membrana se secretan diferentes
subpoblaciones de EVs dependiendo del lado de la célula que se analice: el apical o el
basal (Klingeborn et al. 2017). De cualquier manera, esto no ha sido estudiado en
profundidad y queda mucho por dilucidar antes de considerarlo por hecho. De cualquier
manera, aunque la biogénesis de EVs sea una tematica aun a comprenderse totalmente,
existen mecanismos generales que se conocen y que se han caracterizado, como en la
figura 1.

Microvesiculas

Exosomas

Endosoma
primario

Lisosomas

Aparato de Golgi

Figura 1: Diagrama basico de la biogénesis de EVs en células eucariotas. a: representacion
esquematica del proceso de biogénesis de EVs. Las microvesiculas se producen por
protrusion de la membrana plasmatica mientras que los exosomas son producto de la fusion
entre los cuerpos multivesiculares (MVB) y la membrana plasmatica, lo que da lugar a que los
cuerpos intravesiculares de los MVBs se liberen. Extraido y adaptado de (Colombo, Raposo,
y Théry 2014); b: imagen de microscopia electronica de transmisién de la fusion de los MVBs
con la membrana plasmatica, asi como de MVBs que llevan contenido al lisosoma. Extraido
de (Edgar 2016).
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Ultimamente se ha comenzado a considerar otras nanoparticulas como EVs, lo que
causa controversia en el campo debido a su origen. Estas particulas, llamadas EVs
derivadas de cuerpos apoptoticos, o ApoEVs por su sigla en inglés, tienen origen a partir
de una célula al momento de su muerte. Los cuerpos apoptoéticos, de mayor tamafio que
los tipos de EV anteriormente mencionados, poseen una densidad de 1.16 a 1.28 g/mly
tienen forma heterogénea. Pueden sedimentar a velocidades bajas de entre 1.200 a
10.000 x g (aunque algunos pueden llegar a sedimentar recién a partir de velocidades
de hasta 100.000 x g) y su marcador principal son las histonas (Théry, Ostrowski, y
Segura 2009). De cualquier modo, no dejan de causar controversia debido a su origen y
a su asignacion dentro del grupo de las microvesiculas o de los exosomas (Caruso y
Poon 2018). Existen una multitud de estudios de EV's secretadas a partir de células sanas
y funcionales, y sus efectos inmunomodulatorios en las células que las reciben. También
se ha comenzado a estudiar a los cuerpos apoptoticos como vesiculas extracelulares
capaces de generar efectos de igual o similar magnitud. Se ha propuesto, ademas, que
las funciones de las ApoEVs pueden ser tanto el desmantelamiento de la célula que esta
terminando su ciclo de vida o un efecto inmunomodulatorio en la comunicacion
intercelular (Caruso y Poon 2018). Por ejemplo, algun mecanismo de sefalizacion para
células vecinas. Se piensa que el desmantelamiento de la célula apoptotica se da en
diferentes etapas: por cierne de la membrana, posterior protrusion de la membrana y
creacion de cuerpos apoptoticos de 1 a 5 micrometros de diametro, lo que los hace algo
diferenciables entre otras nanoparticulas secretadas gracias a su relativamente mayor
tamano. También se pueden secretar vesiculas apoptdticas pequefias de menos de 1
micrometro de diametro, aunque estos mecanismos aun no son del todo claros (Caruso
y Poon 2018). Esto podria ser fuente de confusiones en la literatura pues implicaria que
exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoéticos no podrian ser facilmente separados
entre si por centrifugacion diferencial (Mathieu et al. 2019).

Las denominadas particulas similares a retrovirus (RLPs, por sus siglas en inglés) son
otra amplia subpoblacion de vesiculas extracelulares de entre 90 y 100 nandémetros de
diametro que contienen una poblacién de proteinas retrovirales caracteristicas. Estas
EVs no infecciosas no poseen la totalidad de los genes necesarios para la entrada a la
célula blanco y posterior propagacion viral. Su biogénesis aun no esta del todo
dilucidada, pero se piensa que estas vesiculas podrian surgir de la transcripcion de
secuencias retrovirales endégenas humanas, aun en células no infectadas por virus.
Derivan de la membrana plasmatica, aunque la dinamica de los mecanismos de
secrecion a través de la membrana es distinta de aquellos mecanismos por los que se
forman las otras variedades de EVs (Akers et al. 2013). Ademas, se piensa que se
pueden distinguir debido a que poseen capacidad de sedimentacidn y coeficientes de
flotacion diferentes al del resto de las EVs (Shen et al. 2011).

10
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Una vez que las EVs llegan a su célula receptora (destino), pueden inducir una
sefalizacion a través de interacciones receptor/ ligando o pueden ser internalizadas a
través de mecanismos de fagocitosis y endocitosis. Su habilidad de fusionarse con la
membrana plasmatica de la célula receptora aun esta en discusién. En cualquier caso,
parecerian tener la capacidad de liberar su contenido en el espacio intracelular, donde
se podria modificar el estado citoplasmatico y el microambiente celular (Tkach y Théry
2016). Recientemente se ha visto que diferentes tipos celulares secretan subpoblaciones
de exosomas que difieren entre si en su “cargo” y en su composicion molecular de
superficie (Willms et al. 2016), lo que podria tener efectos especificos segun el mensaje
que la célula necesite transmitir a su entorno. Esto estaria basado, posiblemente, en la
situacion en la que la célula se encuentre al momento de la biogénesis de dichas EVs.

Purificacion de vesiculas extracelulares

En el estudio de las vesiculas extracelulares, la mayoria de los protocolos utilizados para
su coleccion y purificacion utilizan centrifugacion diferencial/ultracentrifugacion, dada su
practicidad y eficacia relativa. Esto consiste en una sedimentacion corta a bajas
velocidades para remover células muertas y remanentes del desmantelamiento de
células apoptoéticas (incluyendo apoEVs), seguido de centrifugaciones a altas
velocidades durante largos periodos de tiempo (Momen-Heravi et al. 2013).
Dependiendo de la velocidad de sedimentacidn se podran separar las diferentes
subpoblaciones de vesiculas (Jeppesen et al. 2014). Las vesiculas sedimentan de
acuerdo con su tamafo y densidad. Esto significa que las vesiculas mas grandes
sedimentan a menores velocidades y a menores ciclos de centrifugacion. Por ejemplo,
las vesiculas mas grandes (large EVs en inglés) sedimentan a velocidades cercanas a
los 10.000 x g y aquellas mas pequefias lo hacen a velocidades cercanas a los 100.000
x g (Théry et al. 2018). De cualquier modo, cabe mencionar que, durante mucho tiempo,
aquellas vesiculas que sedimentaban a 10.000 x g se denominaron “microvesiculas” y
aquellas que sedimentaban a 100.000 x g se denominaban “exosomas”. Esto generd
problemas de nomenclatura, puesto que la definicidon original de unas y otras tiene que
ver con su mecanismo de biogénesis (Figura 1) y no con su tamafio o velocidad de
sedimentacion. A raiz de esto, la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares
decidi6 reservar el nombre de exosomas y microvesiculas exclusivamente para aquellas
particulas derivadas de MVBs y de la membrana plasmatica, respectivamente, y
vesiculas grandes y pequenas (large and small EVs) para los distintos pellets obtenidos
por centrifugacion diferencial (Théry et al. 2018). Nuestro laboratorio se ha suscrito a esta
convencion, pero no todos los autores la respetan y esto ha sido y sigue siendo fuente
de confusion en la literatura cientifica.
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Por un lado, una gran desventaja de la centrifugacion de vesiculas extracelulares es la
pobre capacidad de separacion entre exosomas provenientes de MVBs y de
microvesiculas provenientes de la protrusion de la membrana plasmatica (Théry et al.
2018), por tanto, esta metodologia no permite su separacién por biogénesis. Se ha
descubierto, a su vez, que la sedimentacion de vesiculas extracelulares induce también
a su agregacion, es decir, se crean conjuntos de EVs de diferentes composiciones y con
diferentes marcadores, alterandose su tamaino de forma artefactual. La mas importante
implicancia de esto es la posible malinterpretacion o sesgo en resultados provenientes
del analisis de EVs purificadas mediante ultracentrifugacion (Jeppesen et al. 2014;
Linares et al. 2015).

Por otra parte, otra de las desventajas de esta metodologia es la sedimentacion de otras
moléculas, como agregados de proteinas, que causan una disminucion en la pureza de
la muestra. Una manera eficaz de abordar esta problematica ha sido generar gradientes
de sacarosa, que ayudan a separar vesiculas extracelulares en base a sus coeficientes
de flotacion especificos y densidades (Momen-Heravi et al. 2013). Desde 2008 (pero
utilizado mas comunmente de manera reciente), se ha propuesto un protocolo de
gradiente modificado en el cual se utiliza un gradiente de iodixanol, comercialmente
llamado Optiprep™, en el que se demuestra que la fraccion vesicular colectada y
purificada contiene solamente EVs (Cantin et al. 2008).
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Figura 2: Diagrama basico de las diferentes metodologias aplicables en el estudio de
vesiculas extracelulares. (a) representa la centrifugacion diferencial (sedimentacion). (b)
representa la centrifugacion por gradiente de densidad. (c) representa la cromatografia de
exclusion molecular. (d) representa la ultrafiltracion. (e) representa la captura directa por
inmunoafinidad. (f) representa la precipitacion inducida por agentes precipitantes
deshidratantes. Las separaciones estan determinadas por tamafo, densidad e
inmunofenotipo de las EVs. Extraido y adaptado de (Coumans et al. 2017).

Debido a la gran heterogeneidad que existe en relacion con las poblaciones de diferentes
vesiculas extracelulares y la presencia de material proveniente de la fraccion no
vesicular, se ha comenzado a utilizar el fraccionamiento por gradiente de densidad de
alta resolucion y captura directa por inmunoafinidad. Esto permite separar vesiculas
extracelulares pequefias del material no vesicular. Este protocolo permite también una
determinacion mas certera del cargo molecular que compone al exosoma (Jeppesen et
al. 2019), lo que tendria amplia aplicabilidad en el campo del estudio de los exosomas
como transportadores de biofarmacos o en la determinacion de biomarcadores
asociados a ciertos tipos especificos de EVs.
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Existe también la posibilidad de purificar vesiculas extracelulares mediante
cromatografia de exclusion molecular, aunque esta, asi como cualquier otra técnica
basada en separacion por tamafios (tales como la centrifugacion diferencial) no permite
separar exosomas de microvesiculas (ya que ambas subpoblaciones tienen particulas
de tamanos parcialmente solapantes).De cualquier modo, es un método utilizable para
separar en funcion del tamafio y como consecuencia se tendra una poblacion de
particulas grandes (enriquecida en EVs) y otra de pequenas (enriquecida en proteinas
contaminantes u otros complejos macromoleculares) (Taylor and Shah 2015).

Ninguno de estos métodos es perfecto y todos tienen vetas que los hacen beneficiosos
de acuerdo con el manejo que se quiera hacer del experimento. El campo de la
purificaciéon de vesiculas extracelulares estd en constante busqueda de un método
universal que permita conciliar precio, calidad de purificacion y cantidad de tiempo
empleado durante el protocolo, ademas de la naturaleza de la particula a estudiar. Este
es uno de los cometidos del NIH Extracellular RNA Communication Consortium
(exRNA.org) en el que nuestro grupo viene participando desde 2019.

Composicion de las EVs: el cargo

Con anterioridad se ha planteado que las vesiculas extracelulares juegan un rol en la
comunicacion intercelular. Células diferentes que necesiten comunicarse y se
encuentren en posiciones diferentes, tanto cercanas como remotas, pueden necesitar de
estas nanoparticulas lipidicas para enviarse mensajes y sefales. Esto introduce la
variable composicion: el mensaje. Las EVs tienen la capacidad de cargar con un mensaje
que de alguna manera influiria el microambiente citoplasmatico y el estado celular de la
célula que la recibe (Tkach and Théry 2016). Por tanto, este cambio podria ser
determinado como “el mensaje” a ser transmitido.

Recientemente, el contenido de las vesiculas extracelulares se ha propuesto como
posible biomarcador de enfermedad y, a su vez, estas particulas como posibles
mediadores o sefalizadores en situaciones de falibilidad celular (marcadores de
enfermedad). Ademas, dado que las EVs parecerian tener la capacidad de transferir
biomoléculas a ciertas células, esto ha hecho que la industria farmacéutica haya
comenzado a mirar a las EVs como posibles transportadores de potenciales biofarmacos.

Se ha planteado el uso de EVs, o de macromoléculas contenidas en las EVs, con fines
diagnosticos tanto en enfermedades como el cancer, la obesidad o en enfermedades
infecciosas (Théry et al. 2018). Lo que al principio parecia mas una idea o hipotesis, se
esta convirtiendo cada vez mas en una realidad empirica: el contenido de las vesiculas
extracelulares podrian ser un reflejo de aquello a lo que la célula le sucede en el interior,
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de su proteoma, transcriptoma y metabolismo, y es por esto que se las idealiza como
fuente de biomarcadores (De Toro et al. 2015).

Las EVs se pueden captar por células blanco vecinas o cercanas a la célula que las
generd. Ademas, las EVs pueden terminar en la circulacion sanguinea o linfatica hasta
ser absorbidas por células de algun tejido mas lejano. Las EVs contienen proteinas,
lipidos, DNA y RNA (tanto RNA mensajero como RNAs no codificantes) capaces de
transmitir mensajes entre células (De Toro et al. 2015; Jeppesen et al. 2019). Esto tiene
grandes implicaciones, ya que la presencia de RNA mensajero dentro de EVs significa
que la traduccion se podria realizar fuera de la célula progenitora y dentro de una célula
ajena a aquella que lo produjo (De Toro et al. 2015).

RNA no codificante extracelular asociado a vesiculas extracelulares

Se sabe que las EVs contienen RNA como parte de su contenido. Esto indica que
funcionan como mediadores intercelulares de informacién genética. En 2007 se realiz6
el primer descubrimiento por el que se mostraba como las EVs funcionaban como
contenedores de RNA. En este estudio, se demostré como estas encapsulan tanto RNA
mensajero como microRNAs (miRNAs, por su sigla en inglés). El equipo de Jan Lotvall
demostré que tanto células MC/9, HMC1 como BMMC (de ratdn y humanas) son
capaces de producir exosomas, al igual que de cargarlos con diferentes tipos de RNA.
También demostraron que estos exosomas tienen la capacidad de ser internalizados por
una célula blanco (Valadi et al. 2007). A su vez, observaron que ambas lineas celulares,
MC/9 y BMMC, contenian suficiente RNA mensajero proveniente de las EVs como para
sintetizar una cantidad detectable de proteina. También demostraron que existen
miRNAs que pueden ser transportados dentro de exosomas y transferirse a células
blanco. Sus estudios hallaron 121 miRNAs que podrian estar selectivamente cargados
dentro de exosomas dado que sus perfiles intracelulares no se correlacionan con los
perfiles de estos miRNAs intravesiculares. Esto daria comienzo a una gran batalla
conceptual: el proceso de empaquetamiento selectivo contra el no selectivo. Por ultimo,
también ellos dieron comienzo a la idea de los exosomas como vehiculos para el
transporte de biofarmacos y su uso en terapia.

Luego del importante descubrimiento del empaquetamiento de RNA mensajero y de
RNAs no codificantes como los miRNAs dentro de exosomas, se descubrié también que
existia informacion genética en forma de RNA en EVs provenientes o circulantes en
fluidos corporales (Raposo and Stoorvogel 2013). Se descubrio también que las
microvesiculas provenientes de glioblastoma (un tipo de tumor cerebral maligno) tienen
como contenido tanto RNA (mRNA y miRNA) como proteinas (angiogénicas) y que esto
promueve el desarrollo del tumor. Por tanto, podrian ser posibles entidades
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biologicamente relevantes en el microambiente tumoral (Skog et al. 2008). Y presentes
no solo en el microambiente tumoral, sino también en el suero (Hunter et al. 2008). Sin
embargo, hasta ese entonces, no se habia podido determinar una correlacion entre los
niveles de RNA exosomal y el estadio de la enfermedad (en este caso adenocarcinoma
de pulmon) por la que el paciente transcurre (Rabinowits et al. 2009). Poco mas adelante,
se vio que las microvesiculas transportan RNA que puede ser internalizado exitosamente
en las células blanco por fusion de la membrana exosomal con la membrana plasmatica
de las células pertenecientes al sistema inmune (Mittelbrunn et al. 2011). También se
demostré como, en ratones, diferentes microRNAs encapsulados dentro de exosomas
pueden ser intercambiados entre células dendriticas (Montecalvo et al. 2012).

Recientemente se ha planteado también que los exosomas tienen la capacidad de
contener una mayor cantidad de RNA que sus contrapartes microvesiculares y cuerpos
apoptoticos. Para llegar a este resultado, Lunavat et al. 2015, estudio el perfil de RNAs
en células MML-1 (melanoma humano) y los tres tipos de subpoblaciones de EVs
producidos por estas células, mencionados anteriormente. Interesantemente, mediante
centrifugacion diferencial, se muestra como algunas subpoblaciones de EVs, en este
caso exosomas — EVs pequenas si hos ceiimos a la nomenclatura mas consensuada -
poseen MiRNAs caracteristicos, mientras que las microvesiculas — EVs grandes — no
muestran subpoblaciones de miRNAs diferencialmente enriquecidos respecto a las
células parentales (Lunavat et al. 2015). Por ejemplo, los autores observaron que el miR-
211-5p se sobreexpresa en las células tratadas con inhibidor de B-Raf (un quimico
utilizado en tratamientos de melanomas tardios), lo que podria tener implicancias en el
tratamiento de pacientes con dicha patologia. Cuando las células son tratadas con
inhibidores de B-Raf, el contenido de RNA y proteinas en EVs es mayor, aunque también
se visualiza una atenuacion en la viabilidad celular. También demuestran que no
solamente los exosomas, sino todas las EVs, son capaces de contener tRNAs. Por
ultimo, se muestra como miR-211 funciona como un interruptor metabdlico en melanoma
que tiene como blanco a HIF-1a (subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia), lo que
podria ser relevante en el caso de los melanomas que sobre-expresan miR-211 (Lunavat
et al. 2017). Sin embargo, en reportes mas recientes, se ha demostrado que la presencia
de miRNAs es muy escasa en EVs, dando lugar al planteamiento de cuan funcional
podria llegar a ser la comunicacion intercelular mediada por miRNAs. Se ha calculado
que, para llegar a encontrar una copia de un miRNA especifico muy expresado, deben
“contarse” cerca de 1000 EVs (Chevillet et al. 2014; Tosar et al. 2015; Albanese et al.
2020).

En los ultimos afios y con el advenimiento de las técnicas de secuenciacion profunda, se

ha podido detectar una cantidad mucho mas amplia de RNAs dentro de EVs,
mayormente RNAs no codificantes. Entre ellos encontramos secuencias repetidas, RNAs

16



Li Calzi, 2021

estructurales, fragmentos y mitades de RNA de transferencia (tRNA), Vault RNAs e Y-
RNA (Raposo y Stoorvogel 2013).

Sabemos que las vesiculas extracelulares juegan un rol clave en el embarazo, la
respuesta inmune, en el cancer, la generacion y progresion de enfermedades
neurodegenerativas, en enfermedades cardiovasculares, y demas (De Toro et al. 2015).
Ahora que sabemos que las vesiculas extracelulares se encuentran circulando por
diferentes fluidos corporales, tanto en humanos como en otras especies, que contienen
una amplisima variedad de especies de RNA (tanto mensajeros como no codificantes),
y que estos RNAs podrian estar funcionando como biomarcadores de enfermedad,
pareceria que nos encontraramos frente a una poderosa herramienta de transporte de
material genético regulatorio que podria estaria jugando un rol clave en la comunicacion
intercelular. De cualquier modo, quedan muchas preguntas por responder: jcual es el
mecanismo por el que se integra este contenido a la vesicula, si es que hay alguno?
itiene el contenido vesicular algun impacto significativo a nivel genomico,
transcriptomico y proteémico una vez internalizado por otras células?

Tipos de RNAs pequeiios en EVs

Hace mas de una década que se sabe que dentro de las vesiculas extracelulares existe
tanto DNA como RNA, proteinas, lipidos y otras moléculas esenciales para el desarrollo
de la vida. A continuacion, daremos paso a desarrollar los tipos y caracteristicas de los
RNAs que son transportados dentro de las EVs. Como se ha mencionado anteriormente,
dentro de estas nanoparticulas se puede encontrar RNA mensajero y RNAs no
codificantes (miRNAs, RNA ribosomal, secuencias repetidas, mitades de tRNA (tiRNAs),
fragmentos pequefios de tRNA (tRFs), , Vault RNA e Y-RNA ((Tosar et al. 2015) entre
otros).

Los RNAs no codificantes pueden dividirse dentro de dos grandes grupos, denominados
RNAs no codificantes pequeinos (SRNA, por su sigla en inglés) y RNAs no codificantes
largos (INcRNAs, por su sigla en inglés). Aquellos RNAs que tengan un largo menor a los
200 nucleotidos (nt) perteneceran a la familia de los sSRNAmientras que aquellos cuyo
largo supere los 200 nt se catalogaran como IncRNAs. La realidad es que casi todos los
estudios basados en perfiles de sSRNA se concentran en la poblacion menor a 40 nt, por
lo que los RNAs cuyo tamafo se encuentra entre los 40 y los 200 nt permanecen muy
poco estudiados. Hoy en dia se sabe que la desregulacién de muchos de estos RNAs
no codificantes juega un rol en el desarrollo de enfermedades como el cancer, lo que los
hace blancos de muchos estudios en el campo molecular (Li y Chen 2015).
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Desde el descubrimiento de los primeros sRNAs a comienzos de la década de 1990, ha
habido una cascada de informacion al respecto. Las primeras clases de sRNAs
identificadas fueron los RNAs asociados a proteinas Piwi (piRNAs), los RNAs de
interferencia (siRNAs) y los microRNAs (miRNAs). Entre ellos, presentan varias
similitudes y diferencias desde su biogénesis hasta los mecanismos que regulan y los
blancos a los que estan dirigidos (Ghildiyal y Zamore 2009), aunque a veces pueden
actuar de forma sinérgica..
Todas estos tipos de sRNAs tienen en comun que su funcion ocurre por unién a proteinas
de la familia Argonauta (AGO), y se originan a partir del corte endonucleolitico de RNAs
progenitores mas largos (Miyoshi, Miyoshi, y Siomi 2010).

snRNA v snoRNA

Sin embargo, existen otras familias de RNAs pequefios ademas de las antes
mencionadas. Los RNAs pequefos nucleolares (snoRNAs) son RNAs no codificantes
relativamente conservados, que presentan una estructura caracteristica (de doble y
simple hairpin) (Martens-Uzunova, Olvedy, y Jenster 2013) y poseen entre 70 y 240 nt
de largo (Fritz et al. 2016). Tienen alta relevancia en la modificacion postranscripcional
de muchos RNAs (Hasler et al. 2020) y estan fuertemente relacionados con los RNAs
llamados pre-miRNAs (Tuck y Tollervey 2011), aunque su funcion principal es la
maduracion del rRNA en el nucléolo. Los RNAs pequefios nucleares (snRNAs) son
RNAs de alrededor de 150 nt de largo que estan mayormente relacionados a la
modulacién de la actividad de la RNA Polimerasa Il y con el splicing del RNA mensajero
en el nucleo (Fritz et al. 2016).

RNA interferencia

A fines de la década de 1990 se descubrid, en C. elegans, que el RNA de doble cadena
es capaz de producir RNAs pequefios doblecatenarios con capacidad de degradar y
silenciar mMRNAs de secuencia complementaria. A estos pequefios RNAs de doble
cadena se los denomind RNAs interferentes pequenos o siRNAs, por sus siglas en inglés
(Fire, Xu y Kostas 1998). Mas adelante se descubrié que existen siRNAs derivados de
agentes endogenos y derivados de agentes exdgenos. Los primeros en descubrirse
fueron aquellos derivados de agentes exdgenos, en donde una doble hélice larga es
cortada por la proteina Dicer, lo que da lugar al siRNA de doble hebra de alrededor de
21 nt (20 a 25) con un extremo 5’ fosfato y un extremo 3’ hidroxilo y con dos nucleétidos
que protruyen por el extremo 3'. Una de las hebras se degradara, lo que posteriormente
da lugar a que la otra hebra, la hebra guia, actue como guia para el silenciamiento de un
MRNA de secuencia complementaria (Ghildiyal y Zamore 2009). Los siRNAs derivados
de agentes endogenos son mayormente estudiados en plantas, aunque también se los
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encuentra en animales y tienen una biogénesis relativamente similar, al igual que su
modus operandi (Ghildiyal and Zamore 2009).

Micro RNAs (miRNAs)

Los miRNAs provienen de moléculas de RNA precursoras mas largas (pri-miRNAs) que
son transcritas por la RNA Polimerasa Il. Por lo general, son transcritos largos que se
pliegan sobre si mismos por auto-complementariedad de bases, formando estructuras
con una estructura de horquilla. La generacion de un microRNA necesita de varios pasos
clave. En primer lugar, necesita de dos endonucleasas que actuen de forma secuencial
en simultaneo con una proteina de union al RNA de doble cadena (dsRBD por su sigla
en inglés). Primero, el pri-miRNA se procesa en el nucleo por accion de la proteina
Drosha, que actua en simultaneo con DGCRS8 (dsRBD), para dar lugar a un pre-miRNA
de 60-120 nt que, al igual que su precursor, tiene forma de horquilla. Una proteina
exportadora, Exportina 5, lleva el pre-miRNA hacia el citoplasma, unida a una GTPasa
(Ran), a través de los poros de la membrana nuclear. Ahi, la proteina Dicer y su proteina
ayudante dsRBD (TRBP en mamiferos), cortan el pre-miRNA para generar un miRNA de
20-24 nt de longitud. Al igual que los siRNAs, los miRNAs estan compuestos por dos
cadenas de ARN complementarias con extremos 3’ protruyentes, fruto del corte
secuencial de Drosha y Dicer. Estos miRNAs son cargados posteriormente en una
proteina AGO (Argonauta), lo que generara el complejo miRISC (miRNA-RNA-induced
silencing complex). Una de las dos hebras del miRNA permanecera unida a AGO y la
otra hebra se degradara, como sucede con los siRNAs (Ghildiyal y Zamore 2009;
Martens-Uzunova, Olvedy y Jenster 2013).

Algunas de las funciones de estas moléculas comprenden tanto el control epigenético de
la expresion genética, como la degradacion del RNA mensajero, la supresion de la
traduccion en la célula o la activacion de receptores de la respuesta inmune, entre otras
(Fritz et al. 2016). Alteraciones en niveles fisiologicos de diferentes miRNAs en animales
pueden causar cambios fenotipicos, ademas de alterar muchos procesos en el desarrollo
de algunos vertebrados, al igual que contribuir al desarrollo de enfermedades vy
patologias (cardiacas, reproductivas, entre muchas otras) (Stefani and Slack 2008). Los
mMiRNAs asociados a cancer son denominados OncomiRs o miRNAs supresores de
tumor, dependiendo del tipo de RNA que silencian. miR-21 es un oncomiR por lo general
sobrexpresado en la mayoria de los tipos de cancer (Yan et al. 2008; Li y Chen 2015).
También se sabe que los miRNAs estan muy fuertemente vinculados a procesos como
el desarrollo embrionario, donde funcionan como moléculas de sefializacion. También en
el desarrollo del sistema nervioso, donde tienen una funcidbn mas relacionada con la
diferenciacion celular. Estan fuertemente relacionados con el desarrollo de muchos
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tejidos en el organismo, no solamente humano, sino de muchas otras especies de
animales y plantas (Stefani y Slack 2008).

Al dia de hoy se sabe que muchos miRNAs estan relacionados en varios aspectos del
desarrollo del sistema inmune. Por ejemplo, es posible identificar células
hematopoyéticas a partir de los niveles de expresidon de miR-142, miR-144, miR150,
miR-155 y miR-223 (Sinigaglia et al. 2013). Otros linajes celulares también pueden ser
reconocidos por su expresion de miRNAs, tales como los eritrocitos, que expresan altos
niveles de miR-451, mientras que los linfocitos B y T expresan niveles elevados de miR-
223 (Kluiver et al. 2006; Merkerova, Belickova, y Bruchova 2008).

tRNAs

Estas moléculas son las moléculas principalmente utilizadas en esta tesis por lo que a
continuacion se procedera a dar detalle de cada una de estas con el fin de poder ubicar
autonomamente la intencion de cada ensayo experimental.

Los tRNA maduros tienen un extremo 5’-monofosfato y un extremo 3'-CCA. El
aminoacido se encuentra agregado sobre el extremo 3’ de la molécula, y su estructura
2D se asemeja a una hoja de trébol con bucles internos, el bucle T, el bucle D y el bucle
del anticoddn. Se sabe ademas que, si bien son moléculas extremadamente estables,
también pueden ser degradados (Martens-Uzunova, Olvedy, y Jenster 2013). Si bien los
tRNA estan considerados como parte del gran grupo de RNAs pequefios por tener
aproximadamente 73 nt de largo, no seran de mayor estudio en esta tesis, aunque si son
objeto de estudio en otros proyectos de nuestro laboratorio.

Por otra parte, los fragmentos de RNA de transferencia derivan de los tRNA, moléculas
encargadas de entregar aminoacidos al ribosoma durante la traduccion para sintetizar
proteinas. Los fragmentos de RNA transferencia (tRFs) son moléculas que derivan de
los tRNA, mencionados anteriormente. Podemos rastrear su descubrimiento hasta hace
ya casi 50 afios, momento en el que se consideraban un producto inevitable de la
degradacion del RNA transferencia, motivo por el que no despertaron mayor interés
hasta la era en la que se comenzaron a utilizar metodologias de secuenciacion profunda
(Borek et al. 1977; Li et al. 2018) (Borek, et al. 1977; Li et al. 2018). De cualquier modo,
ya desde 1979, se comenzo a imaginar que estas moléculas, hasta entonces producto
de degradacion, podrian ser marcadores indicativos de enfermedades como el cancer
(Speer et al. 1979). Tomo alrededor de 30 afios poder aislar un fragmento de tRNA por
primera vez (Martens-Uzunova et al. 2013).
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Los tRFs como las mitades de tRNA (tRNA-h), estan reportados en todos los dominios
de la vida, desde eucariotas a arqueas, lo que indica que estas moléculas pueden haber
estado jugando un rol en la evolucion de los diferentes organismos, desde humanos
(Lyons, Fay, et al. 2017) hasta protozoarios (Garcia-Silva et al. 2010). Asimismo, parece
relativamente probable que los tRFs estuviesen presentes en el camino de la evolucion
de los tRNA maduros (Kanai 2015). Estos fragmentos se han identificado en numerosas
enfermedades donde parecerian estar implicados en procesos relevantes, por ejemplo,
en enfermedades neurodegenerativas o en el cancer (Anderson e Ivanov 2014).

También se encontré conexiones entre varios virus y la produccion de diferentes
fragmentos de tRNA, como por ejemplo, el virus sincitial respiratorio (VSR) y la
produccion de tRF-5-GIuCTC (Wang et al. 2013).

También se sabe que estos fragmentos estan fuertemente correlacionados en diferentes
tipos de canceres. Hay varios RNAs derivados de tRNA dependientes de hormonas
sexuales (SHOT-RNAs por su sigla en inglés sex hormone-dependent tRNA-derived
RNAs) relacionados con cancer de mama y cancer de prostata (Honda et al. 2015). Este
es uno de los tantisimos ejemplos que se pueden encontrar en The Cancer Genome
Atlas, un repositorio donde se puede identificar diferentes fragmentos de RNA y su
expresion en diferentes tipos de cancer (Pliatsika et al. 2016; Pliatsika et al. 2018).

Se piensa que estas moléculas podrian ser parte de un mecanismo de sefalizacion
cuando la célula se encuentra en un marco de estrés de algun tipo. Ademas, se les ha
atribuido un potencial biomarcador como sefalizador de enfermedades, ademas de ser
agentes terapéuticos (Martens-Uzunova, Olvedy, y Jenster 2013). A continuacion se
categorizaran segun tipo y se denotaran algunas de sus funciones conocidas.

Fragmentos pequenos de tRNA

Los fragmentos de tRNA estan por lo general agrupados segun su largo, el dominio de
origen y su funcion, como se puede ver en la figura 3. Pueden ser subdivididos en dos
categorias: las mitades de tRNA (tRNA-h) y los fragmentos pequefios de tRNA (tRFs).
Los ultimos, son fragmentos de aproximadamente 20 nt de largo que pueden derivar
tanto del fragmento 3’ como del 5’ del tRNA progenitor (Martens-Uzunova, Olvedy vy
Jenster 2013). Comenzaron a despertar mayor interés al encontrarse presentes en
diferentes organismos y diferentes tipos celulares gracias a la tecnologia de
secuenciacion de alto rendimiento o de nueva generacion (HTS por su sigla en inglés).
De acuerdo con Anderson e Ivanov (2014), los tRFs se clasifican segun su biogénesis y
pueden derivar tanto de tRNAs maduros como de pre-tRNAs. Se los suele clasificar en
tres subespecies: los tRF-3, tRF-5, y los llamados 3’ U-tRF (o tRF-1, por otros autores),
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que corresponden al 3’ trailer de los pre-tRNAs, eliminado por la RNasa Z. Se piensa que
la biogénesis de los tRF-5 y tRF-3 se debe a un procesamiento especifico, ya que su
abundancia varia de acuerdo con la linea celular estudiada y también varia en funcion
de cual sea su tRNA progenitor. Sus extremos estan definidos con especial precision y
existen secuencias que son de alguna manera preferidas para el corte o clivaje. Su
denominacion depende de la porcion de la que el fragmento proviene con respecto al
tRNA precursor (es decir, de los extremos 5’ o 3’). Los tRF-3 derivan del clivaje en el
bucle T del tRNA, y poseen entre 13 y 22 nt de largo. Los tRF-5 provienen del clivaje del
bucle D del tRNA’ y poseen también unos 22 nt de largo. Sin embargo, hay autores que
llaman tRF-5 a fragmentos mucho mas largos, que pueden llegar hasta los 31 nt (Tuck
and Tollervey 2011) aunque, a los efectos de esta tesis, nos referiremos a dichos
fragmentos como mitades de tRNA (tRNA-h, ver seccion siguiente).

Si bien la mayoria de las revisiones en el tema proponer que la enzima Dicer es la
responsable de la generacion de los tRF-5 y tRF-3, lo que implicaria una similitud con la
biogénesis de los miRNAs, la base experimental que sostiene esta afirmacion no es tan
clara. Ademas, ciertos tRFs parecerian surgir con independencia de Dicer, aunque si
tendrian la capacidad de asociarse a proteinas Argonautas y ejercer funciones analogas
a las de los miRNAs (Kuscu et al. 2018).
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Figura 3: Biogénesis de tRFs. Los fragmentos estan coloreados de manera que se pueda
reconocer su origen y procedencia respecto al tRNA maduro precursor (o pre-tRNA para el
caso de los llamados tRF-1). Extraido y adaptado de (Sobala y Hutvagner 2011; Kumar, Kuscu
y Dutta 2016).

Mitades de tRNA (tRNA-h) (y tRNA-h generados por estrés (tiRNASs))

Las mitades de tRNA (tRNA-h) son fragmentos de tRNA cortados especificamente a nivel
del anticodon, con el fin de producir 5 tRNA-h de 30 a 35 nt de largo y 3’ tRNA-h de 40
a 50 nt de largo. A diferencia de los tRFs, cuya biogénesis no esta aun claro si es
regulada, las tRNA-h se producen tipicamente bajo condiciones de estrés (por ejemplo,
estrés oxidativo, nutricional, hipoxia) por Ribonucleasas de la familia A, como la
angiogenina (ANG) (Saikia et al. 2012). En consecuencia, las tRNA-h reciben también el
nombre de tiRNAs, o stress-induced tRNA fragments (la “i” indica que son inducibles por
estrés). A los efectos de esta tesis, nos referiremos a las tRNA-h como tiRNAs
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unicamente en los casos en que su induccion por estrés esté experimentalmente
demostrada. La endonucleasa ANG se encuentra generalmente en situaciones
fisiologicas formando un complejo con su inhibidor, RNH1, en el citoplasma (Li and Hu
2012). Bajo situaciones de estrés, ANG se desacopla del inhibidor y corta el tRNA a nivel
del anticodon, lo que genera las mitades 5’- y 3. Se conoce ademas que, ante situaciones
de estrés, la ANG nuclear (que actua como factor de transcripcion de la RNA polimerasa
|) se transloca al citoplasma bajo una forma desacoplada de su inhibidor. Esto genera
por tanto que el pool de ANG activa y libre en el citoplasma aumente y por tanto los
niveles de tiRNAs aumenten en consecuencia (Lyons, Fay, et al. 2017) como se muestra
en la figura 4.

A Unstressed

;RNH1 e ANG
S <
“E 8
S \l\ﬁ
Clivaje regulado ) 5tiRNA  3'tiRNA

Figura 4: Generacion de tiRNAs y posible rol de ANG en la comunicacion intercelular bajo
condiciones de estrés. En (a) se ve a ANG localizada principalmente en el nucleo de células
en estado fisiologico (sin estrés). La interaccion de ANG (en verde) con RNH1 (violeta) hace
que esté en estado inactivo. ANG puede ser secretada y captada por una célula vecina a
aquella que la secretd. En (b) se ve que durante el estrés (célula en rojo), ANG se desacopla
de RNH1 y se transloca del nucleo al citoplasma. Esto aumenta el pool de ANG libre en el
citoplasma. Asi sucede (c), la generacion de tiRNAs, donde ANG corta a nivel del anticodon.
Extraido y adaptado de (Lyons, et al. 2017). Como se discutira mas adelante, los autores
proponen también que el aumento en el pool de ANG libre en el citoplasma de células
estresadas podria implicar mayor liberacion de ANG al medio extracelular, y captacion de la
enzima por células vecinas. Implicando a ANG en una via de comunicacién intercelular
mediada por estrés.

Los tiRNAs estan reportadas como controladores de la traduccion y también cumplen un
rol en el silenciamiento del RNA (Fritz et al. 2016). Un claro ejemplo de esto son las
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mitades 5’-tiRNA-Cys/Ala, responsables de la inhibicion de la iniciacion de la traduccion
(Ivanov et al. 2011) lo que en algunos casos también induce el ensamblado de granulos
de estrés (Emara et al. 2010; Anderson y Ivanov 2014). Estan presentes en muchos
biofluidos; un claro ejemplo de ello es su circulacion por el plasma sanguineo (Dhahbi et
al. 2014), aunque también se los ha detectado en semen, donde podrian ser utilizados
como biomarcador para control de calidad en fertilizacion in-vitro (Hua et al. 2019).

Algunos autores han sugerido que, durante la biogénesis de las tRNA-h, primero se
remueve el extremo -CCA que esta unido al aminoacido y que una vez cumplido este
paso recién se puede dar lugar al corte en el bucle del anticodon. Este proceso puede
ser revertido si no se llegase a realizar el corte a nivel del anticodon (Kirchner and
Ignatova 2015; Lyons, Fay, et al. 2017), ya que la enzima TRNT1 podria reparar el dafo
una vez que el estrés desapareciera (Lyons, et al. 2017). Sin embargo, un preprint de
Pavel Ivanov y colaboradores demuestra que el orden de estos sucesos podria no ser
asi, y que el corte a nivel del CCA y del anticodén ocurre de forma independiente y
posiblemente es mediado por diferentes enzimas. Los autores observan, ademas, que
TRNT1 no repara los extremos -CCA in vivo luego del corte por la angiogenina (Akiyama
et al. 2019). Mas aun, la angiogenina pareceria ser parcialmente redundante para la
generacion de tRNA-h, que aun ocurre en ausencia de esta enzima (Su et al. 2019). Al
igual que la situacion descrita para los tRF-5 y tRF-3, la biogénesis de las tRNA-h o
tiRNAs aun no es clara del todo.

En un estudio reciente donde se analiza la funcion y biogénesis de fragmentos de tRNA
durante la maduracién de espermatozoides y la fertilizacion en mamiferos, se encontré
que los tiRNAs son escasos en las espermatogonias pero que incrementan su
concentracion con el avance de la maduracion en el epididimo. Alli, los futuros
espermatozoides aceptan RNAs extracelulares proveniente de los epididimosomas, una
suerte de EVs liberados por las células del epididimo. En particular, estos
epididimosomas parecen estar enriquecidos en mitades de tRNA de glicina (tiRNA-
GlyGCC, molécula central de esta tesis). Dentro del espermatozoide, se encontré que
las tiRNA-GlIyGCC reprimen genes asociados con el retroelemento llamado MERVL, lo
que estaria interfiriendo en la regulacion de retroelementos endogenos activos en el
embridn preimplantado y en genes ubicados en zonas del genoma adyacentes a estos
retroelementos (Sharma et al. 2015). En un estudio realizado en ratones se encontro
también que las tiRNA-Gly se veian alteradas en ratones sometidos a excesivo ejercicio
fisico (correr), lo que podria estar sugiriendo que los niveles de estas mitades en el
esperma de estos ratones podrian estar condicionando el fenotipo del comportamiento
de la descendencia (Short et al. 2017). Aunque estos resultados son aun controversiales,
el posible involucramiento de las mitades de tRNA de glicina en la herencia de los
caracteres adquiridos resulta una hipotesis intrigante.
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ti RNAGIy-GCC

Nuestro grupo esta especialmente interesado en las tiRNA-GlyGCC ya que desde un
comienzo se determin6 que estas mitades de tRNA eran muy abundantes (Tosar et al.
2015) e intrinsecamente estables (Tosar et al. 2018) en el medio extracelular. Se observo
que, de alguna manera, estas mitades sostienen su estabilidad frente a la accion de las
ribonucleasas que tenderian a degradarlas, aun cuando se encuentran,
mayoritariamente, fuera de las EVs (Tosar et al. 2015). Esto podria deberse tanto a su
unién especifica con proteinas extracelulares (formando ribonucleoproteinas, o RNPs
por su sigla en inglés) y/o con su capacidad de adoptar una configuracion tridimensional
que las vuelve insensibles a tales moléculas. Se determind in-silico que estas tiRNAs son
capaces de generar homodimeros, ademas de generar heterodimeros con mitades del
tRNA-GIuCTC (también abundantes a nivel extracelular). Mas aun, se validé que las
tiRNA-GlyGCC dimerizan espontaneamente en modelos in-vitro (Tosar et al. 2018)
creando estructuras como la representada en la figura 5. El largo de las secuencias
capaces de formar estas estructuras es de 30 o 31 nucledtidos. Este hecho tendra una
importante relevancia en esta tesis, por o que conviene sea recordado.

5’ 25U/C

4 GIyGCC/GIyGCC homodimero -20,0 ’u /mol
9GG/AA «=»» (6) (A) A DOOOOOC +2sp-9GG/AA
oo oo TaX .. 'o“«' > soana

25UIC 5
Figura 5: diagrama in-silico de la generacion espontanea de homodimeros 5’- tiRNA-
GlyGCC resistentes a degradacion por ribonucleasas. Adaptado de Tosar et al. 2018.

Empaquetado de RNA en EVs

El empaquetado de secuencias de RNA, tanto como de proteinas y de otras
macromoléculas, es uno de los temas mas controversiales en el mundo del RNA
extracelular. Por un lado, estan aquellos que fervientemente aseguran que el contenido
en la fraccion vesicular es un reflejo de aquello que se encuentra dentro de la célula,
proponiendo sistemas de cargado vesicular no selectivo, dirigido por la concentracion de
cada macromolécula a nivel intracelular (Tosar et al. 2021a). Por otra parte, estan
aquellos que se aferran al modelo de secrecidn selectiva, que propone un aparato de
empaquetamiento activo y dependiente de secuencia, y que involucraria proteinas vy
otras moléculas encargadas de permitir paso hacia el interior de las EV unicamente a
aquellos RNAs por los que estas proteinas presenten mayor afinidad.

Lo que si parece un consenso en el campo es que las EVs estarian sirviendo como
vehiculo para el cargado y transporte de moléculas que podrian estar funcionando como
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mediadores en la comunicacion intercelular, en la sefalizacion de enfermedades y como
potencial vehiculo de entrega de biofarmacos.

Mecanismo de empaquetamiento selectivo

El postulado principal sobre el que se construye este modelo implica que al momento de
la biogénesis de la vesicula extracelular existen macromoléculas encargadas de
seleccionar y dar paso al interior vesicular unicamente, o al menos preferentemente, a
aquellas moléculas que sean requeridas para el transporte y entrega del mensaje para
el que la EV estaria destinada. En consecuencia, el perfil de RNAs intravesiculares
distaria mucho del perfil de RNAs propios de la célula parental.

Como ya se ha dejado en evidencia anteriormente, existe un mecanismo por el que los
miRNAs pueden ser empaquetados dentro de vesiculas extracelulares. En algunos
trabajos se ha podido ver que los perfiles de miRNAs intracelulares y extracelulares no
son proporcionales, es decir, no son un reflejo entre ellos, lo que estaria indicando que
existe un mecanismo de seleccion que permitiria identificar cuales seran las secuencias
que entrarian dentro de las EVs (Valadi et al. 2007). Se han descrito motivos de
secuencia que parecerian estar encargadas de proveer el reconocimiento necesario para
ello, llamadas EXOmotifs (Villarroya-Beltri et al. 2013), aunque no todos los miRNAs
encontrados en EVs contienen dichos motivos. También se ha observado que células T
introducen selectivamente ciertos tRFs en MVBs, los cuales seran luego secretados al
espacio extracelular en EVs, y que este proceso es necesario para la activacion de la
repuesta inmune en ratones (Chiou, Kageyama y Ansel 2018).

Debido a este fendmeno, se han propuesto algunos grupos de proteinas que parecerian
estar involucradas en el transporte selectivo de miRNAs especificos al interior de las
EVs, al igual que en el proceso de seleccidon y de la actividad de los miRNAs en las
células de destino: hnRNPA2B1, YBX-1, entre otras (Villarroya-Beltri et al. 2013;
Goodarzi et al. 2015; Shurtleff et al. 2016). Se ha observado también que algunos de los
miRNAs que se incorporan dentro de exosomas estarian formando complejos
ribonucleoproteicos con proteinas de la familia AGO. Mas aun, se ha sugerido que los
sitios de ensamblado de los complejos AGO/miRNA se dan precisamente a nivel de la
membrana de los MVBs, lo que explicaria como estos complejos luego se cargan dentro
de las EVs (Jakymiw et al. 2007; Gibbings et al. 2009; Fritz et al. 2016).

La proteina YBX-1 se encuentra entre las preferidas para la seleccidon de
macromoléculas en EVs. Un estudio en el que se demuestra de manera clara este
proceso se realizo en el laboratorio del Dr. Randy Schekman, premio Nobel de Medicina
en 2013, donde los autores aislaron exosomas CD63+ que contenian una serie de
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miRNAs altamente enriquecidos en comparacion con los perfiles intracelulares. Se
encontré que particularmente miR-223 y miR-144 estaban enriquecidos en exosomas y
que miR-223 era empaquetado de manera selectiva en exosomas in-vitro por medio de
la proteina YBX-1. Ademas, descartaron un rol especifico de AGO2 (proteina de la familia
AGO) en el empaquetamiento de miR-223, como se habia propuesto con anterioridad
(Melo et al. 2014; Shurtleff et al. 2017) Un afio mas adelante, el mismo equipo propuso
el mismo rol para esta proteina, pero aplicado ahora a otros pequefios RNAs, tales como
tRNAs, Y-RNAs y Vault RNAs (Shurtleff et al. 2017). También se ha propuesto a YBX-1
como regulador de la formacién de granulos de estrés inducidos por 5’-tiRNA-Ala, lo que
vincularia a esta proteina en la respuesta celular frente a situaciones de estrés (Czech
et al. 2013; Lyons et al. 2016). Por ende, las células estresadas podrian empaquetar
ciertos RNAs especificos en sus EVs, contribuyendo asi a las vias de comunicacion
intercelular mediadas por RNAs extracelulares, motivo de estudio de esta tesis.

Mecanismo de empaquetamiento no selectivo de RNAs en EVs

Como dijimos, el modelo de empaquetamiento selectivo se fundamenta en la
observacion de que los perfiles de miRNAs u otros RNAs son muy diferentes entre
muestras pareadas intra- y extracelulares. Sin embargo, otros estudios, incluidos trabajos
de nuestro propio grupo, han observado exactamente lo contrario: los miRNAs mas
abundantes dentro de la célula son también los mas abundantes en las EVs, y viceversa
(Turchinovich et al. 2011; Tosar et al. 2015). Lo que estos estudios tienen en comun es
el uso de medios libres de suero bovino fetal, como se explicara a continuacion.

Es muy importante mencionar que recientemente se descubrid que particulas
provenientes del suero fetal bovino con el que se complementan los medios para cultivo
de células son una fuente importante de miRNAs y otros RNAs contaminantes. Y esto
ocurre aun cuando se ultracentrifuga el suero fetal bovino para eliminar sus vesiculas
extracelulares (Wei et al. 2016). La mayor problematica es que los procesos mas
habituales de deplecion de EVs del suero incluyen ultracentrifugacion, lo que no logra
remover todas las vesiculas extracelulares provenientes del suero, ni mucho menos los
complejos ribonucleoproteicos solubles presentes en el mismo. Se demostr6 que estos
RNAs contaminantes estan compuestos por miRNAs, snoRNAs, fragmentos de tRNAs y
rRNAs, y mas del 70% permanece en la muestra incluso luego del proceso de
sedimentacion. Se encontré que el miR-122, que previamente habia sido identificado
como enriquecido en EVs, seria un artefacto proveniente del suero fetal bovino, asi como
el miR-451a, el miR-1246, miR-148a-3p y muchos otros, ya que, al utilizar medio sin
complementar con suero fetal bovino, dichos miRNAs desaparecian de contexto (Wei et
al. 2016; Tosar et al. 2017).
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La contaminacion como fuente artefactual de RNAs altamente enriquecidos a nivel
extracelular (Wei et al. 2016; Tosar et al. 2017; Auber et al. 2019) dinamita las bases
empiricas que sostienen al modelo de secrecion selectiva (Tosar et al. 2021a). Ademas,
trabajos previos de nuestro grupo realizados en medio libre de suero mostraron perfiles
de miRNAs altamente correlacionados entre muestras intra- y extracelulares (Tosar et al.
2015). Si bien estos son hallazgos importantes en el campo, particularmente para evaluar
el tipo y la metodologia de los ensayos experimentales que integran procesos de
sedimentacion, no se descarta de ninguna manera la posibilidad de que el proceso de
empaquetamiento selectivo sea una opcidn posible, o bien que ambos mecanismos de
liberacion puedan ocurrir en simultaneo (Temoche-Diaz et al. 2019; Tosar et al. 2021a).

EVs como método de entrega (“delivery”’) de macromoléculas

Todavia no se conoce con claridad si las EVs tienen la capacidad de reconocer un tipo
celular en especifico o si se internalizan al momento del contacto con la célula blanco
adecuada, pero si se sabe que existen algunos tipos de proteinas de EVs que interactuan
con receptores de membrana en células blanco (Mulcahy, Pink y Carter 2014) como por
ejemplo integrinas exosomales especificas que redireccionan exosomas a 06rganos
especificos: tropismo exosomal dirigido por ITGB4 e ITGBs (Hoshino et al. 2015). Por esto
mismo es que uno de los factores clave para la internalizacion es la integridad estructural
tanto de la EV como de la célula que la va a internalizar. La EV puede entrar en contacto
con la membrana plasmatica de la célula receptora y fusionarse de manera que el
contenido se internaliza directamente en el citoplasma (Janas et al. 2015), o bien
internalizarse mediante endocitosis mediada por receptor (Janas et al. 2015).
Alternativamente, las EVs también podrian quedar conectadas a las células mediante los
receptores de membrana y esto podria disparar mecanismos de sefalizacion
intracelulares sin necesidad de internalizar su contenido dentro del citoplasma (Feinberg
y Hunter 2003). EI mecanismo de internalizacion mediado por endocitosis se puede dar
de varias maneras, por ejemplo, endocitosis mediada por clatrinas (receptores de
lipoproteinas), mediada por caveolinas, mediada por balsas lipidicas, macropinocitosis y
fagocitosis, aunque estos tipos de internalizacion dependen del tipo celular de estudio
(Abels y Breakefield 2016).

Se ha visto que un factor importante en la internalizacién de EVs en células blanco son
unas moléculas llamadas heparan sulfato proteoglicanos, presentes en la membrana
plasmatica de la célula que va a recibir las EVs, ya que si la muestra contiene heparina
0 se expone a esta, la receptibilidad disminuye significativamente (Atai et al. 2013;
Christianson et al. 2013). El pH acido del microambiente tumoral también favorece la
internalizacién espontanea de EVs en la célula (Parolini et al. 2009). Se ha podido
observar también que existen ciertas integrinas que favorecen la captacién de EVs
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provenientes de ceélulas de tumor. Estas EVs podrian estar influenciando de alguna
manera la metastasis de un érgano, ya que se demostroé que estas integrinas generan
organotropismo selectivo y redistribuyen la metastasis. Ademas, observaron que
diferentes integrinas exosomales activan genes S100 y podrian ser utilizadas ademas
como biomarcadores de cancer (Hoshino et al. 2015).

Los cambios a todo nivel, gendmico, transcriptémico y protedbmico, que genera el
contenido de las EVs al llegar a la célula receptora son un marco de estudio
multidisciplinario que recién se esta comenzando a abordar.

¢ Qué sucede en la célula receptora al arribo de los fragmentos de tRNA?

Parece ampliamente aceptado el hecho de que las EVs podrian ser utilizadas como
meétodo de entrega de RNAs terapéuticos. La pregunta ahora consta en dilucidar si los
fragmentos de tRNA en vesiculas extracelulares podrian ser utilizados, en primer lugar,
como biomarcadores de enfermedades y en segundo lugar, comprender la biologia que
esta detras de un posible mecanismo de transferencia intracelular de mitades de tRNA
por EVs. Ademas, estos estudios podrian ayudarnos a comprender el rol de las EVs
como transportadoras de RNAs entre células, lo que podria tener impacto futuro en el
desarrollo de biofarmacos. Pero la pregunta clave es qué sucede internamente en la
célula receptora durante y luego del arribo de tales fragmentos, ademas de comprender
los diferentes mecanismos que permiten que estos cambios sucedan.

Se sabe que en embriones de raton, los fragmentos de tRNA modulan la expresion de
RNAs no codificantes y de histonas, por tanto, tienen capacidades de reorganizacion de
la cromatina, ademas de afectar la expresion de algunos genes (Sharma et al. 2015;
Boskovic et al. 2020).

Se propone también que algunos fragmentos de tRNA dentro de exosomas funcionan de
manera paracrina entre células del sistema inmune en respuesta a infeccién por el virus
de Epstein-Barr (EBV) (Pegtel et al. 2010) aunque aun se conoce poco acerca del rol de
estas moléculas en la infeccidn del virus.

Se plantea también que las modificaciones post-transcripcionales en los RNAs pequefios
pueden estar jugando un rol crucial también en la manera en la que la célula puede estar
interpretando los mensajes, ademas de jugar un rol en la estabilidad de la molécula, por
tanto, conduciendo su propdsito por diferentes caminos. También se plantea que estas
modificaciones podrian generar un marco de trabajo al momento de disefiar biofarmacos
con potenciales usos en la industria biofarmacéutica (Zhang et al. 2016).
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Hace alrededor de cinco afios se realizé el primer metaanalisis de fragmentos de tRNA,
lo que revel6 que estan presentes a través de todos los dominios de la vida. Se observo
que estan conservados evolutivamente y también que pueden estar asociados a
proteinas AGO para cumplir un rol de reconocimiento de blancos de RNA especificos
(Kumar et al. 2014).

A medida que las tecnologias de secuenciacion se perfeccionan, se pueden comenzar a
estudiar con mayor profundidad algunas de las funciones de algunos fragmentos de
tRNA. En el marco de esta tesis, un aspecto de mayor importancia es entender los
mecanismos en los que los tiRNAs se desenvuelven a nivel intracelular, para luego poder
evaluar si mecanismos similares se podrian inducir en células blanco frente a la llegada
de tiRNAs encapsulados dentro de vesiculas extracelulares. Se conoce, como ya se dijo,
que al inducir estrés se generan tRNA-h (i.e., tiRNAs) mediante el corte de los tRNA
maduros por la proteina angiogenina. Sin embargo, al aumentar la concentracion de
tiRNAs, los tRNA maduros no disminuyen apreciablemente (Yamasaki et al. 2009; Saikia
et al. 2012). Por tanto, esto indicaria que la generacion de estas mitades no regula la
traduccidn de proteinas mediante afectacion del pool de tRNAs traduccionalmente
activos, sino que regulan otros procesos especificos de una forma mucho mas directa.
En otras palabras, los tiRNAs no serian un accidente de un proceso degradativo, sino
que serian un producto cuya biogénesis es regulada en respuesta a estimulos. Por
ejemplo, se observo que al transfectar células U2-OS humanas con mitades 5’ tiRNA-Ala
y Cys se inhibe la traduccién en reticulocitos de ratén ya que se desacopla el factor
elF4G/A de los RNAs mensajeros (Emara et al. 2010; Ivanov et al. 2011; Lyons et al.
2020). Se sabe también que estas mitades estan presentes en procesos como la
apoptosis celular. Mediante estrés hiperosmaotico, los tiRNAs generados por angiogenina
se unen (con mayor o menor afinidad) al citocromo c e inhiben la union de citocromo ¢
con el factor activador de proteasas apoptoético 1 (APAF1), que es importante para la
formacion del apoptosoma y el comienzo de la muerte celular (Saikia et al. 2014). Se ha
reportado también que los tiRNAs se unen a la proteina Dicer, saturando su sitio de union
por ende reduciendo su habilidad para cortar RNAs de doble hebra (Durdevic et al. 2013).
Por otra parte, se piensa que la generacion de tiRNAs esta conectada a la naturaleza
intrinseca del estrés al que se somete a la célula (Mishima et al. 2014). Se conoce
también que los tiRNAs generados por el corte de angiogenina también se encuentran
en el marco de las respuestas celulares a las infecciones virales, donde la generacion de
5 tRNA-GIUCTC promueve la replicacion del virus sincitial respiratorio en las células
infectadas (Wang et al. 2013).

El grupo de Pavel Ivanov y Paul Anderson, con quienes nuestro laboratorio ha estado

colaborando desde hace algunos afos, observd que las tiRNAs pueden estar
relacionadas con el mantenimiento y la regeneracion de neuronas (lvanov et al. 2014).
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Observaron también que las células motoras humanas internalizan de manera
espontanea las mitades 5 tiRNA-Ala para sobreponerse a la apoptosis inducida por
estrés, lo que podria tener grandes implicancias en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

El punto general es que los fragmentos de tRNA inducidos por estrés estan implicados
en varias enfermedades y se han descrito abundantes mecanismos moleculares donde
estos fragmentos estan directamente implicados. Aqui solo hemos enlistado algunos a
modo de ejemplo. Durante cierto tiempo se pensd que estos fragmentos eran el mero
producto de la degradacién de tRNAs, aunque ahora se acepta su accion como una
nueva familia de sRNAs. Sabemos que se producen como respuesta al estrés de
diferente indole mediante el corte en sitios especificos del anticoddn, o de los loops D y
T del tRNA. Todo esto sugiere fuertemente que nos encontremos frente a entidades
biologicamente relevantes para el control de la expresién génica a nivel intracelular. Lo
que en esta tesis nos preguntamos es qué rol podrian tener las mitades de tRNA,
particularmente las de glicina, en la comunicacion intercelular, a sabiendas de su ubicua
presencia y alta abundancia a nivel extracelular (Tosar y Cayota, 2020).
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Hilo conductor de trabajo y antecedentes inmediatos

Fraccion EV

-

Fraccién soluble
no vesicular

Figura 6: Hipotesis central de este trabajo. Al estresarse la célula “donadora” de EVs (rojo)
se desacopla ANG de su inhibidor para generar tiRNAs (tiRNA-GlyGCC sera el de mayor
interés en este trabajo), los cuales se empaquetan en EVs o se exportan como complejos
RNPs y/o como dimeros de RNA desnudo (Tosar et al. 2018), ademas de poder generarse
en el espacio extracelular a partir del clivaje de tRNAs extracelulares no vesiculares (Tosar et
al. 2020). Las EVs son internalizadas por células “aceptoras”, induciendo cambios a nivel
transcriptomico en las mismas. Por consiguiente, nos preguntamos ¢ Tienen las mitades de
tRNA de glicina empaquetadas en EVs la capacidad de actuar como moléculas sefializadoras
del estrés celular entre células? ¢Y qué hay de las mitades no vesiculares?

Desde hace ya una década se sabe que los RNAs pequefios tienen la capacidad de
regular la expresion génica y que estan involucrados en numerosas enfermedades, todo
esto expresado anteriormente. Ademas, se sabe que las tRNA-h se inducen por estrés y
regulan ademas procesos vinculados al control de la expresion génica precisamente en
situaciones de estrés, ya sea durante el arresto traduccional temprano como en la
posterior reactivacion de la traduccion cuando las condiciones de crecimiento son mas
favorables (Ivanov et al. 2014; Kim et al. 2017).

Hace ya algun tiempo, el grupo en el que trabajo, descubrié que células humanas tienen

la capacidad de liberar tRNA-h en vesiculas extracelulares, asi como también liberarlas
al medio extracelular en forma de complejos solubles no vesiculares (Tosar et al. 2015).
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Sorprendentemente, nuestro grupo observé que la inmensa mayoria de las tRNA-h
extracelulares se encontraban fuera de las EVs. Mas aun, estas tRNA-h extracelulares
no vesiculares poseian un sesgo muy marcado hacia mitades 5 'de tRNA de glicina o de
acido glutamico de exactamente 30 o 31 nucledtidos de largo.

En trabajos posteriores, se descubrié que la presencia de tRNA-h-GlyGCC en la fraccion
extracelular no vesicular se debe, muy probablemente, a su capacidad de formar
homodimeros y heterodimeros con otras tRNA-h (Gly-Gly/Gly-Glu), lo que las vuelve
reistentes a las acciones de las ribonucleasas extracelulares, como ya se explicé (Tosar
et al. 2018). Un detalle importante a los efectos de esta tesis es que la capacidad de
formar homodimeros pareceria restringirse a los fragmentos de 30 o 31 nucledtidos, que
son ligeramente mas cortos que los productos surgidos a partir de un corte unico a nivel
del anticodon (35 nt).

En trabajos posteriores del grupo se observo que la célula en realidad libera tRNAs
completos al medio extracelular, tanto dentro como fuera de vesiculas. Mientras que los
tRNAs completos parecerian ser estables dentro de las EVs, son rapidamente
degradados por las RNasas extracelulares cuando se encuentran fuera de las mismas.
Esto provoca una rapida desaparicion de los tRNAs completos extracelulares no
vesiculares, y el consecuente aumento y acumulacion de las tRNA-h-GlyGCC (Tosar et
al. 2020), presuntamente a causa de su capacidad de formar dimeros resistentes a la
degradacion. Prueba de esto es que, mientras que las mitades que se generan
inicialmente tienen 35 nucledtidos de largo, solamente se pueden observar los
fragmentos de 30 o 31 nucledtidos cuando la actividad RNasa extracelular es alta y no
esta experimentalmente inhibida. En soporte de esta hipotesis de biogénesis extracelular
de las mitades de tRNA, el grupo de Thomas Gingeras en CSHL publicé en paralelo un
trabajo en el que se arribo a idénticas conclusiones a partir de una metodologia ortogonal
(Nechooshtan et al. 2020).

Lo que estos trabajos nos muestran es que el procesamiento extracelular (Tosar et al.
2020; Nechooshtan et al. 2020) acoplado a la estabilidad extracelular diferencial (Tosar
et al. 2018, 2020) puede provocar un enorme enriquecimiento de ciertos RNAs
especificos a nivel extracelular, sin la necesidad de que intervengan procesos de
liberacion selectivos. De hecho, las tRNA-h-GlyGCC no parecerian estar liberandose al
medio extracelular en calidad de tales. Sumado a los efectos de la contaminacién
discutidos mas arriba, todos estos resultados dan soporte a la hipotesis de liberacion no
selectiva de los RNAs. Esto sugiere poner una mirada diferente en la comunicacion
intercelular, pues implica que las variaciones en los niveles de ciertos RNAs a nivel
intracelular se verian reflejadas también a nivel extracelular, lo que permitiria a las células
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‘comunicar” su estado metabalico a las células vecinas de una forma dinamica y eficiente
(Tosar et al. 2021a).

En esta tesis, nos propusimos dotar de sustento empirico a este modelo, que hemos
dado a llamar “la analogia del interferon” (Tosar et al. 2021a). Brevemente, lo que
proponemos es que la célula sometida a estrés sobreexpresaria ciertos tRNA-h, que
como consecuencia se empaquetarian en EVs y se transferirian a otras células, las
cuales podrian decodificar esta informacion mediante, por ejemplo, cambios en la tasa
global de traduccion (efecto demostrado para varios tiRNAs, lvanov et al. 2011 y trabajos
posteriores). Esto permitiria a las células montar una respuesta a estrés a partir del
sensado, no ya de condiciones de crecimiento adversas, sino de moléculas
extracelulares liberadas por células vecinas sometidas a estrés (Figura 6). Podria ser,
pues, un mecanismo de preparacion frente a condiciones de crecimiento adversas
inminentes. Ademas de la presencia de tRNA-h en EVs, nos cuestionamos si las células
muertas — que liberan tRNAs a la fraccion no vesicular del medio extracelular, a partir de
los cuales se generan dimeros de tiRNA-GlyGCC de 30-31 nt (Tosar et al. 2020), podrian
estar jugando también un rol en la comunicacion intercelular (Figura 6).

En parte, el objetivo de dotar de sostén experimental este modelo de trabajo fue iniciado
en la tesis de maestria de la Mag. Fabiana Gambaro, con quién tuve el gusto de compartir
mis primeros meses de trabajo en el laboratorio. En su tesis, Fabiana logré demostrar
que la sobreexpresion de tRNA-h-GlyGCC mediante transfeccion de células MCF-7
provocaba no solo un aumento a nivel intracelular, sino también a nivel de las EVs
liberadas por las células transfectadas asi como en células sometidas a estas EVs
(Gambaro, 2019; Gambaro et al. 2019). Mas aun, Fabiana demostré que la capacidad
de un RNA cualquiera de ser empaquetado en EVs depende no tanto de su secuencia,
sino de su estabilidad, pues es la estabilidad la que impacta de forma directa en su
concentracion intracelular. Mediante estas observaciones brindd evidencia a favor del
empaquetamiento no selectivo de RNAs, lo cual constituye uno de los postulados en los
que se basa la mencionada “analogia del interferén”, esquematizada en la Figura 6. Sin
embargo, las mitades de tRNA utilizadas en su tesis fueron aquellas que en realidad se
acumulan en fracciones no vesiculares del medio extracelular, quedando dudas sobre si
la transferencia intracelular de tiRNA-GlyGCC de 30-31 nt (diméricas) constituyen un
modelo adecuado para estudiar la comunicacion intercelular en contextos de estrés.
Ademas, los efectos inducidos por estas mitades a nivel de las células aceptoras no
llegaron a ser estudiados.
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Hipotesis general

La célula, ¢ puede comunicarle su estado metabdlico a otra célula del organismo con la
que no mantenga contacto fisico? Sabemos que el estrés produce una serie de
fragmentos de RNA de transferencia (tRFs) que son importantes para el control de la
expresion génica de la célula estresada (Yamasaki et al. 2009; Garcia-Silva et al. 2010;
Ivanov et al. 2011; Goodarzi et al. 2015; Honda et al. 2015; Tosar et al. 2015; Wei et al.
2016; Tosar et al. 2017; Kim et al. 2017). En esta tesis, nos preguntamos si dichos
fragmentos de tRNA inducibles por estrés (tiRNAs) pueden liberarse al medio
extracelular, ser captados por otras células, e inducir cambios en la expresion génica de
las células que los reciben. Este tipo de modelo, que hemos denominado “la analogia del
interferon” por su analogia con la sefalizacion paracrina mediada por interferon en
células infectadas por virus (Gambaro et al. 2019; Tosar and Cayota 2020; Tosar et al.
2021a), sugeriria que una célula es capaz de “advertir’” sobre condiciones de crecimiento
adversas inminentes a células de su entorno. Esta analogia también propondria que tal
mecanismo estuviese mediado por mitades de tRNA (tRNA-h). Este modelo requiere de
evidencia experimental que sustente su atractivo para poder homologar la analogia con
aquella del interferén. En esta tesis, hemos continuado con trabajos anteriores del grupo
para optimizar un modelo de trabajo que permita abordar experimentalmente esta
cuestion.
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Objetivo

Determinar con precision el tipo, tamario e identidad de las tRNA-h que se sobreexpresan
en situaciones de estrés y poner a punto un modelo que permita estudiar su rol en la
comunicacioén intercelular mediada por RNAs extracelulares.

Objetivos especificos del trabajo

1. ¢Cuales son los tRFs/tRNA-h mas producidos fruto de la induccién de estrés celular?

2. ¢Cual es la estabilidad intracelular de los tiRNAs mas producidos? ¢ Coémo impacta
en esto el tipo celular en el que se realizan los experimentos? Estos tiRNAs, ¢se
pueden empaquetar en EVs?

3. Si los tiRNAs mas producidos logran empaquetarse en EVs, ;se pueden transferir
entre células? ¢ Cual es el mecanismo de captacion y cual es la cinética del proceso?
¢ Cual es la estabilidad intracelular de estos tiRNAs en células aceptoras?

4. ¢Qué cambios inducen estos tiRNAs en las células receptoras? (como perspectiva
hacia trabajos futuros; esta pregunta transciende los limites especificos de esta tesis).
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Materiales y métodos

Cultivos celulares

Para la realizacion de este trabajo se utilizd células humanas de las lineas MCF-7
(epiteliales de adenocarcinoma de glandula mamaria) (ATCC® HT-B 22), U-2 OS
(osteosarcoma de hueso) (obsequio del Dr. Pavel lvanov; Harvard Medical
School/Brigham and Women s Hospital en Boston, MA) y U2-OS GFP+, y U2-OS ARNH1
(de la misma procedencia). Las células se cultivaron bajo atmdsfera en control a 37°C y
5% CO: utilizando medio DMEM con alto contenido de glucosa, GlutaMAX'y piruvato de
sodio (Gibco, ThermoScientific), complementado al 10% con suero fetal bovino (FBS,
Gibco), de procedencia: Brasil. Las células ARNH1 fueron obtenidas mediante edicidon
genomica por CRISPR/Cas9 segun se describe en Akiyama et al. 2019. Todas las lineas
se cultivaron en ausencia de antibioticos, realizandose controles periédicos para
descartar contaminacién microbiana, incluyendo Mycoplasma spp. (por PCR 'y
microscopia de fluorescencia)

Para el mantenimiento de las lineas celulares, se las dejo llegar hasta un 90% de
confluencia en botellas de 75 cm?® (en adelante, T75) para luego proceder a repicar. Este
proceso se realizd con Tripsina-EDTA al 0.05% (Gibco), conteo celular para transferir un
numero deseado de células a una nueva botella T75 y posterior cultivo en las condiciones
mencionadas anteriormente (siembra: 500.000 células en el caso de U2-OS y un millén
en el caso de MCF-7). Para la realizacion de los distintos ensayos, las células se
repicaron 24 horas antes de la realizacién de los mismos, sembrando el numero de
células pertinentes para cada experimento.

Cabe recordar la importancia de realizar los ensayos de purificacion de RNAs
extracelulares con medio de cultivo sin complemento de suero fetal bovino, a efectos de
evitar la contaminacion con RNAs séricos, segun fuera antes descrito (Wei et al. 2016;
Tosar et al. 2017). Para ello, se utilizé el medio Mammary Epitelihal Growth Medium
(MEGM, Lonza), con todos los aditivos incluidos en el kit, a excepcion de los antibioticos
y el extracto de glandula pitutaria bovina.

Induccion de estrés con NaAsO»

Para realizar ensayos de induccion de estrés sobre células U-2 OS, se creci6 las células
hasta 80% de confluencia en medio completo (DMEM + 10% FBS). Se retir6 el medio
condicionado y se cambio por medio fresco al que se le adicion6 una disolucion acuosa
de arsenito de sodio (Sigma Aldrich) a 500 uM o 2000 uM durante dos horas. Cumplidas
las dos horas, se retird el medio condicionado y se lavé tres veces la monocapa celular
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con DPBS (Gibco). En ciertos ensayos, se agrego posteriormente medio fresco sin
arsenito (con o sin FBS, segun el caso) y se incubd a las células por 6 horas adicionales
(ensayos de evaluacion de recuperacion de niveles de fragmentos endégenos inducidos
por estrés).

Extraccion de RNA

Se trabajo en todo momento en condiciones “RNase-free”, con reactivos y material de
plastico RNase-free certificado.

Las extracciones de RNA se realizaron con TRIzol y TRIzol LS (en el caso de partir de
muestras liquidas) (Life/ThermoScientific) y de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, con ciertas modificaciones que se describen a continuacion. Se agrego 500
WL de TRIzol por pocillo en el caso de placas de seis pocillos, 1 mL en botellas T25 o0 3
mL en botellas T75. Para extracciones de RNA de EVs, se agregd 500 L a la muestra,
tanto para el caso de las fracciones provenientes de gradientes de densidad como para
el caso de “pellets” de ultracentrifugacion. El TRIzol se incub6 con las muestras por cinco
minutos a temperatura ambiente o se colocd a -20°C hasta realizar la extracciéon. Se
agrego 100 pL de cloroformo (por cada 500 pL de TRIzol) y se agit6 fuertemente hasta
que se generara una mezcla relativamente homogénea. Luego, se centrifugo a 12.000 x
g y a 4°C durante 15 minutos. Luego, se extrajo la fase acuosa de la muestra (dejando
un pequefio remanente de fase acuosa de unos 5 mm de altura medidos desde la
interfase, para retirar la menor cantidad de DNA posible). Se agregd posteriormente 500
WL de isopropanol (o 1:1 partes de isopropanol por parte de fase acuosa). Para casos
donde se extrajeran cantidades pequefias de RNA (ej: purificacion de EVs o extraccion
de RNA intracelular partiendo de menos de un millén de células) se adicion6 0.5 pL de
glucogeno como agente coprecipitante (Glycogen Blue, RNase-free, ThermoScientific).
Se agité vigorosamente y se dejé incubar dos minutos a 4°C. Las muestras se
centrifugaron bajo las mismas condiciones que en el caso anterior. Se descarto el
sobrenadante y se agrego 500 pL de etanol 80%, para luego centrifugar a 7.500 x g por
cinco minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y, solamente para muestras donde el
RNA fuera a utilizarse para SL-RT-gPCR, se reprecipitd el pellet, agregando 22 pL de
acetato de sodio 3M pH 5,2 y 200 pL de etanol frio, incubando la reaccién durante 30
minutos a -20°C. Se centrifugo, se lavo el pellet con 500 uL de etanol 80% y se volvio a
centrifugar en las condiciones antes descritas. Luego, se dejo secar el pellet a
temperatura ambiente, evitando deshidratarlo, durante un maximo de 30 minutos. La
muestra se resuspendio en 20 pyL de agua libre de RNasas y se cuantificé utilizando un
Nanodrop 1000 (ThermoFisher Scientific).
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Solamente en el caso de muestras que se fueran a secuenciar, durante la extraccién de
RNA por TRIzol se agregd 0.25 yL de GlycoBlue Coprecipitant™ (ThermoFisher
Scientific) por cada muestra al isopropanol. El pellet final se re-purifico utilizando el Kit
T2030L Monarch RNA CleanUp kit (New England Biolabs, NEB), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Tratamiento con DNasa |

Para los ensayos de RT-gPCR, el RNA extraido se traté con DNasa | recombinante de
pancreas bovino, libre de RNasas (Roche). Se realiz6 alicuotas de 30 pL a 10 ng/uL, a
las que se les agregd 1 pL de DNasa | y 3 pL del buffer de incubaciéon 10X. Las muestras
se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, y luego se inactivo la enzima por
calor durante 5 minutos a 75°C previo al almacenamiento de las muestras tratadas a -
20°C. Es importante sefialar que este paso de tratamiento no se realizé en caso de
muestras analizadas por “Northern blot” por dos razones principales: i) la técnica permite
distinguir claramente si se esta analizando DNA o RNA a partir de su tamaio vy ii) la
incubacion con la enzima puede provocar una fragmentacion del RNA en la muestra,
interfiriendo con la interpretacion de los resultados (ya que estamos interesados en el
estudio de fragmentos de RNA producidos por la célula en condiciones de estrés).

Transfeccion de células con oligonucleétidos

Para realizar la deteccion in situ de oligonucleétidos marcados com biotina mediante
ensayos de microscopia de fluorescencia, se sembré 5x10° células MCF-7 en cada
pocillo de una lamina para microscopia de 10 pocillos, 24 horas previo al experimento.
Posteriormente, se incub6 en medio conteniendo 10% FBS a 37°C y 5% CO.. Las células
fueron transfectadas directamente en el pocillo siguiendo el siguiente protocolo: se lavo
cada pocillo con DPBS tres veces y luego de preparar e incubar los mixes de la Tabla 1,
se incubo las células en cada pocillo con 100 pyL del mix con el RNA de interés. Pasados
los 30 minutos de transfeccion, se lavo tres veces con DPBS y se agrego medio fresco.

En caso de que la transfeccion se realizara en platillos de 6, 12 o0 24 pocillos, el protocolo
de lavado y transfeccion fue el mismo, aunque aumentando los volumenes para suplir
con el volumen total del pocillo.

A continuacion se presenta la formulacion del volumen de transfeccion que se agrego:
una mezcla de lipidos cationicos (Lipofectamina 3000, ThermoFisher Scientific) y RNA
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante y utilizando los volumenes indicados en
la Tabla 1.
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Tabla 1: Preparacion del volumen de transfeccion

Volumen de transfeccion por reaccién
Mix 1 Mix 2
OptiMem: 25 pL OptiMem: 25 pL
Lipofectamina 3000: 1 pL RNA (stock 100 puM) [final/400nM]: 2 pL
P3000: 1 uL

Ambos “mixes” se prepararon por separado y, posteriormente, se los incubd juntos
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se adicioné a dicha mezcla 445,8 uL de
OptiMEM y los 500 pL totales se agregaron a cada pocillo de las placas de 6 0 12 “wells”.
En el caso de las transfecciones en laminas para microscopia, solamente 100 yL del
volumen total de transfeccién se agregd por pocillo. Se incub6 las células durante 30
minutos a 37°C y 5% CO.. Cumplido el tiempo, se lavo tres veces con DPBS a los efectos
de eliminar cualquier resto de RNA que pudiera quedar como remanente en el medio
extracelular. Este punto es critico y la eliminacion de dichos remanentes mediante este
protocolo fue evaluada rigurosamente y validada durante la tesis de maestria de la Mag.
Fabiana Gambaro (Gamabro, 2019). Se optimizé el numero de células a plaquear en
cada condicion para tener la maxima eficiencia de transfeccion con la menor citotoxicidad
posible.

A continuacion se presenta una lista de los RNAs sintéticos utilizados en este trabajo,
obtenidos de IDT (Integrated DNA Technologies). Los oliognucleétidos en cuestidon son
todos de RNA (2'-OH) y presentan ademas un grupo 5’ fosfato, salvo que se indique lo
contrario. Fueron purificados por el fabricante por desalado estandar, y resuspendidos
en nuestro laboratorio en agua libre de RNasas, conformando stocks a 100 uM, los
cuales se almacenaron en alicuotas a -80°C.

Tabla 2: Listado de secuencias de oligonucleétidos de RNA sintéticos utilizados para la
transfeccion de células. Las bases subrayadas son aquellas que no concuerdan con la
secuencia original. Para realizar ensayos de microscoia fluoroconfocal, se utilizaron
oligonucleétidos con las mismas secuencias pero con un grupo biotina en el extremo 5’. La
letra “K” corresponde a bases degenerados G, U (mezcla de ambas en parte iguales).

ID Largo Secuencia

5’ tiRNA-

30 |5 /PIGCAUUGGUGGUUCAGUGGUAGAAUUCUCGC 3
GlyGCC
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SURNA- | 5, |5 /P/GUAUAGGUGUGUCGGUAGUAGUAUCCUCGC 3
GIy/SCR

5 iRNA- , '
BOCO 35 |5 /PIGCAUKGGUGGUUCAGUGGUAGAAUUCUCGCCUGCC 3
glgg\gg 35 |5 /PIGUAKAGGUGUGUCGGUAGUAGUAUCCUCGCGCUCC 3'

Deteccion de RNAs pequenos mediante SL-RT-gPCR

Este proceso cuenta de dos pasos para la deteccion tanto de los miRNAs que se
utilizaron como genes housekeeping asi como a las tRNA-h sintéticos: la
retrotranscripcion del RNA a cDNA utilizando una transcriptasa reversa y un cebador (en
adelante: primer) autocomplementario con estructura de bucle-horquilla (stem-loop, en
inglés, o SL) y la cuantificacion en tiempo real por PCR. Por consiguiente, el método
recibe el nombre de SL-RT-qPCR (stem-loop retrotranscription quantitative PCR, por su
sigla en inglés). En el primer paso, el de la retrotranscripcion, se utilizé primers SL que
se hibridaron al extremo 3’ de la secuencia de RNA deseada en sus ultimas seis bases
y se retrotranscribieron con la transcriptasa reversa (Superscript |l, ThermoScientific). Se
utilizé este procedimiento para la realizacion de estos experimentos dado que las
metodologias de RT-gPCR necesitan de un amplicon de al menos el doble del tamaio
de los RNAs pequeios a medir aqui. La estabilidad del bucle del primer SL y sus 6 bases
complementarias a las ultimas seis bases de la secuencia de interés hacen que no le sea
posible aparearse (annealing) al pri-miRNA o pre-miRNA presentes en la muestra. Por
otro lado, si el extremo 3’ estd degradado no es capaz de reconocerlo y no lo
retrotranscibiria (Chen et al. 2005; Kramer 2011). Del mismo modo, el método también
es selectivo para fragmentos de tRNA respecto de los tRNAs precursores (Tosar et al.
2018).

RNA pequeiio de estudio

Primer SL-RT

Figura 7: Retrotranscripcion de la secuencia de RNA pequefio de interés. La secuencia roja
es el primer SL unido con las Ultimas seis bases de del extremo 3’ del sSRNA (azul) unidos.
Transcriptasa reversa (rosado) va en direccion de la flecha.

Al obtener el cDNA como producto de la retrotranscripcién, se realizé una reaccion en
cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR) en donde el cDNA se amplifico y cuantificd
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utilizando una sonda intercalante fluorescente, en este caso, SYBR Green | (incluida en
el 2X SYBR Green Master Mix, Roche). En este paso se utilizdé dos primers, uno directo,
que es exactamente igual a la secuencia de RNA de interés, y uno reverso, que en este
caso es universal entre todas las muestras ya que su region de complementariedad se
ubica en la regidn interna de la horquilla del primer SL. Al comienzo de la gPCR, la
muestra se desnaturalizé a 95°C, lo que causo que la forma de bucle horquilla del SL
primer se abriera y expusiera su zona de complementariedad con el primer reverso
universal. SYBR Green es una molécula fluorescente que absorbe a los 497 nm y emite
a los 520 nm vy, al ser un agente intercalante, se coloca entre ambas hebras de ADN
luego de cada ciclo de amplificacién, donde se lee la intensidad de fluorescencia de la
muestra. Cabe senalar que este tipo de moléculas solo fluoresce en un entorno
hidrofébico, que ocurre cuando la molécula se intercala en el ADN doble cadena, y no
cuando la molécula se encuentra en fase acuosa luego de la desnaturalizacion térmica
de los amplicones que ocurre al comienzo de cada ciclo de PCR. Por tanto, con cada
ciclo, como el DNA doble hebra aumenta de manera exponencial, la intensidad de
fluorescencia de cada muestra ira aumentando hasta llegar a un punto conocido como el
Ct o umbral de deteccion. La comparacion de los valores de Ct para un mismo RNA entre
muestras permite una estimacidn de la concentracion relativa del RNA, la cual se
normaliza contra un transcrito de referencia cuya expresion no se ve afectada por la
variable de estudio.

El protocolo de RT-qPCR constd de los siguientes pasos. Para el mix de
retrotranscripcion, con un total de 7 uL, se agregd 2 yL de muestra y el primer SL
respectivo, previamente plegado mediante un gradiente térmico decreciente!, a
concentracion final de 10 nM (a partir de un stock 200 nM). También se adicionaron 18
unidades de la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen), 1X First Strand
Buffer, 0,01 M DTT (Invitrogen), dNTPs 10 mM (concentracion final 1.1 mM) y 4 unidades
de inhibidor de Ribonucleasas (murine RNase inhibitor, NEB).

Tabla 3: Listado de cebadores SL utilizados para la retrotranscripcion de secuencias de RNAs
pequefios mediante el procedimiento SL-RT-gPCR. En rojo: Ultimas 6 bases,
complementarias a las ultimas 6 bases del RNA a estudiar. En azul: regién de anclaje del del
primer reverso universal.

ID Secuencia
SL Glv 30 |5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
—C_9Y | 5CGAGA 3
5' GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
SL_SCR_30 | 2ciane 3

' Oligo a 100 uM. Ciclado: 10’ 95C, 15’ 75C, 15’ 68C, 15’ 65C, 15’ 62C, 30’ 60C

43



Li Calzi, 2021

SL Glv 34 |5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
_CGlY_9% | GCAGGC 3

SL Glv 35 |5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
—ClY_9% | GGCAGG 3

5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
SL_SCR 35 |2 hsac 4
3

SL_miR-21- |5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
5p GTCAAC 3’

El termociclado de retrotranscripcién conté con una etapa inicial de 16°C por 30 minutos
(annealing), un paso siguiente de 42°C por 30 minutos (extensién) y un paso final de
85°C por cinco minutos (inactivacion térmica de la enzima), realizado en un termociclador
Veriti de 96 pocillos (AppliedBiosystems).

Para la PCR cuantitativa, se agrego6 2 uL de cDNA por pocillo de reaccion a una mezcla
de (6 uL) del 2X SYBR Green (Roche), un primer reverso (0.6 pyL) a concentracién 14 yM
y uno directo (0.6 uL) a concentracion 30 uM y agua suficiente para un volumen final de
12 uL. El primer directo comprende parte de la secuencia 5 'del RNA pequenio.

Tabla 4: Cebadores directos y reversos para las SL-RT-qPCR con RNAs pequefos. FWD:
cevador directo. Rev_univ: cebador reverso universal. Las bases em minuscula denotan
bases agregadas para aumentar la Tm.

1D Secuencia
miR-21-5p_FWD 5' gccccgTAGCTTATCAGACTGATGT 3
Gly_FWD 5 CCGCATTGGTTCAGTGGT 3'
SCR_FWD 5 GGGTATAGGTGTGTCGGTAGTA 3'
Rev_univ 5' GTGCAGGGTCCGAGGT 3'

El termociclado de cuantificacidn conté con una etapa inicial de activacién de la
polimerasa y desnaturalizacion de 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos compuestos
por: 15 segundos a 95°C seguidos de un minuto a 60°C (annealing y extensién
simultanea), con final de rampa de melting para evaluar la formacién de amplicons unicos
de Tm acorde a lo esperado.

Purificacion de vesiculas extracelulares de células transfectadas

Al finalizar el ensayo de transfeccion de células con las secuencias de RNAs pequefios
de interés, se lavo tres veces con DPBS y se incubé seis horas en 500 yL de medio
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definido comercial libre de suero, MEGM (Mammary Epithelial Cell Growth Medium,
Lonza, CC-3150; sin la adicion de los antibioticos ni del extracto de glandula pitutatia
bovina incluido en dicho kit). Posteriormente, se recolecté el medio y se congelé a -20°C
luego de centrifugarlo a 300 x g y luego a 2,000 x g para eliminar células y detritos
celulares, respectivamente. Una vez descongelado, se volvié a centrifugar a 2,000 xg y
se procedid con el protocolo de purificacion de vesiculas extracelulares mediante
ultracentrifugacion o mediante separacion por gradiente de iodixanol.

Purificacion de vesiculas extracelulares por ultracentrifugacion

Luego de colectar las EVs producidas por las células transfectadas durante el periodo
de incubacién de seis horas post transfeccidon (ver arriba), se centrifugd la muestra a
2.000 x g por 20 minutos a 4°C para descartar los agregados de células muertas, ApoEVs
y demas complejos pesados de proteinas, como se indicé antes. Se agregé DPBS al
sobrenadante, para dar un volumen final de 10 mL, el cual se coloc6 en un tubo de
ultracentrifuga Ultra-Clear de 14 mL (Beckman Coulter). Luego de homogeneizar y
equilibrar debidamente los tubos en sus respectivas camisas, las muestras se
centrifugaron a 4°C por 2,5 horas a 100.000 x g, utilizando un rotor SW 40 Ti (Beckman
Coulter) en una ultracentrifuga Optima XPN (Beckman Coulter), siguiendo buenas
practicas en el manejo de este tipo de equipos. El sobrenadante se descarto y el pellet
(generalmente invisible) se resuspendié en 300 uL de MEGM y se congel6 a -20°C.

Microscopia confocal de fluorescencia para evaluar la captacion de RNAs biotinilados

Ya sea que se tratare de células donadoras de EVs transfectadas con RNAs sintéticos
biotinilados (en adelante: “células donadoras”) o de células incubadas con dichas EVs
(en adelante: células “aceptoras”), se removio el medio de cada pocillo, se lavo tres veces
con DPBS y se fij6 con paraformaldehido (PFA) 4% durante 15 minutos. Luego, las
muestras se lavaron una vez con DPBS y se permeabilizaron con Tween20-PBS al
0.03% dos veces durante tres minutos. Posteriormente, se bloquearon con PBS-BSA 5%
durante una hora a 37°C y luego se lavaron tres veces mas con PBS. Las muestras se
incubaron luego durante 30 minutos en oscuridad con una disolucion conformada por:
496 uL de PBS-BSA 5%, 3 pyL de DAPI (a partir de un stock a 300 uM; Santa Cruz
Biotech) y 1 uL estreptavidina conjugada a APC (diluciones: 3:500 DAPIy 1:500 S-APC).
A continuacion se realizaron tres lavados adicionales con PBS y se aplicé Prolong Gold
Antifade Reagent (ThermoFisher Scientific), dejando secar por 24 horas a temperatura
ambiente. Las imagenes se capturaron utilizando un microscopio fluoroconfocal Zeiss
(LSM 880) con el objetivo 63X de inmersion en aceite. Todos los parametros de
adquisicién fueron iguales entre todas las muestras procesadas en un mismo dia, y solo
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se compararon directamente imagenes obtenidas de esta forma. Las imagenes se
analizaron utilizando el programa ImagedJ y se les aplico un filtro gaussiano de una unidad
para luego ajustar el contraste y brillo del canal APC (siempre aplicando los mismos
parametros a todas las muestras).

Separaciéon de fracciones mediante gradiente de iodixanol (OptiPrep™)

Se incubo células U-2 OS WT y ARNH1 en botellas T150 hasta alcanzar un 90% de
confluencia en medio completo con suero fetal bovino 10%. Se incubo células por 24
horas adicionales en medio fresco al llegar a dicha confluencia. Se recolect6 el medio y
se centrifugd a 300 x g durante 20 minutos y a 4°C y luego el sobrenadante se centrifugo
a 2.000 x g durante 20 minutos adicionales, también a 4°C. Luego el sobrenadante se
concentro por ultrafiltracion utilizando filtros Vivaspin de 10 kDa de “cut-off’, a 1800 x g
durante una horay a 4°C.

Se formo un gradiente de iodixanol con cinco fracciones de concentracion distinta (y, por
ende, densidades diferentes): 36, 30, 24, 18 y 12% de iodixanol (stock: 60% w/v, Sigma),
utilizando PBS como diluyente. La fraccion 36% se prepard agregando 1 mL de muestra
concentrada y 1,44 mL de iodixanol stock (a 60%). El resto de fracciones se prepararon
de la siguiente manera:

Tabla 5: Preparacién del gradiente de iodixanol

% iodixanol Volumen stock (mL 60% iod.) Volumen PBS (mL)
30 1,5 1,5
24 1,2 1,8
18 0,9 2,1
12 0,6 2,4

Se sembro primero la muestra (fraccidon al 36%) y el resto de fracciones se cargaron en
orden de mayor a menor densidad, utilizando un volumen de 2,4 mL de cada fraccion por
tubo. Las fracciones se cargaron con gran delicadeza, evitando que se mezclaran entre
si, de modo tal de formar un gradiente discontinuo, donde la muestra se incub6 en la
parte inferior. Formado el gradiente discontinuo, se centrifugd durante 16 horas a
150.000 x g a 4°C, utilizando el rotor SW 40 Ti, con aceleracion maxima y desaceleracion
8/10 (siendo 10 el minimo). Posteriormente, se separd el gradiente colectando 12
fracciones de 1 mL, desde la parte superior (la superior nombrada “1” y la inferior “12”).
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Electroforesis desnaturalizante y Northern blot

El Northern blot es una técnica que se utiliza para detectar RNAs en una muestra, luego
de separarlos por electroforesis en condiciones desnaturalizantes, y revelando con una
sonda de secuencia complementaria marcada. Es frecuente que dicha sonda esté
marcada con fosforo radiactivo (lo que confiere la mayor sensibilidad), pero aqui
utilizamos sondas marcadas con digoxigenina (DIG) y revelamos con un anticuerpo anti-
DIG acoplado a fosfatasa alcalina.

Para la realizacion de este ensayo, primero es necesario migrar muestras conteniendo
RNA purificado a través de un gel desnaturalizante (urea 7M, Sigma) de poliacrilamida
al 10%. Para preparar dicho gel, se utilizé 1 mL de TBE 10X (tampdn Tris-Borato-EDTA,
Applied Biosystems; concentracion final: 0,5X), 6,65 mL de una disolucion 29:1 de
Acrilamida/Bisacrilamida al 30%, 8,4 g de urea y agua ultrapura hasta completar 20 mL.
Se agrego persulfato de amonio al 1% (200 uL de un stock al 10% preparado en agua
RNase-free) y TEMED 0.1% (20 pL) y se dejo polimerizar.

Las muestras se prepararon de manera tal que se cargara 1 ug total de RNA (en caso
de que la muestra provinieran de RNA intracelular) o el total de RNA contenido en cada
fraccidn (cuando se analizaron las fracciones derivadas de los gradientes de densidad)
en 2X RNA Loading Dye (NEB) (volumen total de carga: 8 uL). Las muestras se
precalentaron a 65°C durante 5 minutos para que el RNA adquiriera una estructura lineal
y migrara de esa manera dentro del gel. El RNA se dejo migrar durante 80 minutos a 160
V en TBE 0,5X. Luego, el gel se incubé en SYBR Gold (ThermoScientific; dilucion:
1:10.000 en TBE 0,5X) durante 10 minutos en oscuridad. Se evaluo la corrida en un
transiluminador a 405 nm. Posteriormente, se transfirio (por transferencia en condiciones
semi-secas utilizando el sistema Trans-Blot Turbo, BioRad) el RNA hacia una membrana
de nylon cargada positivamente (Roche) a 0,3 A durante 30 minutos y se realizé un
crosslinking por radiacion ultravioleta (120.000 pJ/cm?) utilizando un entrecruzador UV
Appligene Oncor.

Se incub6 la membrana en 5 mL de buffer de hibridacion Dig Easy Hyb (Roche) durante
30 minutos en horno de incubacién giratorio a 42°C. Luego se agregé 1 pL de sonda de
DNA marcada con DIG y precalentada a 90°C durante dos minutos, y se dejo hibridar
toda la noche (16 hs) a 42°C con rotacién continua. Las sondas se marcaron previamente
con el kit Dig Oligonucleotide Tailing Kit, 2nd Generation (Roche), siguiendo las
especificaciones del fabricante. El kit utiliza la enzima transferasa terminal para agregar
largas colas de dATP y dUTP-DIG al extremo 3 'de oligonucle6tidos de ADN.
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Tabla 6: Listado de las secuencias de las sondas utilizadas. En todos los casos se partio de
oligonucleétidos de ADN adquiridos a través de IDT.

ID Secuencia
tRNA-Gly 5' GCC 5' CTACCACTGAACCACCCATGC 3
tRNA-Ala 5' 5' GCACGCGCTCTACCACTGAGCTACA 3'
tRNA-Glu 5' TAACCACTAGACCACCAG
tRNA-iMet '5 CAU 5 CTTCCGCTGCGCCACTCTGCT 3'
3' rRNA-5.8S 5' AAGCGACGCTCAGACAGGCGTA 3
5' rRNA-28S CACGTCTGATCTGAGGTCGC

Luego de la hibridacion, se lavé 2 veces con 2X SSC Buffer (buffer salino de citrato de
sodio) (ThermoFisher, stock: 20X) conteniendo 0,1% SDS y luego una vez con 1X SSC
+0,1% SDS precalentado a 42°C a los efectos de aumentar la estringencia de los lavados
(a menor fuerza idnica y mayor temperatura, mayor estringencia). Se bloque6 en 10 mL
de solucion de bloqueo 1X (Dig Easy and Block Buffer Set de Roche) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé 1 pL (dilucion: 1:10.000) de
anticuerpo anti-DIG (antidigoxigenina) marcado con fosfatasa alcalina (Roche) a la
disolucion anterior y se incubd durante 30 minutos adicionales. Luego se lavo dos veces
con buffer de lavado conteniendo acido malico y 0,3% Tween-20 durante cinco minutos
(Dig Easy and Block Buffer Set de Roche) y se dejo incubar durante tres minutos en
buffer de deteccion (Dig Easy and Block Buffer Set de Sigma Aldrich) a los efectos de
aumentar el pH para que la fosfatasa alcalina funcione. Se agregé a continuacion el
sustrato de la enzima (CDP-Star ready-to-use, Roche), se incubd por 5 minutos, y se
midioé por quimioluminiscencia en un fotodocumentador ImageQuant 800 (GE/Cytiva).

Para rehibridar las membranas, se realizdé previamente una limpieza de las sondas
(“stripping”) mediante dos lavados de 15 minutos cada uno a 80°C en 0,1X SSC + 0,5%
SDS. El orden de agregado de las sondas post-stripping se realizé de modo tal de poder
validar la eficiencia del stripping en cada ensayo (es decir, se evito rehibridar con sondas
que darian una banda esperada del mismo tamafio que la observada en el ensayo
inmediatamente anterior).

Experimentos de microarreglo

Se incubd células aceptoras MCF-7 con EVs provenientes de células transfectadas con
1 M Gly de 30 nucledtidos sintético o con SCR, en una razén 10:1 (total de EVs liberadas
por 10 células donadoras por cada célula aceptora). Las EVs se incubaron en MEGM en
placas de seis pocillos durante dos horas a 37°C. Las células donadoras MCF-7 se
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sembraron con 24 horas de anterioridad. Como control se agregé medio MEGM a un
pocillo vacio (sin células) y se agrego la fraccién que corresponderia a las EVs (siguiendo
el mismo protocolo de purificacion) a un numero equivalente de células aceptoras. El
objetivo de este contol fue exponer a las células a posibles contaminantes incorporados
durante el proceso de purifacién de las EVs, a excepcion de las EVs propiamente dichas.

Luego de la purificacion de EVs, se incuboé las células aceptoras con el medio MEGM
conteniendo las EVs purificadas durante 4 horas, se lavo las células tres veces con PBS
y se realiz6 una extraccion de RNA con TRIzol. EI RNA purificado se reprecipité durante
toda la noche a -20°C en etanol y 0.3 M acetato de sodio pH = 5 con glucdgeno libre de
RNasas para remover trazas de fenol y otros contaminantes. Luego se resuspendid en
agua libre de RNasas. Se evaluo la pureza del el RNA extraido y su concentracion por
espectrofotometro Nanodrop 1000 (ThermoScientific) y por Bioanalyzer Agilent 2100.

El analisis de microarreglo se realizé utilizando Human Gene Expression 4x44K v2
Microarray de Agilent (Design ID 026652) con un disefio a un color. Se retrotranscribio
150 ng de RNA total a cDNA y luego de transcribié a cRNA y marcé con Cy5 utilizando
el Kit Low Input Quick Amp de marcado de Agilent Technologies. El cRNA se purificé con
lllustra RNAspin Mini Isolation Kit de GE Healthcare (EE.UU.). La calidad de cada
muestra de cRNA se verificd por mediciones con espectrofotometro NanoDrop ND-1000.
La hibridacion, lavado y escaneo se hicieron de acuerdo con los protocolos del fabricante
(Agilent). Las laminas se escanearon con un escaner para microarreglos de Agilent
(G2505C). Se utilizd6 Feature Extraction Software (version 9.5.1) para extraer la
informacion, realizar controles de calidad de las muestras, filtrado y normalizacion. Se
realizd tres réplicas para cada muestra. El analisis de expresion diferencial se hizo
mediante R con paquete Agi4x44PreProcess. Los genes up y downregulados se
identificaron con un test t en base a un p valor ajustado (Benjamini-Hochberg) menor de
0.01 mediante el paquete Limma de R. El analisis de los datos de este experimento fue
realizado por Gonzalo Greiff de la Unidad de Biologia Molecular del IPMon, quién
también prestd asistencia técnica para la realizacion del ensayo.

Experimentos de RNA-seq

Se realizaron dos experimentos de secuenciacion de RNAs poliadenilados en células
MCF-7 aceptoras expuestas a: a) EVs provenientes de células transfectadas con: i)
mitades de tRNA de glicina de 35 nt (400 nM), ii) sus respectivos controles de secuencia
(SCR 35%5), iii) solo expuestas a lipofectamina; o b) RNAs sintéticos (mitades de tRNA de
glicina de 30 nt, sus respectivos controles de secuencia, o buffer) depositados en medio
de cultivo MEGM libre de suero a concentracion final 400 nM. Cada condicion se realizé
por triplicado, sumando un total de 3 x 3 x 2 = 18 muestras. Los detalles experimentales
se presentan en la seccion de resultados correspondientes.
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El RNA se extrajo luego de un tiempo de incubacion de seis horas en cada experimento,
se evaluo su concentracion y calidad en nuestro laboratorio, y las muestras se enviaron
a Macrogen (Corea del Sur), donde se secuenciaron paired end (largo de reads = 151
nt) utilizando un kit TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (lllumina) en una
plataforma NovaSeq 6000 (lllumina). Una de las muestras (NT, réplica 1, experimento de
captacion espontanea) no paso los criterios de calidad de la empresa, por lo que el
numero total de muestras efectivamente secuenciadas fue 17.
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Resultados

Capitulo 0: preludio

Cambios transcriptdmicos inducidos por Gly y SCR de 30 nucleétidos

En nuestro laboratorio, hasta ya comenzados mis estudios de maestria, se trabajé (en
materia de comunicacion intercelular) con RNAs sintéticos de 30 nucledtidos: Gly y SCR.
Parte de la tesis de la Mag. Fabiana Gambaro se enfocé en demostrar la transferencia
entre células de estas moléculas. Durante la transicion de proyectos, entre la finalizacion
de sus estudios de maestria y mi comienzo en el laboratorio, se realiz6 estudios
transcriptomicos de células incubadas con EVs provenientes de células transfectadas
con Gly o SCR de 30 nucledétidos. A modo de resumen, se transfectaron concentraciones
iguales de Gly y SCR en células MCF-7, colectando las EVs liberadas al medio de cultivo
durante un periodo de 6 horas, e incubando las EVs purificadas con células MCF-7
aceptoras, arazén de 10:1 (el numero de células donadoras de las que se purificaron las
EVs fue 10 veces superior al numero de células donadoras). Luego de dos horas de
incubacion con las EVs, se extrajo el RNA proveniente de tres tratamientos diferentes:
células no expuestas a EVs, células expuestas a EVs provenientes de células
transfectadas con Gly y células expuestas a EVs provenientes de células transfectadas
con SCR. El estudio transcriptomico se realizé mediante un ensayo de microarreglos de
ADN (Agilent Whole Human Genome 4x44K), cuyos resultados principales se presentan
a continuacion (figura 8).
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Figura 8: Bioactividad del RNA que llega a células aceptoras en EVs provenientes de células
transfectadas con Gly y SCR de 30 nucledtidos. Las gréaficas representan genes afectados
significativamente (p-valor ajustado < 0.001, Benjamini-Hochberg) y con una tasa de cambio
mayor a dos veces (rojo: hacia abajo; verde: hacia arriba) por Gly o SCR contra células no
tratadas (no expuestas a EVs exdgenas). Extraido de Gambaro y Li Calzi et al. 2020.
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Se afectaron cerca de 200 genes diferentes fruto de la llegada de EVs a las células
aceptoras, cuando estas EVs provenian de células previamente transfectadas con Gly
de 30 nucledtidos (p valor ajustado < 0.001) y en la figura 8, estos genes estan
representados con color rojo y verde en el panel de la izquierda. Es interesante que
cuando se incubd células con EVs provenientes de células transfectadas con SCR no se
detectaron cambios a nivel de la expresion génica a ese nivel de significancia estadistica.
En el caso de Gly, la mayoria de los genes afectados se vieron downregulados, lo que
sugeriria que hubo respuestas tempranas en el marco de la estabilidad de los mMRNAs.
No es posible saber, en base a estos resultados, si efectivamente Gly esta interactuando
directamente con estos genes, pero si es posible afirmar que Gly ejerce cierta presion
sobre la célula que se ve reflejada a nivel transcriptdmico. Sumado a otra serie de
evidencias experimentales (Gambaro, 2020), estos resultados nos permitieron afirmar
que las mitades de tRNA-Gly (sintéticas) no solo pueden transferirse entre células
mediante EVs, sino que, ademas, presentan bioactividad en las células receptoras.

De cualquier manera, se nos presentd una problematica clara, dada la naturaleza de la
molécula que se produce en mayor cantidad fruto de la induccién de estrés. Evidencias
posteriores de nuestro grupo (ver capitulos siguientes), asi como de otros grupos
colaboradores, mostraron que los 5 tiRNA-GIlyGCC mas abundantes fruto de la
induccién de estrés oxidativo son los de 34 o 35 nucleétidos, no los de 30, aunque por
Northern blot la banda de 30 nucledtidos se observa también, pero con mucho menor
intensidad. Por tanto, el microarreglo y el analisis de expresion diferencial se realizo
utilizando un RNA sintético diferente de aquel que se produce en mayores cantidades
frente a una induccion de estrés, que es en definitiva aquello que se desea investigar.

La siguiente problematica que se desprende de los datos de microarreglos y de la
naturaleza de los RNAs sintéticos que se utilizaron para realizar el analisis de expresion
diferencial consiste en la naturaleza del control de Gly: SCR. Por un lado, se sabe que
Gly de 30 nucledtidos tiene la capacidad de formar dimeros (Tosar et al. 2018) que son
considerablemente resistentes a la accion de las ribonucleasas, en comparacion con su
RNA control, SCR. Por tanto, las EVs provenientes de células donadoras transfectadas
con Gly e incubadas con células aceptoras contendrian una cantidad de Gly de 30
nucleotidos mucho mayor que el SCR que pudiese haber dentro de EVs provenientes de
células transfectadas con SCR, ya que SCR no forma dimeros ni es igualmente
resistente a la accién de las ribonucleasas. Por tanto, en vez de estar midiendo los
cambios transcriptomicos inducidos por la secuencia nucleotidica especifica de Gly, en
realidad estariamos midiendo efectos inducidos por la presencia de RNAs sintéticos
presentes en gran abundancia dentro de las EVs, ya que careceriamos de un control
conteniendo la misma cantidad de RNAs, solo que de secuencia diferente. Esta era la
idea detras de la inclusion de SCR en nuestro disefio experimental, pero la gran
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diferencia de estabilidad entre Gly y SCR no nos permite sacar conclusiones categoricas
al respecto.

Por tanto, con estas problematicas en mente, hubo que demostrar qué molécula
efectivamente se produce frente a la induccion de estrés celular y, a partir de eso, generar
un control de eficiencia que permitiera, ulteriormente, poder comparar los cambios
transcriptomicos obtenidos del analisis de expresion diferencial de un ensayo donde a
las células les lleguen EVs con concentraciones de Gly y SCR similares. De esta forma,
podriamos contribuir a contestar si las mitades de tRNA inducidas por estrés (5’ tiRNAS)
son moléculas capaces de liberarse al medio extracelular y de transferirse a otras células,
induciendo en las mismas una respuesta adaptativa, como ya fue explicado en la
introduccion.

53



Li Calzi, 2021

Capitulo 1: estrés celular

U-2 OS como modelo celular para estudiar el efecto del estrés oxidativo v la induccién
de tiRNAs.

Hasta el momento, en todos los trabajos previos de nuestro laboratorio se venia
trabajando principalmente con la linea celular MCF-7, una linea celular aislada de una
paciente humana con cancer de mama en 1970. Por tanto, se optd por realizar este
trabajo en dicha linea celular, ya que ademas de estar muy bien caracterizada en la
literatura, se contaba con varias herramientas experimentales ya puestas a punto en este
modelo celular. Ademas, contdbamos también con la linea celular U-2 OS, una linea
celular aislada en 1964 de osteosarcoma de hueso de una paciente de 15 afos. La
particularidad de esta linea es que también contabamos con knock-outs para el inhibidor
de las RNasas de la familia A, RNH1, asi como para RNasa 5 (ANG), construidos sobre
el background genético de esta linea celular. Ademas, U-2 OS es una linea celular
ampliamente utilizada en ensayos de induccién de estrés a lo largo de la literatura
cientifica y por varios grupos de investigacion independientes.

Para conocer mejor nuestro sistema de trabajo, se comenzé por hacer una busqueda en
la literatura de la actividad ribonucleasa endogena de dichas lineas celulares. Para esto
se realiz6 una busqueda en The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org) con
el fin de encontrar cual de las dos lineas expresa mayores niveles de dos de las proteinas
claves para la generacion de mitades de tRNA inducidas por estrés: ANG y su inhibidor,
RNH1 (figura 9).

La expresion normalizada (NX) de RNasa 5 en U-2 OS tiene un valor de 0.7, mientras
que el NX para MCF-7 es de 0.0. Por tanto, mediante esta rapida busqueda se constaté
que, para estudiar la fragmentaciéon de tRNAs mediante induccion de estrés, lo mas
indicado seria utilizar la linea U-2 OS ya que pareceria expresar ANG en mayores
niveles. Ademas, U-2 OS posee una expresion menor de RNH1, el inhibidor de ANG
(figura 9), y una mayor expresion de otras enzimas involucradas en el metabolismo del
RNA (XRN1, RNase 1, etc). Esta linea celular es facil de crecer, con caracteristicas
similares a las células 293T, y el hecho de que posean una actividad ribonucleasa mas
alta que MCF-7 facilita el trabajo durante el momento de desacoplar a la proteina ANG
de su inhibidor, RNH1, mediante la adicion de agentes inductores de estrés.
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Figura 9: Comparativa de expresion de RNasa 5 (ANG) y de RNH1 en diversas lineas
celulares, incluyendo U-2 OS y MCF-7. NX: expresion de mRNA normalizada (TMM,
(Robinson and Oshlack 2010)). Adaptado de: The Human Protein Atlas.

La importancia ulterior de haber realizado este analisis inicial fue clave para la
interpretacion de los resultados, como se vera en los capitulos posteriores. Una actividad
RNasa 5 mas potente (tal como pareceria ser el caso en U2-OS) es ventajosa para el
estudio de los fragmentos de tRNA inducibles por estrés, pero es una desventaja para
estudiar la captacion de RNAs sintéticos, su empaquetamiento en EVs y su transferencia
a otras células, ya que la rapida degradacion del RNA atenta contra estos procesos.

Determinacion del sistema de induccion de estrés celular en U-2 OS

Evaluacion de NaAsO, (ARS) como modelo de induccidon de estrés

En primer lugar, se expuso células U-2 OS a NaAsO: (en adelante, ARS) a 2000 M
durante 2 horas en medio conteniendo suero para poder visualizar los cambios celulares
fruto de la utilizacion de arsenito a altas concentraciones. En la figura 10 se muestra
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instantaneas extraidas de un video donde se pueden apreciar cambios notorios fruto del
tratamiento con arsenito de sodio.

48 min utoQ

72 minutos 96 minutos

Figura 10: Comportamiento celular luego de la induccién de estrés con NaAsO2 a 2000 uM
durante 2 horas en células U-2 OS. Los cuadros son progresivos en intervalos de 24 minutos
desde el tiempo inicial hasta el tiempo final. En verde se sefialan células en estado
morfolégicamente normal que progresivamente comenzaron a notarse deterioradas por la
accion del NaAsO:z (el circulo rojo pasa a naranjay luego a rojo). A su vez, se noto retractilidad
celular indicada con flechas punteadas, donde parecié notarse una contraccion en las
proyecciones de las células.

Lo que se pudo observar entre los diferentes tiempos (0, 24, 48, 72, 96 y 120 minutos)
es que las células comenzaron un proceso de muerte celular o comenzaron a retraer
diferentes prolongaciones, como si se estuvieran despegando de la placa. Ademas, se
pudo observar que el movimiento intracelular de diferentes corpusculos y organelos se
detuvo por completo (el largo de las barras rojas es proporcional al dinamismo de los
mismos). Por tanto, con todo esto en mente y conociendo que el ARS también condiciona
la situacion macroscopica de la célula y su integridad citoplasmatica y membranal, nos
vimos condicionados a buscar un modelo menos agresivo de induccion de estrés. Se
constaté que, en la literatura, grupos referentes tales como el de Zoya Ignatova en
Alemania utilizan protocolos con concentraciones menores de ARS y en pulsos de mas
corta duracion (ejemplo: 500 uM, 1-2 horas) (Czech et al. 2013). Por tanto, se realizd
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ensayos en marcos comparables a aquellos que se utilizaron en su laboratorio,
reevaluando la viabilidad y morfologia celular luego de estos tratamientos.

Optimizacion del modelo de estrés celular por tratamiento con NaAsO»> 500 uM

Se observd, mediante técnicas de microscopia confocal, el comportamiento celular a
nivel del citoesqueleto de actina y de la membrana celular utilizando células U-2 OS
GFP+ sometidas o no a ARS (500 uM) durante un periodo de 2 horas, como se visualiza
en la figura 11.

ARS 500 NT (zoom) ARS 500 (zoom)

Figura 11: Microscopia confocal de fluorescencia de células U-2 OS GFP+ expuestas a ARS
500 uM durante 2 horas. Como control negativo (NT) se utilizaron células a las que no se les
indujo estrés. Paneles superiores: se maracron los nucleos con DAPI (azul), y el citoesqueleto
de actina con faloidina conjugada a Texas Red (rojo). Las células GFP+ se muestran en verde.
Paneles inferiores: idem, pero en lugar de la tincion con faloidina se tifieron las membranas
con CellVue Claret (rojo). Notese que solo algunas de las células expresaron GFP a niveles

lo suficientemente elevados como para visualizarse aqui. Los cuatro paneles de la derecha
son una representacién aumentada de los cuadrados a rayas blancas.

Faloidina-TR
DAPI
GFP

CellVue
Claret
DAPI
GFP

Al comparar las células control con las células expuestas a ARS, se pudo apreciar que
en las células donde la marca roja reveld la membrana plasmatica (paneles inferiores),
hubo claras sefiales de dafo celular y de protrusiones que podrian corresponder a
vesiculas apoptoticas o ApoEVs. Esto pareceria estar indicando que, mas que una
induccién de estrés reversible, el tratamiento realizado desencadend procesos
irreversibles de muerte celular. El citoesqueleto de actina de las células tratadas
pareceria verse mas fibroso, que no se observan en las células no tratadas, lo que
enfatiza los efectos pleiotropicos fruto del tratamiento con ARS.

Estos datos sugieren que el tratamiento de las células con ARS estaria generando dafos
a nivel general que se ven reflejados a nivel de la integridad de la célula, aunque se
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tendrian que realizar estudios adicionales para poder cuantificar un aumento en el
porcentaje de células apoptéticas. El arsenito de sodio podria estar generando cambios
pleiotropicos que afectaran el comportamiento celular a una variedad de niveles.
Conscientes de estos efectos, proseguimos de todos modos a evaluar si, en nuestras
manos, el tratamiento con ARS también genera una induccién de mitades de tRNA
especificas, tal como ha sido ampliamente reportado en la literatura cientifica (Czech et
al. 2013). Y en caso afirmativo, a evaluar cuales son las mitades de tRNA que presentan
una mayor induccion en modelos de estrés inducidos por ARS.

Evaluacion de los perfiles 5’ tRNA-h-GlyGCC intracelulares

Se sabe que algunos de los fragmentos de tRNA mas encontrados en el ambiente
extracelular son aquellos de glicina, como se explico previamente (Tosar et al. 2015).
Con esa informacidn en mano, se decidid realizar mediciones en los perfiles
intracelulares de fragmentos 5’ de tRNA de glicina (GCC) (de ahora en mas 5 tRNA-h-
GlyGCC) de 30, 34 y 35 nucledtidos. Los fragmentos de 34 y 35 nucledtidos son las
mitades de tRNA propiamente dichas, dado que el corte por ANG en el anticodon se
genera entre esos nucleotidos (Fu et al. 2009; Yamasaki et al. 2009; lvanov et al. 2011).
Por otra parte, los fragmentos de 30 nucleotidos son los fragmentos con los que nuestro
grupo ha venido trabajando a través de los anos, dada su capacidad de ser altamente
estables, y por ende muy abundantes en el medio extracelular (Tosar et al. 2018;
Gambaro et al. 2019; Tosar et al. 2020). En una primer instancia, consideramos utilizar
el método de SL-RT-qPCR para la evaluacion de estos fragmentos, ya que dicho método
ha sido utilizado en los trabajos anteriores de nuestro grupo.

Optimizacion del método de extraccidon de RNA

Para poder evaluar los niveles de las 5’ tRNA-h-GlyGCC se tuvo que, con anterioridad,
decidir qué método de extraccion de RNA era el mas indicado para obtener el mayor
rendimiento de RNA con la menor degradacién in vitro posible. Lo primero que se hizo
fue inducir estrés celular por ARS 500 yM durante una hora en medio en presencia de
suero fetal bovino. Al finalizar la hora, se retiré el medio condicionado, se lavo tres veces
con DPBS y se agregd TRIzol. Se procedio a realizar la extraccion de RNA como se
indica en la seccidn materiales y métodos. Luego se separaron 4 ug del RNA purificado
en cuatro alicuotas individuales de 1 ug cada una. A la primera, llamese | (input), no se
le realizd6 ningun lavado. A la segunda, llamese R (reprecipitacion), se la reprecipitd
nuevamente con isopropanol y con etanol 80% como se detalla en el protocolo de
extraccion de RNA en la seccion materiales y métodos. A la tercera, llamese N (NEB
Monarch RNA Cleanup Kit), se la sometid a lavados y purificacion por extraccion en fase
sélida como indica el fabricante. En la figura 12, a continuacion, se presentan los
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resultados de la electroforesis desnaturalizante del RNA repurificado por estos diferentes
meétodos.

RNA input 288
N\NN 18S
= 2 7sL
Isopropanol ‘ '
Glucégeno - —%
N > Ny 5.85
[ 1 MonarchRNA Cleanup Kit
| | etanol 0% 58
v
tRNA
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160V
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Figura 12: Electroforesis desnaturalizante (7M urea, 10% PAGE) del RNA de células U-2 OS
GFP+ sometidas a estrés durante 2 horas. “I” indica RNA extraido pero no reprecipitado. “R”
representa RNA extraido y reprecipidado. “N” sefiala RNA extraido y vuelto a purificar en
columnas Monarch RNA Clean Up Kit de NEB. No se aprecié grandes diferencias de
recuperacién de RNA luego de la extraccién entre las muestras.

La figura 12 muestra claramente que tanto el RNA reprecipitado con isopropanol como
el RNA repurificado por columna tuvo un porcentaje de recuperacion cercano al 100%,
es decir, que no hubo pérdida de RNA durante estos procesos. Ademas, es interesante
notar que no hubo degradacion fruto estos pasos experimentales adicionales. Si se lo
compara contra el input (1), el RNA repurificado corre mejor, dando lugar a bandas mas
definidas. Esto es consistente con espectros de absorcion UV mucho mas acordes a lo
esperable para RNA puro (datos no mostrados). EI RNA extraido con Trizol (l) suele
presentar absorbancia a 270 nm, correspondiente a la fraccion de fenol que permanece
soluble en la fase acuosa. Sin embargo, la reprecipitacion del RNA (R) ofrece una
preparacion tan pura y con similar rendimiento al obtenido por columna. Por ende, se
decidi6 utilizar este método para todos los ensayos posteriores, salvo que se indique lo
contrario.
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Evaluacion de los niveles de 5 tRNA-h-GlyGCC intracelulares por SL-RT-gPCR

El siguiente paso fue intentar medir la generacién de 5’ tiRNA-Gly como respuesta al
estrés inducido por ARS (es decir: producto del desacoplamiento de ANG de su inhibidor
y posterior clivado del tRNA-Gly en el citoplasma). Para ello, sometimos a células U-2
OS a estrés con ARS (500 yM) durante una hora. Se utilizé SL-RT-qPCR para medir los
5" tiRNA-h-GlyGCC de 30, 34 y 35 nt, a la vez que se midi6 un control endégeno, en este
caso, el miRNA miR-21-5p. Se decidié someter a estrés durante una hora y no dos ya
que la técnica es muy especifica y sensible en comparacion con la observacion de
cambios a grandes rasgos a nivel celular por microscopia (como se hizo en la figura 1).
Y precisamente porque dichos resultados mostraron una alteracién importante de la
morfologia celular, que aqui procuramos evitar. Como control se utilizaron células U-2
OS no tratadas (NT) y el experimento se realizé6 en medio libre de suero MEGM, dado
que el uso de suero podria inducir resultados artefactuales producto de RNAs
contaminantes en el suero fetal bovino (Wei et al. 2016; Tosar et al. 2017). Ademas, se
optd por realizar estos estudios en MEGM ya que es el medio de cultivo mas empleado
en trabajos previos de nuestro grupo para colectar vesiculas extracelulares (que es hacia
donde se dirige el flujo de los experimentos). En la figura 13 pueden apreciarse los
resultados de este ensayo.
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Figura 13: Sobreexpresion leve de mitades de tRNA de glicina luego de la induccion de estrés
con arsenito de sodio. La sobreexpresion de tRNA-h-GlyGCC fue solamente significativa
cuando se combinaron los resultados de las mitades de tRNA de 34 y 35 nt a efectos de tener
un mayor numero de resultados experimentales, dando asi mayor poder estadistico al célculo
en comparacion con células control. No fue posible detectar un aumento significativo
evaluando simplemente cada tRNA-h por separado, en un experimento hecho por triplicado.

Los resultados graficados mostraron que los niveles intracelulares de 5" tRNA-h-GlyGCC
de 30, 34 y 35 nucledtidos no aumentaron significativamente en comparacion con el
control enddgeno al tratar las células con ARS. Los valores en las graficas muestran la
variacion en Cq (ciclo de cuantificacion), que es el ciclo en el que la fluorescencia
(proveniente del agente intercalante SYBR Green) supera un umbral dado mientras el
amplicon se va amplificando. Para poder comparar concentraciones relativas entre
diferentes secuencias blanco (targets), lo que se hace es comparar el valor de Cq entre
el target de interés y el control endégeno, que se asume no afectado por el tratamiento.
Esto permite obtener un valor de ACq, que es lo que se grafico. Por tanto, si el valor de
Cq de un target dado fue mayor al Cq de miR-21 5p para la misma muestra, entonces el
valor de ACq seria positivo. De lo contrario, seria negativo. En esta tesis, el ACq fue
definido como el valor de Cq de la secuencia blanco menos el valor de Cq de miR-21 5p.
El miR-21 5p es un miRNA que se expresa en la célula de manera abundante y por tanto
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es facilmente detectable y amplificable por SL-RT-qPCR y a priori no se espero que sus
niveles fueran modulables por estrés.

En ninguna de las tres graficas (donde se visualiza 5’ tRNA-h-Gly 30 nt contra miR-21
5p, 34 nt 0 35 nt) se pudo ver un cambio significativo en el ACq entre células que fueron
expuestas a ARS contra células control. Sin embargo, existe una tendencia clara en los
tres casos, que posiblemente hubiera alcanzado significancia estadistica de haber
incluido mayor numero de réplicas. Los niveles de las mitades de tRNA practicamente se
duplicaron, pero esto corresponde a una diferencia de un solo ciclo de PCR, no siendo
una cantidad suficiente como para que la diferencia entre muestras sea estadisticamente
significativa, dada la variabilidad entre réplicas. Esto hace que esa diferencia no pueda
ser medida con robustez mediante SL-RT-qPCR. Sin embargo, el poder estadistico
aumenta si se toman en conjunto los valores obtenidos de ACq para 5’ tRNA-h-Gly de
34 y 35 nucledtidos contra los valores de ACq obtenidos de células control (figura 13,
panel inferior). Por tanto, para poder medir la generacién de estos tRNA-h, lo mas
apropiado es cambiar de técnica.

Evaluacion de perfiles 5 tRNA-h-GlyGCC intracelulares por Northern blot

En este momento, me encontraba en el casillero numero cero nuevamente, ya que sin
una técnica que permitiera medir de forma reproducible la generacion de mitades de
tRNA a nivel intracelular, menos podria evaluar como esa variacion a nivel de la célula
repercute a nivel extracelular. Pensamos entonces que por Northern blot se podria llegar
a visualizar un aumento en la generacion de fragmentos de 5’ tRNA-h-GlyGCC dado que
la técnica es mas apropiada para ver variaciones pequefas en los niveles de ciertos
RNAs, ya que una duplicacion (es decir, una diferencia de un ciclo de PCR; similar a lo
observado en la figura 13), no suele dar diferencias estadisticamente significativas por
RT-gPCR pero si deberia ser suficiente para su visualizacién por Northern blot. Ademas,
esta técnica tiene el beneficio adicional de que puede monitorearse, a la vez, la
generacion de fragmentos y los niveles del tRNA precursor. Por tanto, en el siguiente
paso (figura 14 A), se volvié a evaluar qué tipo de estrés convendria utilizar, para poder
optimizar el modelo de induccion de tiRNAs (fragmentos inducibles por estrés) con
agentes oxidantes.
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Figura 14: Generacién de 5’ tiRNAs y su evaluacion por Northern blot frio. A) Optimizacion
del modelo de induccion de 5’ tiRNA-GIlyGCC por tratamiento con agentes oxidantes (arsenito
de sodio (ARS) y peroxido de hidrégeno (H202) a 500 yM y 2000 yM durante 2 horas). B)
Cuantificacion de la intensidad relativa de banda para demostrar la correlacion negativa entre
la generacion de 5 tiRNA-GIyGCC y los niveles de 5 pre-tRNA-GlyGCC en réplicas
independientes del experimento, realizadas en dias distintos, normalizando contra el valor de
intensidad de cada banda en las células control (NT). C) Las mitades de 5 tRNA-h-Ala no
fueron detectables ni siquiera induciendo estrés oxidativo. D) Los 5’ tiRNA-GIuCTC no fueron
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detectables al inducir estrés oxidativo, mientras que los 5’ tiRNA-iMet si, aunque en niveles
casi indetectables.

Las bandas mas intensas, aquellas entre el marcador de 50 y 75 pares de bases (figura
14 A, Cy D) corresponden a los tRNAs maduros enteros. Las bandas que se encuentran
entre el marcador de 30 y 40 pares de bases corresponden a los tiRNAs, aquellos
fragmentos inducibles por estrés (generado mediante el tratamiento con ARS) y estan
marcados por un disefio en rojo a la derecha de la membrana. Se pudo observar que,
como consecuencia de la induccion de estrés con ARS tanto a 500 uM como a 2000 uM,
se generaron dos bandas a nivel de los tiRNAs-GlyGCC entre 30 y 40 nucledtidos: la
superior (y mas intensa) corresponde a los tiRNA-GlyGCC de aproximadamente 34 o 35
nucleotidos y aquella inferior (menos intensa) corresponde a los tiRNA-GlyGCC de
aproximadamente 30 o 31 nucledtidos, que presentan una menor abundancia. También
se pudo observar que en células control (NT), existié6 una cierta cantidad de tiRNA-
GlyGCC endogenos. Por tanto, se confirmo que las mitades de tRNA de glicina (hasta
ahora, referidas como tRNA-h-GlyGCC) se generan fruto de la induccion de estrés en
ambas concentraciones utilizadas. Por tanto, a partir de ahora me referiré a ellas como
5 tiRNA-GlyGCC, para enfatizar su caracter de “stress induced tRNA halves” (tiRNAs).
Se pudo confirmar que el peroxido de hidrégeno no indujo la generacion de 5’ tiRNAs.
Por tanto, se descarté su uso como un agente inductor de estrés a los efectos de esta
tesis.

Ademas, se pudo visualizar una banda inmediatamente superior a la banda de los tRNAs
maduros y por debajo del marcador de 100 nucledtidos. Esta banda corresponde a los
pre-tRNAs (que son mas extensos que los tRNAs maduros ya que contienen la secuencia
de los “traileres” 5’y 3’, que son removidos por la RNasa P y RNasa Z, respectivamente.
Se pudo observar que hubo una correlacion negativa entre la generacion de 5 tiRNA-
GlyGCC vy los niveles de pre-tRNA-GlyGCC, lo que podria indicar que los 5’ pre-tRNA-
GlyGCC estarian funcionando como sustrato para la generacion de los 5’ tiRNA-GlyGCC
(figura 14 A), o que las mismas RNasas que se activan luego del tratamiento con ARS
puedan tener tanto pre-tRNAs como tRNAs maduros como sustrato. Este experimento
se repiti6 tres veces a los efectos de construir una grafica de intensidad relativa de dichas
bandas y poder cuantificar dicha observacion (figura 14 B). A modo de resumen, se pudo
observar la relacion inversa entre el aumento de los 5’ tiRNA-GlyGCC y la disminucion
del 5’ pre-tRNA-GlyGCC al aumentar las concentraciones de NaAsOo.

Leve induccion de 5’ tRNA-h-Ala/Glu/iMet luego del tratamiento con ARS

Durante la induccion de estrés con ARS, se observd también que no hubo bandas a nivel
del 5’ tRNA-h-Ala. Esto indicaria, en primer lugar, que no se generan 5 tiRNA-Ala a
niveles detectables por la técnica aqui utilizada, es decir, que no se podria confirmar
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mediante esta técnica si los fragmentos de alanina son inducibles por estrés. Esto es
interesante porque en la literatura existen diferentes grupos que los reportan como
fragmentos inducibles por estrés. Sin embargo, existen reportes recientes que afirman
que al generarse los 5’ tRNA-h-Ala, inmediatamente se generan estructuras tetraméricas
llamadas G-cuadruplex (G4), que son resistentes a la desnaturalizacion por urea dentro
del gel. Esto haria que, en teoria, su conformacion en el espacio y su estructura no
permitieran que migraran la misma distancia dentro del gel como el resto de tiRNAs.
Mediante tincion con N-metil mesoporfirina (NMM), una molécula con alta afinidad
reportada para estructuras G4 y que fluoresce con luz UV, reportan poder detectar
estructuras G4 que migran mas lento dentro del gel, por encima de la banda de los tRNAs
maduros (Lyons, Gudanis, et al. 2017). Sin embargo, en la membrana hibridada (figura
14 C), no se encontraron bandas cuya intensidad variara fruto del tratamiento con ARS.
Aun si consideraramos alguna de las bandas por encima de la banda del tRNA-Ala como
si fuera el 5’ tiRNA-Ala (en forma de tetrameros resistentes a la urea presente en el gel),
no se encontraron cambios que indiquen un aumento entre la situacion control y las
células que fueron expuestas a ARS.

También es posible afirmar que ante una induccion de estrés con ARS no se genero 5’
tiRNA-GIuCTC de manera tal que fuera detectable mediante Northern blot frio en
nuestras condiciones experimentales. En el caso de 5’ tiRNA-iMet, se puede afirmar que
si se generan frente al tratamiento con ARS pero en niveles casi indetectables a la
sensibilidad de esta técnica. Suponemos que la banda inmediatamente superior al tRNA-
iMet es la banda del tRNA-iMet aminoacilado (el peso del aminoacido hace que migre
minimamente mas despacio en comparacion con el tRNA que no esta aminoacilado),
aunque esto deberia comprobarse por otras técnicas. Con estos resultados en mente, se
puede comprender el por qué del uso de 5’ tiRNA-GlyGCC como nuestro “caballo de
batalla” para el estudio de la comunicacion intercelular mediada por RNA, ya que como
se ve en la figura 14 A, Estos fragmentos se generan en abundancia en respuesta a
estrés, lo que permite estudiar como el estrés afecta su génesis, liberacion al medio
extracelular, y transferencia a otras células.

El estado de fragmentacion del RNA puede inducir a resultados artefactuales

Una de las preguntas que se plantearon al ver los resultados plasmados en las
membranas de Northern blot es hasta qué punto los tRNA-h que se vieron en bandas de
entre 30 y 40 nucledtidos en la situacion control (células no tratadas) corresponden a
tRNA-h generados de manera endogena debido a una actividad basal de endonucleasas
como la angiogenina, entre otras, o hasta que punto puedan llegar a ser un artefacto
fruto de la fragmentacion in vitro del RNA purificado. Ademas, se soli6 ver bandas
(tenues) no esperadas, por encima de la banda de los pre-tRNAs y del marcador de 100
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nt (Figura 12A). Estas bandas podrian corresponder a restos de DNA genomico presente
en la muestra como contaminante. Por tanto, para intentar entender este problema, se
extrajo el RNA de células no tratadas y se realiz6 una electroforesis desnaturalizante de
1,5 ug de RNA no tratado y de una segunda alicuota idéntica de 1,5 ug incubado durante
30 minutos a temperatura ambiente en presencia de DNasa | (libre de RNasas,
certificada, Roche) . Los resultados se muestran en la figura 15.

RNA de células no tratadas
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Figura 15: Generacion artefactual de tRNA-h. Se gener6 tRNA-h artefactuales in vitro como
consecuencia de exposicion de RNA a temperatura ambiente durante 30 minutos, durante la
incubacion con DNasa |.

Se puede apreciar una degradacion del RNA fruto de la exposicidn del mismo durante
30 minutos a temperatura ambiente, debido al protocolo de tratamiento con DNasa I. Esto
pareceria estar generando RNA fragmentado in vitro, que se distingue al evidenciar que
la banda que representaria a los 5’ tiRNA-GlyGCC en la membrana de la izquierda (con
DNasa) desaparecio en la de la derecha (sin DNasa), aunque en ambos casos, el RNA
migrado fue exactamente el mismo (figura 15). Si bien este resultado debié haberse
repetido en ausencia de DNasa | a los efectos de distinguir si fue el tratamiento con la
enzima o la incubacién a temperatura ambiente lo que provocé la generacion de las
mitades de tRNA, nos indica el cuidado que debe tenerse para estudiar este tipo de
fendmenos. Debido a que los tiRNAs se generan dentro de la célula por accién de
RNasas de la familia A, que tienden a ser los contaminantes ambientales mas frecuentes,
resulta imposible distinguir la generacion real de la generacion artefactual de tiRNAs si
no se toman todas las medidas y se introducen todos los controles pertinentes.
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La célula recupera los niveles basales de 5’ tRNA-GlyGCC luego del estrés

Para poder evaluar la capacidad de la célula de recuperar los niveles basales de 5’ tiRNA-
GlyGCC una vez retirado el arsenito de sodio del medio de cultivo, se trat6é células U-2
OS en presencia de suero y de ARS a 500 uM durante 2 horas. Algunas células se lisaron
con TRIzol inmediatamente luego del tratamiento y otras se incubaron durante un periodo
adicional de 6 horas, en medio de cultivo fresco, sin ARS. Pasadas esas 6 horas, se
realizé una lisis de células utilizando el mismo método. Se realizé el mismo proceso con
células a las que no se les aplico tratamiento con ARS. A los efectos de evitar lo
observado en la Figura 15, el RNA extraido se mantuvo siempre en hielo y se omiti6 el
tratamiento con DNasa | por considerarlo innecesario (en Northern blot) y
contraproducente. Ademas, el mismo procedimiento se realizd para células que se
incubaron con MEGM (sin presencia de suero fetal bovino), ya que esas serian las
condiciones de trabajo ideales para la posterior colecta de EVs (Figura 16).
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Figura 16: Recuperacion de niveles 5 tiRNA-GlyGCC post tratamiento con ARS. A)
Electroforesis desnaturalizante (7M urea, 10% PAGE) del RNA de células U-2 OS incubadas
en medio MEGM libre de suero (izquierda) o en DMEM conteniendo suero bovino fetal
(derecha). Las células fueron sometidas a estrés durante 2 horas y luego se las incubo por
seis horas adicionales en medio fresco sin ARS. Notar cémo las 5’ tiRNA-GlyGCC vuelven a
sus niveles basales luego del periodo de recuperacion.

Se observo (figura 16 izquierda) que, por alguna razén que aun se desconoce, el estrés
con ARS no gener6 cambios a nivel de 5’ tiRNA-GlyGCC en presencia de medio libre de
suero. Esto podria explicar los magros resultados obtenidos en la figura 13, ya que dichos
ensayos también fueron hechos en MEGM.
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Mas alla de lo anterior, también se pudo observar que los 5’ tiRNA-GlyGCC volvieron a
sus niveles basales transcurridas las 6 horas luego de la finalizacion del tratamiento con
ARS (figura 16 derecha). Si comparamos la banda del 5’ tiRNA-GlyGCC luego de las 2
horas de tratamiento contra la banda del 5 tiRNA-GlyGCC luego de 6 horas de
recuperacion, la ultima es comparable en intensidad con aquellas de los fragmentos
endogenos para las células que no fueron tratadas (control).

Por tanto, con estos datos en mente, uno debe preguntarse, ¢a donde se dirigieron estos
fragmentos generados por estrés, luego de superado el mismo? Podria ser que los
mismos se estén simplemente degradando a nivel intracelular. Alternativamente, podria
ser que la célula los esté empaquetando en EVs y asi secretando como desecho, y que
ese desecho funcione como sefalizador de estrés. Esta segunda posibilidad es
consistente con la hipotesis central de nuestro trabajo, y decidimos seguir explorandola.
Si la homeostasis en los niveles de RNAs inducidos por estrés se consigue mediante, en
parte, la liberaciéon de los mismos hacia el medio extracelular: deberiamos poder ser
capaces de evidenciar un aumento en sus niveles en EVs luego del estrés.
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Capitulo 2: upregulaciéon de tiRNAs en EVs como consecuencia de estrés

Uno de los objetivos fue evidenciar, una vez conocidos qué 5 tiRNAs se generaron en
mayor medida fruto del tratamiento con ARS, si dichos fragmentos podrian secretarse en
EVs. Por tanto, con los datos del capitulo 1 en mente, se intentd inducir estrés tratando
células con ARS para poder detectar 5’ tiRNA-GlyGCC en EVs por Northern blot. Se
incubaron células U-2 OS y se las tratdé con ARS para luego dejarlas incubar en medio
en presencia de suero durante 6 horas y poder colectar las EVs que se produjeran en
ese lapso. Se separd por gradiente de iodixanol (12 — 36 %) las diferentes fracciones
extracelulares del medio condicionado y los resultados del Northern blot revelado con
una sonda complementaria al extremo 5’ del tRNA-GlyGCC se presentan en la figura 17.
De estudios anteriores de nuestro grupo (Tosar et al. 2020), sabemos que las fracciones
1 a 5 corresponden a fracciones vesiculares (positivas para marcadores como CD9 y

CD81) mientras que las fracciones 8 a 12 corresponden a complejos ribonucleoproteicos
libres de vesiculas, o RNAs solubles.
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Figura 17: La mayoria de los tiRNAs extracelulares estan presentes en la fracciéon no
vesicular. Separacion en gradiente de iodixanol (12 — 36 %, preparado en PBS) de un
concentrado de medio de cultivo condicionado. Las muestras fueron sembradas en el fondo
del gradiente y se las ultracentrifugd toda la noche, flotando en funcion de su densidad. F1:
fraccion menos densa (12 %), F12: fraccion mas densa (36 %). De estudios anteriores de
nuestro grupo (Tosar et al. 2020), sabemos que las fracciones 1 a 5 corresponden a fracciones
vesiculares (positivas para marcadores como CD9 y CD81) mientras que las fracciones 8 a
12 corresponden a complejos ribonucleoproteicos libres de vesiculas, o RNAs solubles. No
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se observé 5 tiRNA-GlyGCC en fracciones vesiculares fruto del tratamiento con ARS. El panel
izquierdo indica las fracciones 1 a 12 y fraccion intracelular para células no tratadas con ARS,
mientras que el panel derecho corresponde a células tratadas con ARS.

En la Figura 17 (izquierda), se pudo detectar a los tRNAs maduros dentro en las
fracciones vesiculares (fraccion 3 a 5). En concordancia con resultados anteriores de
nuestro grupo (Tosar et al. 2020) se detectaron ademas niveles elevados de 5’ tRNA-h-
GlyGCC en fracciones extravesiculares que no estan presentes en extractos
intracelulares (carril lateral derecho). Esto indicaria que, o los fragmentos se generaron
y rapidamente se exportaron al medio de cultivo desde dentro de la célula, o su
biogénesis es directamente extracelular (seguramente consecuencia de la alta actividad
RNasa extracelular y de la liberacion de tRNAs maduros (Tosar 2020)). En la figura 17
(derecha), se volvié a observar tRNAs maduros en las fracciones vesiculares. Se observo
un aumento importante en la cantidad de 5’ tiRNA-GlyGCC de 30-35 nucleétidos en las
fracciones extravesiculares y ademas se observd la aparicion de fragmentos mas
pequefios (cercanos a los 20, que corresponderian a 5’-tRFs). En células no tratadas, la
fraccidn 12 no presentd una presencia contundente de fragmentos, mientras que en
células tratadas con ARS, si. Esto podria deberse a que, por algun mecanismo molecular
que se desconoce, la célula modifico los fragmentos de tal manera que su densidad y
coeficiente de flotacion se afectaron fruto del estrés y por tanto se movieron entre
fracciones de diferente densidad. También puede deberse a variaciones a la hora de
colectar las fracciones en el gradiente.

De cualquier manera, no se pudo observar que a las seis horas se generaran fragmentos
en cantidades suficientes en EVs como para ser detectados por esta técnica.
Posiblemente, debido a que los medios condicionados por seis horas no llegan a poseer
una concentracion suficiente de EVs como para poder realizar este tipo de estudios. Por
tanto, se necesitaria incubar células durante un mayor lapso (por ejemplo 24 horas) para
poder colectar una mayor cantidad de EVs y asi poder medir su presencia, en caso de
que estuvieran efectivamente presentes en EVs.

Generacion de 5’ tiRNAs mediante metodologias ortogonales

La gran problematica que se presenta a continuacidén es que no es posible tratar células
con ARS durante 24 horas sin esperar que se generen efectos pleiotropicos nocivos para
la célula. El modelo de induccion de estés con ARS no es un modelo perfecto en el
sentido que no deja de ser un “bombardeo” a nivel celular con arsenito: una molécula
que genera muerte celular (Jha et al. 1992). Como se pudo observar en la figura 10y 11,
la induccion de estrés genera ciertos cuerpos apoptoéticos que por lo general se observan
con mucho menor frecuencia en células que no estan expuestas a ARS.
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Para poder resolver esta problematica, se necesitd encontrar un modelo que no
comprometa la integridad celular y la formacion de las EVs, compatible con la obtencién
de medios condicionados por periodos de tiempo cercanos a las 24 horas, y generando
una sobre-expresiéon de mitades de tRNA a nivel intracelular sin compromiso de la
viabilidad celular. Para ello, se utilizd células knock out para el inhibidor de
endoribonucleasas de la familia A: RNH1. Estas células, disefiadas mediante edicidon
génica con tecnologia CRISPR-Cas9 (Akiyama et al. 2019), permiten a las
endonucleasas, como la angiogenina, estar libres en el citoplasma cortando cualquier
tRNA que se le presente. Aunque debe considerarse que este tipo de células
corresponden a clones viables, que suelen poseer cambios adaptativos secundarios a la
mutacién/delecion introducida, por lo que la actividad de ciertas RNasas esté
posiblemente reducida también en estas células. Por tanto, al utilizar este tipo celular
knock out se podria observar 5’ tiRNAs sin inducir estrés ni tratar las células con ARS.
Es decir, simulando los efectos del estrés a nivel de los tiRNAs pero sin el dafo
estructural a nivel celular (Akiyama et al. 2019).

Evaluacion de perfiles 5’ tiRNA-GIyGCC intracelulares en U-2 OS ARNH1

Se quiso ver qué sucede a relativamente corto plazo dentro de la célula al inducir estrés,
pero esta vez, comparandose entre células U-2 OS WT y ARNH1 (Figura 18).
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Figura 18: Generacion de 5’ tiRNA-GlyGCC en células ARNH1. Analisis por Northern blot
donde se evaluo6 la generacion de 5’ tiRNA-GIyGCC en células U-2 OS WT y ARNH1 luego
de 2 horas de tratamiento con ARS contra células control.

Como ya se observé en la Figura 14 A, el tratamiento de las células wild-type con ARS
induce un aumento en la generacion de 5’ tiRNA-GlyGCC. Ademas, se pudo comprobar
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otra vez mas la disminucion a nivel del 5 pre-tRNA-GlyGCC al inducir estrés. Sin
embargo, cuando comparamos este fenomeno en células WT contra lo que sucede en
células ARNH1, se reprodujo la disminucion a nivel del pre-tRNA, pero no se observé un
aumento claro a nivel de los fragmentos 5’ del tRNA-GlyGCC. Por tanto, la hipotesis de
que los pre-tRNAs puedan ser el sustrato preferencial para la generacion de tiRNAs
pareceria no encontrar sustento aqui. La cantidad de tRNA entre réplicas fue similar, por
tanto, las fluctuaciones a nivel de pre-tRNA y de tiRNA no se deben a una carga
diferencial durante la electroforesis.

Evidentemente, se volvio a dejar en claro que los 5’ tiRNA-GlyGCC se generan fruto del
tratamiento con ARS en células WT (como ya se observo en capitulos anteriores). Por
otra parte, también se observo que estos fragmentos estan presentes en células ARNH1
no sometidas a estrés, y en cantidades mas abundantes que en células WT no
estresadas. Sin embargo, no se pudo observar que el ARS tenga algun efecto sobre la
generacion de 5’ tiRNA-GlyGCC en estas células.

El concepto fundamental que emana de este resultado es que las células ARNH1
muestran una presencia constitutiva de tiRNAs en ausencia de estrés. Ademas, el
tratamiento con ARS no indujo una nueva generacion de fragmentos. Todo esto
corrobora lo observado por Akiyama et al. 2019 y demuestra que las células ARNH1
podrian ser el modelo adecuado para lograr lo que estabamos buscando: células con
mayores niveles de tiRNAs en el ambiente intracelular que nos permitan evaluar, en
cierta medida, como se ve eso reflejado a nivel extracelular (vesicular).

Evaluacion de perfiles 5’ tiRNA-GIyGCC vesiculares en U-2 OS ARNH1

Para poder evidenciar que efectivamente los 5’ tiRNA-GlyGCC se podrian empaquetar
en EVs fruto del estrés (o en su defecto, de la ausencia del inhibidor de endonucleasas),
se incubo células U-2 OS WT y ARNH1 durante 24 horas y luego se colecté el medio
condicionado en el que se las incubd y realizé un gradiente de iodixanol para separar las
fracciones vesiculares y no vesiculares mediante ultracentrifugacion. En la figura 19 se
muestra un protocolo de la metodologia acompanado de los resultados del Northern blot
del RNA vesicular y no vesicular.
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Figura 19: Empaquetamiento de 5’ tiRNA-GlyGCC en vesiculas extracelulares provenientes
de células U-2 OS WT y ARNH1. A) Modelo experimental para coleccion del RNA proveniente
de la fraccion vesicular y de la fraccion extravesicular, separado por gradiente de iodixanol y
electroforesis desnaturalizante (7M urea, 10% PAGE) del RNA obtenido de la extraccion. B)
Andlisis por Northern blot del RNA utilizando una sonda complementaria a la regién 5’ del
tRNA-GIyGCC. El extracto del gel tefido con SYBR Gold se corresponde a la region de banda
de tRNAs en la membrana revelada.

Estos resultados confirmaron la presencia de 5 tiRNA-GIlyGCC en vesiculas
extracelulares provenientes de ceélulas ARNH1 (fracciones 1 y 2), aunque debe
reconocerse que la banda obtenida es bastante tenue. Estas células simularian la
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situacion de induccion de estrés con ARS en lo que a induccién de tiRNAs se refiere, y
es llamativo que puedan apreciarse mayores niveles de tiRNAs en las mismas. Se pudo
evidenciar también la presencia de tRNAs enteros en las fracciones vesiculares (1-7) que
desaparecieron definitivamente en las fracciones no vesiculares (8-12). Esto se debe a
que dentro de EVs, los tRNAs se encuentran mayormente protegidos de la accién de las
RNasas, por tanto, no se degradarian (en concordancia con los resultados de la Figura
17). Fuera de EVs, en las fracciones no vesiculares, y en presencia de medio con suero
donde hay RNasas, los tRNAs no sufrieron el mismo destino y se degradaron de manera
rapida, lo que nos permitié ver la banda a nivel de los 5’ tiRNAs en las fracciones 10-12.
Estos resultados corroboraron lo publicado recientemente por nuestro grupo (Tosar et al.
2020) respecto a la biogénesis extracelular de las mitades de tRNA no vesiculares, y la
presencia de tRNAs completos en EVs.

También se pudo observar una banda de cerca de 50 nucledtidos en la fraccion 1-2 de
las células ARNH1. No se conoce exactamente la secuencia, pero se supone que estos
fragmentos se clivaron a nivel del T-loop (calculando su tamafo y considerando que se
estan utilizando sondas complementarias a la regién 5’ del tRNA). Llama la atencién que
esta banda es practicamente indetectable a nivel intracelular (Figura 18 y Figura 19 B).
Esto podria estar indicando dos cosas: o la liberacion selectiva de estos fragmentos de
50 nt en EVs, o una preseleccion para secrecion de tRNAs fruto de sus bases
modificadas, y que luego, dentro de las EVs, sean estas bases modificadas las que
permitan que, por algun mecanismo aun no reportado, se clive el tRNA a nivel del T-loop
para dar lugar a este fragmento de 50 nucledétidos. Cabe mencionar que este fragmento
5" de 50 nucledtidos se observé sistematicamente en EVs cuando se repitieron ensayos
de este tipo (datos no mostrados). Existen reportes que sugieren que pueda haber
procesamiento endonucleolitico de RNAs dentro de las EVs (Melo et al. 2014,
Chakrabortty et al. 2015) asi como un empaquetamiento diferencial de tRNAs con
modificaciones postranscripcionales particulares (Shurtleff et al. 2017). Por ende, se
amerita profundizar en el futuro en este resultado inesperado, aunque de momento no
constituye el foco principal de esta tesis.

Como ya se sugirid, es posible que el numero de EVs proveniente de células ARNH1
fuera mayor que el numero proveniente de células WT. Eso se pudo deducir a partir de
la intensidad de la banda de los tRNAs completos en EVs (alternativamente: podria haber
mayor empaquetamiento de tRNAs en EVs en células ARNH1). Este experimento
también deberia ser presentado junto con una alternativa donde se normaliza el numero
de EVs de partida, lo que requiere de disponer de técnicas de cuantificacion de estas
nanoparticulas. Para realizar esto, se necesita equipamiento que no esta al alcance para
la realizacion de esta tesis pero que en el futuro cercano esperamos tener.
Alternativamente, se podria normalizar los niveles de la banda de tRNA completo en las
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fracciones de EVs, y ver qué sucede con las mitades de tRNA. Es decir, si bien estos
resultados apoyan nuestra hipdtesis central (que una sobreexpresion de tiRNAs a nivel
intracelular trae aparejado mayores niveles en EVs), tendriamos que repetir este analisis
normalizando el numero de EVs por fraccion antes de poder dar una respuesta
contundente.

Se observaron también restos de DNA gendmico en las fracciones6a 7y 10 a 12 de las
células WT (figura 19 B). En estudios previos de nuestro grupo, se sabe que cuando
existe DNA gendmico a nivel extracelular, este presenta un patrén escalonado (lo que
sugiere que deriva de células que sufrieron muerte celular) y se marca con las sondas
debido a la presencia de los genes de tDNA distribuidos a lo largo del genoma. En apoyo
de esto, el analisis a nivel intracelular de estas mismas células a las 24 horas (es decir,
una vez finalizado el experimento) mostré presencia de mitades de tRNA, enfatizando
que las incubaciones largas — aun en medio con 10% FBS — pueden ser de por si una
fuente de estrés para estas células (datos no mostrados). Una posible solucion es
disminuir los tiempo de incubacion o trabajar a densidades celulares menores, de tal
manera que este efecto se minimice.

Por ultimo, en la figura 19 B, llam¢ la atencion que los niveles de 5’ tiRNA-GlyGCC y &’
tRFs en las fracciones no EV fueran mucho mayores en las células ARNH1. Esto podria
sugerir que la liberacion de RNH1 (activa o pasivamente a partir de células que ya
sufrieron su muerte), juega un rol en la regulacion de la fragmentacion extracelular del
RNA no vesicular. Esto abre la puerta para una investigacion mas a fondo pero que no
sera parte del foco de esta tesis.

Efectos de la induccion de estrés a nivel del rRNA

Con todo esto en mente, es dificil no preguntarse lo siguiente: ¢ el estrés celular induce
mecanismos intracelulares que clivan tRNAs de manera especifica o se esta frente a un
mecanismo de degradacion del RNA a nivel general dentro de la célula? Se sabe por los
resultados que se presentaron hasta ahora que tanto al inducir estrés con ARS como al
utilizar células knock out para RNH1, existe una mayor generacion de tiRNAs y en
especial de tiRNA-GlyGCC. Por tanto, surge la pregunta de si unicamente este clivaje
sucede a nivel de tRNAs o si es un mecanismo que ataca indiscriminadamente al RNA
intracelular. Para responder esta pregunta se utilizaron ambos modelos de estrés: el de
induccion con ARS y el modelo con células ARNH1. En el caso del modelo que utiliza
ARS, se incubo células U-2 OS WT con ARS a 500 uM durante 2 horas y luego se extrajo
el RNA tanto intracelular como el RNA de las fracciones vesiculares y no vesiculares,
separadas mediante un gradiente de iodixanol (figura 20 Ay B).
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Figura 20: Efectos de la induccion de estrés a nivel del rRNA. A) Northern blot en células U2-
OS WT o ARNH1 tratadas o no con ARS, revelando con una sonda complementaria al
extremo 5 del rRNA 28S. B) Northern blot de fracciones extracelulares separadas en un
gradiente de iodixanol 12 — 36 %, provenientes de células U2-OS WT no tratadas (izquierda)
o tratadas con arsenito de sodio durante 2 horas, seguido de seis horas de incubacién en
medio sin arsenito. Se reveld con una sonda complementaria al extremo 5’ del rRNA 28S. Se
muestra la region superior de la membrana (correspondiente al rRNA completo, no
detectable), y la region correspondiente a los 40 — 50 nt.

La primera observacion a destacar (figura 20 A) es que no pareceria que se generaran
fragmentos de RNA ribosomal 28S fruto de la induccion de estrés, mas alla de la gran
cantidad de fragmentos 5’ que pueden detectarse en la situacion basal. Si, por resultados
presentados anteriormente, sabemos que el 5’ tiRNA-GlyGCC es inducible por estrés,
pero aplicando la misma metodologia en las mismas células, no se pudieron replicar los
resultados para el rRNA 28S. Tampoco se pudo observar que se generaran fragmentos
de rRNA 28S en mayor cantidad o de diferente tamano al utilizar células ARNH1. Por
tanto, no pareceria haber un efecto estrés-especifico o RNH1-dependiente en la
generacion de fragmentos 5’ del rRNA 28S, a diferencia de lo que ocurre con los tiRNAs.

Por otra parte, en la Figura 20 B, si se pudo observar la presencia de fragmentos de
rRNA 28S (5’ rRF-28S) en células WT a las que se traté con ARS durante 2 horas y se
las dejo incubar con medio durante 6 horas post tratamiento. Mas aun, estos fragmentos
fueron detectados exclusivamente en las fracciones no vesiculares. Con los resultados
de la Figura 20 A en mente, podriamos especular que estos no son fragmentos inducibles
por estrés, sino que muy seguramente, estos fragmentos se estén generando por
degradacion del rRNA en el medio extracelular, proveniente de ribosomas enteros
liberados a partir de células que murieron. Esta hipdtesis va de la mano con los datos de
secuenciacion presentados en Tosar 2020, donde se observo un enriquecimiento en
fragmentos 5’ de 40 nt provenientes del rRNA 28S en fracciones no vesiculares del medio
extracelular.
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Como conclusiones de estos resultados, se destaca que los fragmentos 5’ del rRNA 28S
no serian inducibles en estrés, aunque pueden detectarse en condiciones basales. Sin
embargo, su presencia en las fracciones extravesiculares nos lleva a cuestionarnos si,
como ya hemos demostrado para las mitades de tRNA (Tosar et al. 2020) la presencia
de fragmentos de rRNA podria ser consecuencia de una biogénesis extracelular a partir
de ribosomas enteros liberados al medio extracelular, y rapidamente degradados por las
RNasas del suero. Mas aun, estos resultados muestran que no solamente las mitades
de tRNA de glicina parecieran ser altamente resistentes a la degradacién, sino que lo
mismo podria decirse de los fragmentos 5’ de 40 nt provenientes del rRNA 28S. Estos
resultados, pues, amplian el abanico de moléculas de RNA que, sin estar empaquetadas
en vesiculas, resisten la degradacion mediada por RNasas del suero, y tienen un enorme
potencial como biomarcadores de enfermedad, aunque esto escapa los alcances de esta
tesis?.

2 Por mas informacién, ver Tosar, 2021. Die-hard: resilient RNAs in the blood. Nature Reviews Molecular
Cell Biology (Tosar, 2021b).
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Capitulo 3: estabilidad y empaquetamiento

Hasta el momento se pudo comprobar que, frente a una situacion de estrés inducida por
tratamiento con ARS, las células U2-OS tienden a producir 5 tiRNA-GlyGCC
mayoritariamente. El tamafio de los fragmentos producidos, a partir de su estimacién por
Northern blot, fue de 34 o 35 nucledtidos. Es decir, coincidente con un corte
endonucleolitico luego de la segunda o tercera posicion del anticodon. Sin embargo,
trabajos previos de nuestro grupo han mostrado que, a nivel extracelular, las 5’ tiRNA-
GlyGCC predominantes son mas cortas, y llegan unicamente hasta la posicién 30 o 31
(Tosar et al. 2015). Posiblemente esto se deba a un sesgo de supervivencia (Tosar et al.
2021a) a raiz de la mayor estabilidad de estos fragmentos debido a su capacidad de
formar estructuras diméricas altamente resistentes a la degradacion (Tosar et al. 2018,
2020). Por tanto, para estudiar su estabilidad intra y extracelular asi como su capacidad
de empaquetamiento para secrecion, se decidio trabajar tanto con los 5’ tiRNA-GlyGCC
de 30 nt (abundantes en muestras extracelulares) como con los 5’ tiRNA-GlyGCC de 34
o 35 nucledtidos (que son las especies directamente inducidas por estrés, ver capitulo
2).

Hasta ahora el modelo experimental tenia sus bases en el uso de una linea celular que
expresara moderadamente RNasa 5 (ANG) y niveles proporcionalmente bajos de RNH1:
U-2 OS. Sin embargo, para estudiar la estabilidad de los fragmentos y su secrecién al
medio extracelular mediante, en parte, técnicas de microscopia confocal que permitieran
visualizar los RNAs sintéticos marcados dentro de la célula, una linea con actividad
relativamente alta de ribonucleasas seria un tanto contraproducente, ya que se estipula
que, debido a dicha accién, los fragmentos producidos serian mas facilmente
degradados y por tanto su estudio se dificultaria. Si se refiere a la Figura 8 se puede ver
que existen otras lineas celulares con menor expresion de RNasa 5 y mayor expresion
de RHN1, como la MCF-7, que previamente se venia utilizando por el grupo para el
estudio de estabilidad intracelular de diferentes RNAs. Por tanto, se decidio incluir
también a las células MCF-7 (de cancer de mama) en esta fase del trabajo, a los efectos
de poder evaluar modelos con distinta actividad RNasa intracelular.

A continuacion se describen varios ensayos relativamente similares a los que se
realizaron en la tesis de maestria de la Mag. Fabiana Gambaro. En dicho caso, la
diferencia con esta tesis es que aquellos ensayos se realizaron con Gly sintéticos de 30
nucleotidos (el RNA 5’ tiRNA-GlyGCC sintético cuya secuencia se presenta en materiales
y métodos y de ahora en mas, al referirse a la variante sintética, se nombrara como “Gly
307), donde la diferencia de estabilidad entre dicho RNA y su control de secuencia, SCR,
era muy grande (Tosar et al. 2018). Ademas, Gly de 30 nucledtidos no refleja, a la luz de
los resultados que se presentaron previamente, que fuera la especie que se produce mas
abundantemente durante el tratamiento con ARS (induccion de estrés). Por lo tanto, hubo
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que volver a poner a punto y repetir ciertos resultados con secuencias de 34 y 35
nucleotidos, y se esperdé ademas poder tener un control que tenga una estabilidad
intracelular comparable con el RNA sintético Gly.

Transfeccion de RNAs sintéticos en células U-2 OS y MCF-7

Hasta el momento de comenzar este trabajo, en nuestro laboratorio se venia utilizando
Lipofectamina 2000 (L2K) como agente de transfeccién. Sin embargo, decidimos
pasarnos al uso de Lipofectamina 3000 (L3K) ya que, de acuerdo con el fabricante, no
habria razén para utilizar L2K si la L3K posee mejores eficiencias de transfeccion en
multiples modelos celulares. Por tanto, nos vimos obligados a reoptimizar todos nuestros
ensayos de transfeccion, aprovechando la oportunidad para comenzar a utilizar el RNA
sintético de 34 y 35 nucledtidos. Ambos reactivos funcionan con una loégica similar,
creando nanoparticulas sintéticas de lipidos cationicos que ayudan al RNA a penetrar la
membrana plasmatica y entrar en la célula. Sin embargo, de acuerdo con el fabricante,
la eficiencia de transfeccion de la L3K aumenta significativamente dada la asistencia de
un aditivo comercializado bajo el nombre de P3000 (P3K), que no solamente ayuda a
acortar los tiempos de exposicion de la Lipofectamina a las células, sino que también
ayuda en la incorporacion de la micela con la membrana plasmatica.

Para poder medir la estabilidad intracelular y el empaquetamiento de ciertas mitades de
tRNA, se diseii6 dos modelos. El primero consistié en la utilizacion de Gly sintéticos con
un extremo &’ biotina. Estos RNAs marcados permitieron la posterior conjugacién con
estreptavidina conjugada al fluorocromo APC, lo que permitié su visualizacion mediante
técnicas de microscopia confocal. Esta misma aproximacion experimental habia sido
utilizada ya en trabajos previos® de nuestro grupo (Tosar et al. 2018, Gambaro et al.
2020). Ademas, los mismos RNAs se sintetizaron sin el extremo 5’ biotina (sustituido por
un 5 monofosfato), a los efectos de medir su presencia en diferentes condiciones
mediante SL-RT-qPCR. Principalmente, se transfectd células con los diferentes RNAs
sintéticos para poder medir su estabilidad intracelular, su empaquetamiento y presencia
en EVs y su posible transferencia entre células mediante las técnicas antes explicadas.
Como control del proceso, se sintetizé una secuencia conteniendo las bases del Gly pero
con algunas bases que diferian entre secuencias (referirse a materiales y métodos), que
llamaremos SCR (por su sigla en inglés: scramble). Estas secuencias SCR se
adquirieron para todos los largos correspondientes (30, 35). Este RNA no posee la
capacidad de formar homodimeros (Tosar et al. 2018) y por tanto, como posee algunas
de sus bases alteradas con respecto a Gly, no estaria protegido estructuralmente de la

3 Considérense que Gambaroi et al. RNA Biology, 2020 es en parte un trabajo previo a esta tesis (pues
recoge los resultados de la tesis de Fabiana Gambaro) y en parte una de las producciones de esta tesis
(pues recoge también resultados realizados durante la primera fase de mi maestria).
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accion de las ribonucleasas (a diferencia de Gly 30). Esto nos permitié poder medir su
degradacion intracelular en comparaciéon con aquella del RNA intrinsecamente estable
y, a la vez, evaluar si el empaquetamiento y la liberacion del RNA al medio extracelular
fue dependiente de ciertos motivos de secuencia.

Puesta a punto del modelo de transfeccion de RNAs sintéticos

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue demostrar la transferencia de RNAs
producidos fruto del estrés entre células. Para que esto se pueda llevar a cabo, la
integridad de la célula debid ser practicamente similar a su integridad en situaciones
fisiologicas. Por tanto, se debié comprobar que ninguno de los agentes utilizados para
transfectar los RNAs sintéticos induciria compromiso estructural evidente a nivel de la
membrana plasmatica. En dicho caso, la liberaciéon de los RNAs podria corresponder a
Apo-EVs y no a exosomas o microvesiculas, distorsionando el modelo de estudio. Por
tanto, hubo que demostrar que el agente de transfeccion a utilizar (L2K o L3K,
ThermoFisher) no tenia efectos citotoxicos a nivel celular. Algunos trabajos de otros
grupos, como el de Rakesh Veedu en Australia, demuestran que la utilizacién de
diferentes tipos de lipidos catidnicos comerciales pueden afectar la viabilidad de las
células MCF-7 (Wang et al. 2018). Sin embargo, lo mas correcto fue testearlo sobre
nuestro modelo celular para poder estar seguros de que la integridad de membrana no
se veria afectada, al igual que la capacidad de la célula de formar y liberar EVs. Ademas,
se necesitd encontrar qué confluencia celular era la éptima para poder realizar los
ensayos de transfeccion de manera tal que la cantidad de Lipofectamina no dafara la
integridad celular ni cambiara, a grandes rasgos, la morfologia general de las células que
se transfectaron.

En datos no presentados en esta tesis, se optimizaron los volumenes del agente de
transfeccion asi como del aditivo P3000 , y se determiné que las células deberian
alcanzar un 80% de confluencia realizar los ensayos. De lo contrario, la relacion L3K vs
células era demasiado alta y la citotoxicidad de la combinacion L3K - P3K pasaba a
hacerse notoria.

Una vez puesto a punto el protocolo de transfeccion de células con RNAs sintéticos
marcados, se evalud la posibilidad de medir también RNAs con un grupo 5’ monofosfato
(es decir, no marcados con biotina) por SL-RT-qPCR. La ventaja es que, ademas de ser
una técnica mucho mas sensible, los RNAs que se utilizarian en los siguientes ensayos
no deberian estar marcados para evitar fenomenos artefactuales inducidos por el grupo
5’ biotina.
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En una primer instancia, se transfecto células U-2 OS con Gly de 35 nucledtidos, ya que
es el fragmento que mas se produce fruto del estrés (Figura 14 A), y con su control SCR
correspondiente, como se detalla en la figura 21 A. Se midio la presencia de los RNAs
sintéticos (en este caso no marcados con biotina) en las células mediante SL-RT-qPCR,
a tiempo 30 minutos luego del comienzo de la transfeccion (llamado t = 0 horas). La
transfeccion se realizé a diferentes concentraciones: 100, 400 y 1000 nM.
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5'tiRNA-GlyGCC 100 30 min :
— 400 "M ——— _— —_—
5'tiRNA-Gly/SCR 1000 \]
Extraccion
RNA
B
Kk : PR . Lid > o **
- 30- : . 2 ==
£ 30 : = Lind hiid
© e LA &
<zt :
E 20+
o
o
o

1 1
RNA - SCR SCR -

- G|y - -
L3K + - + - - + - + - + - + -
[Conc] uM 100 - 100 100 - 400 400 400 - 1000 1000 100C -
C
307 -= SCR
c - Gly
Ty}
™
< 204
4
o
whed
in
T 104
(&)
c T 1 1 ]
RNA endégeno 100nM 400nM 1000nM

Figura 21: Optimizacién del modelo de transfeccion de células U-2 OS para medir eficiencia
de transfeccion y determinar concentraciéon optima de transfeccion. A) Diagrama del
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procedimiento desde la transfeccion a diferentes concentraciones (100, 400 y 1000 nM)
durante 30 minutos en células U-2 OS hasta la posterior extraccion de RNA intracelular y
determinacion de la presencia de RNA sintético mediante SL-RT-qPCR. B) Los niveles de Gly
y SCR de 35 nucledtidos dentro de células fueron significativamente mas altos en las tres
condiciones (transfeccion a 100, 400 y 1000 nM) en comparacién con sus controles (sin L3K
y/o RNA). C) Comparacién de los niveles de Gly y SCR endégenos (control) contra niveles
intracelulares de RNA sintético incorporado a la célula fruto post transfeccion. Notese que en
el caso de SCR los “niveles enddgenos” en realidad corresponden a un producto de
amplificacion inespecifica, posiblemente a causa de la hibridaciéon de los primers contra las
mitades de tRNA-Gly. *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001; prueba Welsh
no paramétrica a dos colas. Valido para esta y las siguientes figuras (hasta que se indique
otra cosa).

Independientemente de la concentracion de RNA sintético a la que se expuso las células,
se desprende de la Figura 21 B y C que el RNA sintético se incorpor6 dentro de las
mismas ya que se pudo observar una disminucion amplia entre el ciclo de amplificacion
del RNA en cuestion y su respectivo control (correspondiente a los niveles enddégenos
de los respectivos tiRNAs u otros transcritos intracelulares con sitios complementarios a
los primers utilizados). Por tanto, se determiné que mas alla de la moderada accion de
las RNasas intracelulares en esta linea celular (figura 8), la técnica SL-RT-qPCR permitio
detectar RNAs que serian indetectables mediante microscopia confocal de fluorescencia,
ya que, en otra experiencia que se detallara mas adelante, se transfecté células U-2 OS
con RNAs sintéticos biotinilados de 35 nucledtidos y no se los pudo detectar (ver capitulo
5). Ademas, se puede ver como a 100 nM también se incorporo el SCR sin necesidad de
L3K (p-valor = 0.0067), lo que podria indicar que existe cierto grado de uptake
espontaneo (ver capitulo 4). Claramente los niveles son ampliamente inferiores que al
comparar con el RNA sintético que ingreso asistido por L3K. Sin embargo, esta pareceria
ser también una clara via de ingreso a la célula que sera explorada con mayor detalle en
capitulos posteriores de esta tesis.

Los niveles de Gly endogenos fueron amplia y significativamente inferiores que los
niveles al transfectar la célula con RNA sintético. Hay cerca de 13 ciclos de PCR de
diferencia entre los niveles de Gly al transfectar a 100 nM en comparacion con sus niveles
endogenos (unas 8000 veces mas RNA). No varié mas que en tres ciclos de PCR entre
la transfeccion a 100 y a 1000 nM (unas ocho veces mas RNA a 1000 nM), lo que es
consistente con el hecho de estar agregando 10 veces mas RNA (Figura 21 C). Para los
siguientes ensayos, se eligio utilizar una concentracién intermedia (400 nM).

Efecto del largo de la secuencia de Gly y SCR

Lo siguiente fue evaluar como se comport6 el RNA al ser incorporado dentro de la célula
mediante microscopia confocal de fluorescencia, como ya habia sido hecho antes para
Gly 30 (Tosar y Gambaro et al. 2018, Gambaro y Li Calzi et al. 2020) , pero comparando
ahora las distintas combinaciones de RNA sintéticos. Para esto, se transfecto células
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MCF-7 con Gly y SCR marcados con 5’ biotina de 30 y 35 nucleétidos a 400 nM para
poder ver su incorporacion en el citoplasma a tiempo 0 horas post transfeccién y la

cuantificacion de los resultados se puede observar en la figura 22.
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Figura 22: Cuantificacion de los niveles de los distintos RNAs a tiempo 0 post transfeccion.
A) Modelo de transfeccion y de preparacion de las células para microscopia confocal de
fluorescencia. B) Imagenes representativas de diferentes transfecciones, con RNAs sintéticos
Gly y SCR de 30 y 35 nucleotidos. Los nucleos estan representados por marca azul (DAPI) y
los RNAs sintéticos por marca roja (estreptavidina-APC). C) Comparacion de los niveles
intracelulares de cada RNA sintético fruto de la transfeccion a 400 nM y su comparacion
relativa contra células que no fueron tratadas (control) medido en intensidad de fluorescencia
de la marca roja (APC) por area de célula.
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Claramente se vio que todos los RNAs sintéticos son facilmente detectables a tiempo
cero (es decir, luego de 30 minutos de incubacion con los complejos de RNA / lipidos).
Coincidente con resultados anteriores de nuestro grupo (Tosar et al. 2018) la eficiencia
de transfeccion de Gly 30 pareceria ser mas alta que la de SCR 30 y la de todos los
demas RNAs testeados (Figura 22 C). Nuestra interpretacion es que esto no se debe a
una mayor eficiencia de transfeccion en si, sino a la mayor estabilidad de Gly 30 (por su
capacidad de formas homodimeros resistentes a la degradacion) que ya comienza a
ponerse de manifiesto incluso a tiempos tan cortos como en este caso. De cualquier
manera, todos los RNAs fueron detectables a tiempo 0 horas en comparacion con las
células control (la diferencia fue siempre estadisticamente significativa).

En conjuncién con los resultados que se presentaron en el capitulo 1, se podria entonces
concluir que los RNAs sintéticos de 35 nucledtidos son las moléculas idoneas para seguir
trabajando porque son aquellas que se producen en estrés inducido por tratamiento con
ARS y ademas no se evidenciaron diferencias tan grandes de estabilidad entre Gly de
35 nucledtidos y su respectivo control, SCR de 35 nucleotidos. En cambio, como puede
verse en la Figura 22 C, hubo una diferencia en concentracion intracelular muy
pronunciada entre Gly y SCR de 30 nucledtidos, lo que los hace moléculas que no
podrian, a priori, compararse entre si adecuadamente dada la altisima diferencia de
estabilidad entre ambas moléculas.

Los RNASs sintéticos son detectables dentro de la célula durante al menos seis horas

El siguiente paso fue visualizar, mediante la misma, técnica la estabilidad intracelular de
los RNAs sintéticos de 35 nucledtidos (que hasta el momento fueron considerados como
‘comparables entre si”) en células donadoras a las 6 horas post transfeccién para poder
determinar por cuanto tiempo son detectables dentro de la célula, como se muestra en
la figura 23 D. Una de las motivaciones para realizar este estudio fue determinar un
tiempo relativamente adecuado para la obtencion de EVs, ya que no tendria sentido
colectar EVs en tiempos para los cuales el RNA intracelular ya pasaria a ser indetectable,
pues eso implicaria obtener EVs desprovistas del RNA de interés.
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Figura 23. Estabilidad intracelular de las mitades de tRNA de glicina en células MCF-7. A)
Los niveles de Gly y SCR de 35 nucledtidos dentro de células son significativamente mas
altos en las dos condiciones (a 0 horas como ya se habia evidenciado en Figura 21y a 6
horas luego de la transfeccion) en comparacion con los niveles medidos en células no
transfectadas. B) Comparacion del valor de Cq para Gly 35 (rojo), SCR 35 (negro) o Gly 30
(azul), en células transfectadas con Gly 35 (azul y rojo) o SCR 35 (negro). Estos resultados
demuestran que Gly 35 no funciona como sustrato del fragmento de 30 nucleétidos. C)
Imagenes representativas de microscopia confocal de fluorescencia de diferentes
transfecciones con RNAs sintéticos Gly y SCR de 30 y 35 nucledtidos, 6 horas luego de la
transfeccion. Los nucleos estan representados por marca azul y los RNAs sintéticos por marca
roja, segun fue descrito en figuras anteriores. D) Cuantificacion de las imagenes de (C),
comparable a lo mostrado en la Figura 25 C, pero a las 6 horas post transfeccion.

Se pudo observar con claridad que la marca intracelular (APC) para Gly (35 nt) no vario
significativamente dentro de las primeras 6 horas luego de la transfeccion (figura 23 A)
en comparacion con las células control, en donde lo que realmente se midié fue los
niveles intracelulares de dicho fragmento enddgeno. Algo relativamente similar sucedié
con el RNA SCR, ya que si bien la diferencia entre muestras fue estadisticamente
significativa entre las 0 y 6 horas (p-valor = 0.0005), también lo fue en comparacion con
las células control. A las 6 horas luego de la transfeccién hubo una menor concentracion
de RNA (tanto Gly como SCR) dentro de la célula, pero lo importante es que el RNA
transfectado siguio siendo detectable a dicho tiempo, tanto por microscopia confocal de
fluorescencia (Figura 23 D) como por SL-RT-qPCR (Figura 23 A). Al igual que lo
observado a tiempo 0, los niveles de Gly 35 y SCR 35 parecerian ser similares a las seis
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horas, sin diferencias de estabilidad evidentes, enfatizando las ventajas de este par
frente al par Gly 30 / SCR 30 (Figura 23 D).

También se quiso observar si los fragmentos de 35 nucleétidos podrian funcionar como
sustrato (parcial o totalmente) en la generacién de los fragmentos de 30 nucledtidos
(figura 23 B). Para esto lo que se hizo fue una SL-RT-gPCR del RNA proveniente de
células transfectadas con Gly de 35 nucledtidos, utilizando cebadores tanto para Gly 30
y como para Gly 35. Si los de 35 nt fueran sustrato de los de 30 nucleotidos (por
degradacion endo o exonucleolitica), entonces Gly 35 disminuiria en concentracion
mientras que Gly 30 aumentaria proporcionalmente. De ser asi, se habria esperado un
grafico con forma de tijera o de equis entre las curvas roja y azul (figura 23 B), pero esto
no se observd. Ambos fragmentos tuvieron pendientes practicamente similares (figura
23 B), lo que indica que Gly de 35 probablemente no funcione como sustrato del de 30
nucleotidos. La deteccidén de Gly de 30 a un Cq de 18 en células transfectadas con Gly
35 muestra las inespecificidades propias del sistema de SL-RT-qPCR, pues la deteccion
de ambos se realiza con el mismo forward primer, y la especificidad viene dada
unicamente por las ultimas seis bases del SL primer. Con todo, hay una diferencia de 4
ciclos de PCR entre lo observado con el set de primers adecuado (Gly 35) y el
inespecifico (Gly 30, en este caso), lo que igualmente permite sacar conclusiones. Si
bien la tasa de degradaciéon de SCR de 35 nucledtidos fue mas pronunciada (pendiente
mayor), las diferencias de estabilidad son mucho menores que para el caso Gly 30/ SCR
30, como ya fue explicado.

Al transfectar con Gly y SCR de 30 y 35 nucledtidos y evaluar su estabilidad intracelular
mediante microscopia confocal de fluorescencia, se vio que los patrones de marca de
los RNAs (APC en rojo Figura 23 C) cambiaron en comparacion con aquellos patrones
de marca a tiempo 0 horas (figura 22 B). En este caso, todos los tratamientos presentaron
un marcado homogéneo en vez de patrones con zonas de mayor presencia de marca, y
la marca se presenté difuminada a lo largo y ancho de todo el citoplasma.

Gly 35y SCR 35 se empaquetan y se secretan en EVs

Dado que los tiRNAs (Gly y SCR) mas inducibles por estrés fueron aquellos de 35
nucledtidos, ademas de ser los mas similares entre si en cuanto a estabilidad intracelular
a lo largo del tiempo, se utilizaron estos RNAs para establecer su capacidad de
empaquetarse dentro de EVs. Esto fue importante ya que dio un dato intermedio en la
pregunta original de la transferencia de RNAs en EVs entre células. Demostrar su
presencia en EVs nos acercé un paso mas hacia el modelo de comunicacién intercelular
propuesto.
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Para evaluar la presencia de RNAs sintéticos dentro de EVs, se transfectaron células U-
2 OS con Gly y SCR de 35 nucledtidos, como se detalla en la figura 24 A. Luego de la
transfeccion, las células se incubaron en medio sin suero durante 6 horas para colectar
las EVs producidas en esa ventana de tiempo (que en teoria contendrian los RNAs
dentro). Posteriormente, se purificaron EVs mediante ultracentrifugacién y se extrajo el
RNA de dentro de las EVs para evaluar los perfiles de Gly y SCR de 35 nucledtidos
mediante SL-RT-qPCR. Estos ensayos fueron realizados en células U2-OS a raiz de los
resultados obtenidos y mostrados en la Figura 21 a nivel intracelular, y debido a que
nuestro plan original era realizar los estudios de comunicacion intercelular en esta linea
celular, pues alli habiamos puesto a punto el modelo de estrés y la caracterizacion de
los tiRNAs en EVs (Capitulo 2). Como se vera mas adelante, esta fue una eleccion
desafortunada, pero en este momento no teniamos forma de saberlo.
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Figura 24: Evaluacion de los perfiles de Gly y SCR de 35 nucledtidos en EVs. Dichos RNAs
estan presentes en EVs. A) Diagrama de instancias, desde la transfeccion de células,
incubacion de EVs y purificacion por ultracentrifugacion y posterior extraccion de RNA
vesicular para evaluacioén de perfiles mediante SL-RT-qPCR. B) Las secuencias de Gly y SCR
de 35 nucledtidos estan presentes y son estables dentro de EVs durante un minimo de 6
horas de incubacion luego de la transfeccién. Se compararon los niveles de RNA dentro de
EVs de células que se transfectaron contra células control (con RNA endégeno empaquetado
por la célula).
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Como conclusion, cabe mencionar que el RNA transfectado es capaz de empaquetarse
dentro de EVs y es estable dentro de estas nanoparticulas durante al menos seis horas.

Para evaluar si las EVs tendrian en teoria la capacidad de actuar como mediadoras en
la comunicacién intercelular, el paso siguientefue estudiar si estas EVs se pueden
internalizar dentro de otras células (aceptoras) y entregar su contenido, lo que sera el
motivo de estudio en el capitulo 5. Pero antes debemos abrir un paréntesis para hablar
de la captacion espontanea de RNAs no vesiculares.
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Capitulo 4: captacion espontanea de RNA

j.Podrian Gly y SCR incorporarse espontaneamente dentro de células MCFE-7?

Durante los primeros ensayos de transfeccion de RNAs sintéticos en células MCF-7, en
la realizacién de experimentos de puesta a punto de los ensayos de transfeccion, se
incluyo controles donde el RNA sintético se incubd sin L3K con las células. Contrario a
lo que cabria esperarse, se observo con claridad que el RNA si se incorporaba de manera
espontanea en las células (Figura 25). La marca pareceria concentrarse en el nucleo y
la zona perinuclear, aunque la intensidad de fluorescencia fue significativamente mas
baja que la de las células expuestas a RNA sintético biotinilado con L3K, como es logico.
Las células no expuestas a RNA no presentaron marca, descartando que se tratara de
un artefacto ocasionado por autofluorescencia o por problemas de lavado de la
estreptavidina-APC, siendo la diferencia entre muestras expuestas y no expuestas al
RNA estadisticamente significativa. Potencialmente, este resultado fue nuestra primera
aproximacion a que el RNA podria llegar a ingresar espontaneamente dentro de la célula
(es decir, sin la necesidad de agentes de transfeccion como lipidos cationicos) y en este
caso particular, dirigirse al nucleo (Figura 25 A). Sin embargo, este resultado no se
reprodujo al repetir el experimento, y por casi un afio no seguimos investigando en la
tematica por considerarlo un resultado artefactual.
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Figura 25: Primera aproximacion al uptake espontaneo de RNA en células. EI RNA podria
estar ingresando dentro de la célula de manera espontanea. A) Grafica de intensidad de
fluorescencia (APC) por area celular. Muestra que el RNA biotinilado ingreso a las células a
niveles significativamente mayores a las células control. B) SL-RT-gPCR de RNA extraido de
células demostré que SCR de 35 nucledtidos también se incorpora espontaneamente
(adaptado de la Figura 21, B).

Un afo después, al volver a incluir un control sin L3K en uno de nuestros experimentos
de transfeccion, esta vez en células U2-OS y midiendo por SL-RT-qPCR, se volvio a
observar que incorporacion espontanea del RNA SCR 35 (Figura 21 B, y detalle en la
Figura 25 B). La diferencia entre el Cq de SCR en células incubadas sin L3K y el Cq de
SCR en células control (no expuestas a RNA) fue estadisticamente significativa.
Claramente, se volvid a repetir el hecho de que los niveles de incorporacién fueron
abundantemente inferiores al de células transfectadas (+L3K), pero esto no deberia
sorprender. No obstante, esta via de internalizacion comenzé a captar nuestra atencion,
por lo que decidimos comenzar a investigarla con mayor detalle. En definitiva, si la
captacion de estos RNAs cortos ocurre de forma espontanea (¢ por endocitosis?) esto
podria tener implicancias en la funcién biolégica de los RNAs extracelulares no
vesiculares, que venimos desde hace un buen tiempo estudiando (Tosar et al. 2015,
2018, 2020).
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Gly v SCR de 30 nucledtidos son captados espontaneamente por la célula

Dados los resultados preliminares antes descritos, se incubo Gly y SCR de 30 y 35
nucleotidos a 400 nM durante 30 minutos con células MCF-7. Utilizamos esta linea
celular ya que, debido a su baja expresion de ribonucleasas (figura 9), se facilitaria la
visualizacion de los RNAs marcados mediante microscopia confocal de fluorescencia.
Los resultados se presentan a continuacion en la figura 26.
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Figura 26: Efecto del largo de secuencia en la eficiencia de captacion espontanea de Gly y
SCR mediante microscopia confocal de fluorescencia. A) Representacion grafica de la
intensidad de fluorescencia de la estreptavidina-APC por area celular. Tanto Gly como SCR
de 30 nucledtidos parecerian ingresar a la célula de manera espontanea sin ayuda de agentes
de transfeccion. B) Imagenes representativas utilizadas para construir el grafico anterior.
Parametros de marcaje y adquisicion igual que en las imagenes anteriores.

El analisis de las imagenes de la Figura 26 permite observar que tanto Gly de 30
nucledtidos como SCR de 30 nucledtidos pueden ser detectados intracelularmente a
niveles similares y significativamente superiores al del control no expuesto a RNA (p-
valor < 0.0001 y p-valor = 0.0002, respectivamente). El hecho de que hayan cantidades
similares de Gly y de SCR de 30 nucleétidos podria deberse a que solamente los
monomeros, y no los dimeros, de Gly 30 logran ingresar a la célula, por lo que dejaria de
observarse ladiferencia de estabilidad entre Gly 30 y SCR 30 previamente observada
(Figuras 22 y 23). De cualquier manera, el RNA captado fue significativamente menor
que cuando se utilizé L3K (y por eso la marca aparecio relativamente tenue), lo que fue
de esperarse. Se observo un patron de marcaje de caracter difuminado, en vez de
concentrarse la sefial en forma de cumulos. Estos resultados reproducen parcialmente
los resultados previos obtenidos por microscopia confocal de fluorescencia (Figura 25
A), aunque en esta ocasion no pudimos reproducir la marcacion a nivel nuclear. También
son estos resultados concordantes conlos obtenidos en U2-OS mediante SL-RT-qPCR
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(figura 21 B y 25 B), aunque la incorporacién de SCR 35 pareceria ser aqui mucho mas
baja, e indistinguible del control.

Cabe sefnalar que estudios anteriores ya habian mostrado la capacidad de ciertas
mitades de tRNA de ser incorporadas espontaneamente por las células (lvanov et al.
2014). Sin embargo, se creyo que esta propiedad era exclusiva de las mitades de tRNA-
Ala y de tRNA-Cys debido a su capacidad de formar estructuras estabilizadas por G-
cuadruplex. Nuestros resultados, en cambio, apuntan a una generalizacién en la
captacion de este tipo de secuencias, incluyendo la de SCR que es una secuencia
fabricada que no tiene correlato a nivel endégeno.

Tal vez el resultado mas sorprendente de la Figura 26 es la posibilidad de que la
captacion espontanea esté restringida a RNAs cortos. Lo observado para Gly 30 y SCR
30 no pudo reproducirse con Gly 35y SCR 35, cuyos niveles intracelulares no distaron
significativamente del control. Esto podria deberse a una mayor densidad de cargas
negativas que dificulten el transporte a través de la membrana plasmatica, o a las
especificidades de un receptor de superficie no identificado, que esté favoreciendo la
captacion espontanea de ciertos RNAs, con restricciones a nivel del tamafio y/o
estructura (por ejemplo, por endocitosis mediada por receptor). Estudios posteriores
deberan ahondar en estas posibilidades, pero la posibilidad de una captacién espontanea
de ciertos RNAs provenientes del medio extracelular puede llegar a ser potencialmente
muy importante. La captacién espontanea de mitades de tRNA de glicina de 30 nt es una
observacion muy llamativa, pues estos son los fragmentos mas abundantes en la fraccidon
no vesicular del medio extracelular (Tosar et al. 2015, 2018, 2020). Las implicancias
potenciales de esto se discutiran mas adelante.
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Capitulo 5: Transferencia entre células

Luego del paréntesis abierto durante el capitulo 4, retomamos aqui el estudio de la
incorporacion de RNAs presentes en EVs. En este capitulo se estudio la transferencia
efectiva de fragmentos de tRNA sintéticos dentro de EVs, tanto en células MCF-7 como
U2-0OS, y por metodologias completamente ortogonales, como SL-RT-qPCR vy
microscopia confocal de fluorescencia. A diferencia del capitulo 4, se volvioé a trabajar
aqui con Gly y SCR de 35 nucledtidos, por las razones discutidas en profundidad durante

el capitulo 2.

La estabilidad intracelular de 5 tiRNAs en células aceptoras depende de cada linea
celular

En primer lugar, se estudio la transferencia de Gly y SCR de 35 nucledtidos en células
U-2 OS. Para ello, se transfectaron células “donadoras” con dichos RNAs sintéticos a
400 nM vy se purificaron las EVs provenientes del medio condicionado luego de 6 horas
de incubacion. Ademas, sabiendo que el RNA se capta e incorpora a la célula también
de manera espontanea (capitulo 4), se intentdé conocer si la sensibilidad de la técnica
permitiria detectar la transferencia a través de EVs de RNAs captados de forma
espontanea por las células donadoras. Las EVs se purificaron mediante
ultracentrifugacion y se incubo dichas EVs purificadas con células U-2 OS “aceptoras”
durante 6 horas adicionales (figura 27 A).
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Figura 27: La transferencia mediada por EVs de Gly y de SCR de 35 nucledtidos no es
observable en células U-2 OS WT. A) Representacion grafica del modelo que se utilizd para
evaluar los niveles del RNA sintético transferido entre células U-2 OS. B) Transferencia de
Gly y SCR de 35 nucledtidos entre células U-2 OS C) Transferencia de GFP desde células U-
2 OS GFP+ a células U-2 OS WT mediante EVs.

No se pudo observar una transferencia efectiva de fragmentos de tRNA-GlyGCC de 35
nucleotidos en EVs mediante SL-RT-qPCR entre células U-2 OS donadoras y aceptoras
(figura 27 B). Considerando este resultado, fue de esperarse que el RNA que se incubo
sin L3K con las células donadoras tampoco lograra medirse en células aceptoras.
Nuestra interpretacion es que la linea celular U2-OS posee una actividad endonucleasa
intracelular relativamente alta, en comparaciéon con las células MCF-7 (Figura 9). Por
tanto, el tiempo que dichos RNAs se mantienen en el ambiente intracelular (6 horas) en
células donadoras mientras se liberan las EVs y las 6 horas que se incuban las EVs con
células aceptoras podrian ser un factor clave que haga que no se esté visualizando una
transferencia efectiva de RNA. Ademas, Gly de 35 nucledtidos no es igual de estable que
su “primo” de 30 nucledtidos, ya que no formaria homodimeros estructuralmente
resistentes a las ribonucleasas, facilitando su degradacion dentro de las células. Aunque
estas no son las unicas razones que podrian estar haciendo que no se viera una
transferencia de RNAs entre células. También podria ocurrir que la L3K esté afectando
estructuralmente la membrana plasmatica de la célula donadora y esto afecte la
composicion de las EVs y su posibilidad de ser internalizadas. Esto significaria que
podria haber problemas de captacion de EVs por parte célula aceptora dada la integridad
estructural de las EVs o podria ser simplemente que las EVs no tienen la capacidad de
ser internalizadas por motivos y mecanismos que se desconocen, en oposicion de ciertos
reportes anteriores - incluidos los nuestros — (Gambaro et al. 2020), pero en apoyo de
algunos pre-print recientes (Albanese et al. 2020; Somiya y Kuroda 2021).

GFP se transfiere entre células U-2 OS a través de EVs

Para resolver el problema de la captacion, se realizé un ensayo mediante el cual se
intentd evidenciar la transferencia de la proteina verde fluorescente (GFP) como manera
alternativa para evidenciar transferencia de particulas entre células mediada por EVs.
Para esto, se incubo células U-2 OS GFP+ y se purificaron EVs producidas por estas
células durante 24 horas. Dichas EVs se purificaron por ultracentrifugacion y se
incubaron con células U-2 OS WT (que no expresan GFP) en una razén 4000:1. Es decir,
el producto en EVs de 4000 células U-2 OS GFP+ por cada célula aceptora U-2 OS WT.
Esta razon es muchisimo mayor a la utilizada en los ensayos de transferencia de RNA
(4:1), pero consideramos necesitar un numero elevado de proteinas fluorescentes dentro
de cada célula aceptora para poder distinguir esta sefial de la autofluorescencia celular.
Los resultados dejaron en evidencia que posiblemente hubo transferencia de GFP entre
células, a juzgar por niveles significativamente mayores de fluorescencia en el canal

94



Li Calzi, 2021

verde para las células incubadas con EVs provenientes de células GFP+ (figura 27 C)
(p-valor < 0.0001), aunque la intensidad de fluorescencia se encuentra cercana a la
fluorescencia de fondo (background). Un control oportuno que se podria haber incluido
en este caso seria incubar células WT con EVs provenientes de células WT, para
descartar que el aumento de la fluorescencia no se deba a una variacion en la
autofluorescencia celular fruto de la incubacion con EVs. Con todo, este resultado
preliminar sugiere que las EVs si pueden actuar como vehiculos para la transferencia de
macromoléculas entre células U2-OS, debiendo buscar explicaciones alternativas para
los resultados negativos de la Figura 27, B.

La incorporacion de EVs se da, en parte, por endocitosis (probablemente
macropinocitosis)

Se decidid que una de las maneras mas adecuadas de dejar en evidencia la
internalizacidén de EVs por la célula aceptora seria seguir a la EV en su trayectoria desde
el medio extracelular hacia el ambiente intracelular por técnicas de microscopia confocal
de fluorescencia in vivo o en tiempo real (live cell imaging). Esto es importante, también,
para entender si la fusion de EVs (con su correspondiente cargo) con la célula que la
recibe es un proceso practicamente instantaneo, donde la EV libera su contenido al
fusionarse con la membrana plasmatica, o si este proceso requiere de cierto tiempo y de
mecanismos intracelulares que ayuden en la internalizacidon del cargo. Poseer este tipo
de informacion cinética puede ser crucial para establecer el marco temporal mas
apropiado para los siguientes experimentos.

Para poder visualizar EVs mediante microscopia confocal fue necesario purificar EVs
provenientes de células U-2 OS a partir de medios condicionados durante 24 horas.
Dichas EVs se purificaron mediante gradiente de iodixanol, ya que esta metodologia
permite separar lo vesicular de lo extravesicular, como agregados ribonucleoproteicos,
que podrian incorporar parte del dye utilizado para marcar EVs, dificultando la
interpretacion de los resultados, ademas de que las EVs se aglutinan al ser colectadas
sobre el fondo de un tubo de ultracentrifuga (Linares et al. 2015), lo que podria alterar su
captacion por células aceptoras. Se tomo las fracciones vesiculares (F3 — F4) y se marcé
EVs con un marcador lipidico (CellVue Claret), que permiti6 generar una tincion
fluorescente de la membrana vesicular. Las EVs luego se incubaron con células U-2 OS
GFP+ para poder estudiar su captacién e internalizacion al microscopio confocal in vivo,
en una camara de temperatura y CO> controlados de modo tal de poder tomar videos de
larga duracion. El protocolo se detalla claramente a continuacion en la figura 28 Ay las
imagenes en la Figura 28 B.
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gradiente de iodixanol, marcacion con tincion lipidica CellVue Claret e incubacion de EVs
marcadas con células in vivo. B) Trayectoria de un cimulo de EVs desde el medio extracelular
hacia el interior de una célula GFP- a través de la membrana plasmatica, durante 2 horas de
adquisicion del video. La luz trasmitida esta representada en escala de grises (contraste de
fases por interferencia diferencial, luz transmitida), el citoplasma de células GFP+ en verde y
las EVs marcadas con CellVue Claret se visualizan en el canal rojo. C) Representacion grafica
de la diferencia de intensidad de fluorescencia del cimulo de EVs (particula roja) a tiempo 0
horas y 2 horas en el plano focal. D) Imagen del plano focal a tiempo final (2 horas) del punto
de deposicion de la particula (cumulo de EVs). Las imagenes en el lateral superior y derecho
muestran cortes ortogonales del apilado en el eje zeta. El cdmulo de EVs efectivamente se
encuentra dentro de la célula y no apoyado sobre su superficie.

Ya establecido el protocolo para marcar EVs de manera efectiva fue sencillo poder seguir
su trayectoria desde el medio extracelular y hacia el ambiente intracelular. Se visualizé
que el cimulo de EVs* encontrado originalmente en el medio extracelular (figura 28 B y
D, sefialado con una flecha blanca) se dirige hacia el interior de la célula, luego de ser
endocitado mediante un mecanismo que parece estar vinculado a la macropinocitosis
(video disponible en la nube: t.ly/7n45). Este pequefio cumulo de vesiculas marcadas se
dirigio a través de la membrana plasmatica y continué hacia el interior celular, con
trayectoria directa hacia la zona perinuclear. Sobre el frente izquierdo de la célula, por el
que ingresa el cumulo de EVs, se vieron protrusiones de la membrana (se asemejan a
dedos y corresponden probablemente a filipodios) que englobaron al cumulo y lo
internalizaron rapidamente (en cuestion de menos de 10 minutos). En los videos puede
apreciarse que, luego del contacto, ocurre una retraccion de estos filipodios que ejerce
traccion y atrae el cumulo de EVs hacia la membrana plasmatica, sugiriendo una
captacién activa de los mismos. Al ingresar en la célula, el cimulo de EVs rapidamente
se dirigio por el citoplasma en direccidn al nucleo, lo que lo hizo cambiar de plano focal
(figura 28 B). La pérdida de fluorescencia observada durante el video puede estar dada
porque las EVs cambiaron de plano focal y el microscopio utilizado no permite realizar
ajusten en zeta durante la adquisicion de videos. Ademas, la fluorescencia del fluoréforo
pudo decaer por estar estimulandose durante mucho tiempo (photobleaching). Por
ultimo, pudo ocurrir en algun momento una fusion entre las membranas de las EVs que
forman el cumulo y la membrana endosomal, diluyendo la sefial en una membrana ahora
de mayor tamano. Por tanto, se pudo estar perdiendo marca de tincién en el momento
de la internalizacion y a posteriori fruto del contacto de ambas membranas. Para evitar
el efecto debido al cambio en el plano focal, la intensidad de fluorescencia de la particula
se adquirié en el nuevo plano focal una vez finalizadas las dos horas de adquisicion del
video (Figura 28 C). Por tanto, se obtuvo el decaimiento real de la intensidad de
fluorescencia de la particula (por alguno de los mecanismos ya expresados). La célula
que internaliza el camulo de EVs no expresaba GFP, mientras que una célula vecina si
lo hacia (figura 28 D). Esta heterogeneidad a nivel de la expresion de GFP en las células

4 Consideramos que EVs unicas y aisladas no poseen suficiente marca como para poder identificarse por
esta técnica
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U-2 OS GFP+ fue sin embargo beneficiosa para este ensayo, ya que no tuvimos
problemas de “derrame” del canal verde al canal rojo para la célula de interés, mientras
que la célula verde de la derecha nos sirvio para estimar la altura celular en el plano Z 'y
confirmar que la marca que se visualizé dentro de la célula GFP- se encontraba
efectivamente en el interior de la célula y no posada sobre su superficie.

Los controles para este experimento fueron células expuestas a EVs marcadas que se
trataron con NP 40 al 1% del volumen total previo a realizar el gradiente de iodixanol.
Este detergente deberia romper la integridad de la membrana de las EVs, y por tanto, no
se separarian dentro del gradiente de igual manera que las EVs enteras. Como
consecuencia, podriamos descartar que el cumulo de EVs observado en el experimento
anterior se debiera a fendmenos de agregacion en micelas de estos “dyes” lipofilicos
(Simonsen, 2019). Ademas, se incubd células con un volumen idéntico de CellVue Claret
en PBS, pero sin EVs, por el mismo motivo. En ninguno de estos dos casos control se
observaron particulas fluorescentes en el medio de cultivo. Por tanto, con estos
resultados se pudo concluir que las EVs derivadas de células U-2 OS poseen todas las
caracteristicas necesarias para ser internalizadas por células aceptoras y que poseen la
capacidad de ser endocitadas hacia el interior de la célula, en donde liberarian su cargo.
Tomados en su conjunto, los resultados de estos dos ultimos capitulos sugieren que los
resultados (negativos) obtenidos en la Figura 27 A tienen que tener su explicacion en lo
que sucede con el RNA una vez incorporado por la célula, y no con la posibilidad de
internalizacién de las EVs. También podrian haber efectos a nivel del escape endosomal,
lo que necesariamente deberia ocurrir para poder obtener RNAs marcados distribuidos
en el citoplasma de las células.

La linea celular U2-OS es inadecuada para el estudio de la transferencia intercelular de
RNAs debido a su alto metabolismo del RNA.

Se realizé un experimento en donde se transfectd Gly y SCR biotinilados de 35
nucledtidos en células U-2 OS WT y no se pudo detectar la marca (leida mediante
estreptavidina-APC) mediante microscopia confocal de fluorescencia (datos no
mostrados). Mas tarde, se repitio el mismo experimento con los mismos RNAs sintéticos
biotinilados pero ahora de 30 nucledtidos, y tampoco se logré obtener una sefal
apreciable para SCR 30. Si bien Gly 30 si pudo ser detectado — consecuente con su
mayor estabilidad intracelular — la sefial fue de todos modos mucho mas baja que en los
experimentos realizados en células MCF-7 (datos no incluidos). En consecuencia, se
decidioé que los estudios de transferencia intercelular se harian en células MCF-7, tanto
en calidad de células donadoras como aceptoras de EVs.
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Gly y SCR sintéticos se transfieren entre células MCF-7 mediante EVs

Hasta este momento, no sabiamos® si los RNAs sintéticos podrian transferirse entre
células y, en base a los datos presentados hasta aqui, se optd por alterar el modelo
celular para intentar detectar los RNAs en células aceptoras por microscopia confocal de
fluorescencia. Considerando que la expresion y posiblemente la actividad
endonucleolitica en células U-2 OS es considerablemente mas alta que en MCF-7
(Figura 9), y los resultados desalentadores obtenidos en U-2 OS, donde no fue siquiera
posible visualizar los RNAs biotinilados en las células transfectadas, se utilizaron células
MCF-7 para realizar estos ensayos. Se transfectaron células MCF-7 con Gly y SCR
biotinilados de 30 y 35 nucledtidos. Se purificaron por ultracentrifugacion las EVs
producidas por estas células durante las primeras 6 horas luego de la transfeccién, para
luego incubarlas con células MCF-7 aceptoras durante 2 y 6 horas. Los resultados se
presentan a continuacién en la figura 29. Asi, ademas de evaluar la capacidad de
captacion e internalizacién de estos RNAs por células MCF-7 mediante microscopia
confocal de fluorescencia, se evalu6 también su estabilidad intracelular en células
aceptoras luego de la internalizacion.

5 En realidad, contamos con los datos ya publicados en Gambaro et al. 2020, pero los mismos estan
restringidos a las mitades de tRNA de glicina de 30 nt, y algunas otras secuencias del mismo largo.
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Figura 29: Captacion y estabilidad de RNAs sintéticos en células MCF-7 aceptoras de EVs.
A) Representacion grafica del modelo experimental para demostrar captacion de RNAs
sintéticos transferidos entre células mediante EVs. B) Imagenes de microscopia confocal de
fluorescencia de células MCF-7 aceptoras incubadas con EVs, durante 2 horas, provenientes
de células transfectadas a 400 nM con RNAs sintéticos marcados con biotina. C) A las dos
horas, todos los RNAs sintéticos transfectados en la célula donadora, empaquetados en EVs

y transferidos entre células son detectables en

las células aceptoras a niveles

significativamente superiores en comparacion con células control (incubadas con EVs
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provenientes de células no transfectadas). Para las columnas que representan un tiempo de
incubacion de 6 horas, solamente Gly de 30 y 35 nucleétidos permanecen ligeramente por
encima de los valores hallados en las células control.

A diferencia de los resultados obtenidos en células U-2 OS, todos los RNAs probados
pudieron ser detectados de forma fiable a las 2 horas luego de la incubacion con EVs.
Ademas, se obtuvo una marca difusa en el citoplasma de las células, sugiriendo que los
RNAs incorporados lograron escapar de los endosomas y asi evitar su degradacion
lisosomal. Llamativamente, el perfil intracelular en células aceptoras de todos los RNAs
sintéticos en cuestion luego de 6 horas de incubacion cambia drasticamente en
comparacion con lo que ocurre a las 2 horas. En esta ventana de tiempo, parecio ser que
el RNA se degrado lo suficiente como para volverse casi indetectable por esta técnica.
No todas las células mostraron marca de estreptavidina-APC (rojo): muchas aparecieron
sin marca mientras que a las 2 horas, una cantidad superior al 90% de las células
presentaban marca roja en su interior.

Finalmente, con estos resultados, se dio por concluido que el RNA sintético transfectado
en células donadoras puede ser empaquetado en EVs y luego transferido hacia células
aceptoras, donde las EVs serian internalizadas mediante algun tipo de endocitosis, cuyo
detalle molecular sera abordado en trabajos futuros. El RNA no parecio dirigirse a una
localizacion subcelular en particular, tal como los lisosomas, sino que se observo un
patrén de diseminacion homogéneo a las 2 horas de incubacion de EVs con células
aceptoras, sugiriendo que, de algun modo, lograron escapar tanto de las EVs como de
la membrana endosomal. Por tanto, la siguiente pregunta es clara: el RNA sintético
transfectado en células donadoras y transferido hacia células aceptoras, ¢es capaz de
interaccionar con alguna proteina o RNA y asi alterar la expresion génica de las células
aceptoras? ¢Cuales son, en dicho caso, sus blancos moleculares? Y ;Seran estos
eventuales efectos dependientes de la secuencia nucleotidica especifica de Gly, o sera
que la respuesta no es dependiente de secuencia y se observa también en el caso de
SCR?
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Capitulo 6 (Epilogo): hacia la identificacion de los blancos moleculares de Gly 35
transferido mediante EVs y de Gly 30 captado de forma espontanea del medio
extracelular

A modo de conclusion de esta tesis, es importante mencionar que se realizé el
secuenciado de RNA de células incubadas con EVs provenientes de células
transfectadas con los RNAs sintéticos de 35 nucledtidos: Gly y SCR, o con EVs de células
no transfectadas (NT). Cabe recordar que se encontro que el 5’ tiRNA-GlyGCC de 35
nucleotidos es aquel, entre las diferentes especies de Gly que se producen en estrés,
que se genera en mayor medida. Ademas, se encontré que dichas moléculas se pueden
empaquetar en EVs fruto del estrés (figura 19 B). Se demostro la transferencia efectiva
entre células MCF-7 de Gly 35 sintético y de SCR 35 y se demostré que es detectable al
menos dos horas después de comenzada la incubacion de las células con las EVs
provenientes de células transfectadas con estos RNAs (figura 29 C). Por tanto, llegamos
al punto de inflexion entre el trabajo realizado y las perspectivas del mismo: todos los
esfuerzos anteriores convergen en realizar un secuenciado del RNA de las células
aceptoras para ver qué cambios transcriptomicos se generaron fruto de la llegada de
EVs cargadas con Gly y SCR de 35 nucledtidos (vs EVs provenientes de células no
transfectadas). Esto seria como sembrar una gran red de pesca por el océano para
intentar “atrapar” alguno de los efectos que ocurririan rio abajo de la llegada de tiRNAs
en EVs, y a partir de ello, poder generar nuevas hipotesis y continuar con los estudios
del laboratorio. Aunque la realizacion de este analisis y ensayos siguientes trasciende
los limites de esta maestria. Pero al menos sabemos que traemos datos suficientes como
para pensar en las siguientes etapas.

En los microarreglos presentados en el preludio de este trabajo de maestria, las EVs
llegaban cargadas con RNA (Gly de 30) o practicamente sin RNA en el caso del
experimento control, o en mucho menores cantidades (SCR 30). Como se dijo, eso trajo
aparejado algunos problemas de interpretacion. En este trabajo se demostré que el 5
tiRNA-GlyGCC mas abundante es el de 35 nucledtidos y no el de 30. Por ende, los
microarreglos se realizaron utilizando una molécula que, si bien se produce, lo hace en
menor medida durante el estrés. La problematica con este experimento, ya explicada en
el capitulo O de los resultados, fue que Gly de 30 nucledtidos tiene la capacidad de formar
dimeros (Tosar et al. 2018) resistentes a la degradacion y por lo tanto, las EVs
provenientes de células donadoras transfectadas con Gly e incubadas con células
aceptoras contendrian una cantidad de Gly de 30 nucleétidos mucho mayor que el SCR
que pudiese haber dentro de EVs provenientes de células transfectadas con SCR. Por
tanto, estariamos midiendo efectos inducidos por la presencia de RNAs sintéticos
presentes en gran abundancia dentro de las EVs, pero no podriamos afirmar si dichos
efectos se deben a la secuencia especifica del tiRNA-GlyGCC ya que careceriamos de
un control conteniendo la misma cantidad de RNAs, solo que de secuencia diferente.
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Esta era la idea detras de la inclusion de SCR en nuestro disefio experimental, pero la
gran diferencia de estabilidad entre Gly y SCR no nos permite sacar conclusiones
categoricas al respecto.

Secuenciacion de RNA de células aceptoras incubadas con EVs provenientes de células
transfectadas con Gly o SCR de 35 nucledtidos

En los capitulos anteriores demostramos que la secuencia de Gly de 35 y SCR de 35
son detectables a similar nivel dentro de las células transfectadas, en EVs y luego de
transferirse entre células. Por tanto, en este caso donde se utilizd6 SCR de 35 nucledétidos
como control de Gly de 35, las células estarian recibiendo, en teoria, una cantidad similar
de Gly y de SCR. Esto nos permitiria medir no solo los cambios inducidos por la llegada
de EVs con cargo extra de RNAs monofosforilados en el extremo 5’ (comparando contra
EVs de células no transfectadas), sino también los cambios inducidos por la secuencia
especifica de Gly (comparando Gly 35 vs SCR 35).

Para poder medir los cambios transcriptémicos inducidos por Gly de 35 nucledtidos, se
transfecto células MCF-7 (que presentan una baja actividad RNasa intracelular) con los
RNAs sintéticos de 35 nucledtidos. Al grupo de células control, en este caso células NT,
se les agrego la solucion de transfeccion con L3K pero sin adicion de RNA, para no
introducir a la presencia o no de L3K como una variable. Se purific6 EVs mediante
ultracentrifugacion y se las incubd durante 6 horas con células aceptoras para luego
extraer el RNA. Se evalué su concentracién y calidad en nuestro laboratorio, y las
muestras se enviaron a Macrogen (Corea del Sur), donde se secuenciaron paired end
(largo de reads = 151 nt) utilizando un kit TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit
(llumina) en una plataforma NovaSeq 6000 (lllumina). Los resultados se presentan en
la figura 30, a continuacion.
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Sample ID Total read bases (bp) Total reads GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)
EV_Gly_35_repl 5,509,536,094 36,486,994 59.85 40.15 979 94.34
EV_Gly_35_rep2 4,929,015,386 32,642,486 60.38 39.62 97.82 9424
EV_Gly_35_rep3 4,329,567,130 28,672,630 60.71 39.29 98.01 94.59

EV_NT-P_repl 4,690,414 246 31,062,346 60.24 39.76 97.95 94 44
EV_NT-P_rep2 4,721,453,806 31,267,906 60.15 39.85 97.74 94 .08
EV_NT-P_rep3 5,394,855,822 35,727,522 58.83 41.17 97.84 94.17
EV_SCR_35_repl 4,605,139,714 30,497,614 60.69 3931 97.89 94.36
EV_SCR_35_rep2 4,947,559,394 32,765,294 59.12 40.88 97.81 942
EV_SCR_35_rep3 4,388,578,534 29,063,434 60.96 39.04 979 94.38
Sample ID Total read bases (bp) Total reads GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)
Gly_30_repl 4,266,988,200 28,258,200 59.03 40.97 97.92 94.36
Gly_30_rep2 4,475,803,080 29,641,080 59.74 40.26 97.89 94.25
Gly_30_rep3 4,440,342 844 29,406,244 59.16 40.84 9791 94.32
NT-N_rep2 6,149,431,512 40,724,712 59.18 40.82 97.8 94.08
NT-Nrep_3 4,643,804,472 30,753,672 58.17 41.83 97.76 94.07
SCR_30_repl 5,111,006,022 33,847,722 59.47 40.53 9791 9434
SCR_30_rep2 4,697,895,088 31,111,888 5949 40.51 97.95 94.39
SCR_30_rep3 5,119,631,746 33,904,846 59.78 40.22 97.85 9421

Figura 30: resultados del secuenciado para cada muestra. A) Representacion grafica de
ambos experimentos de secuenciado. Las flechas de color amarillo representan la
aproximacién experimental para la secuenciacién del RNA de células incubadas con EVs
provenientes de células transfectadas con Gly y SCR de 35 nucleétidos. La flecha roja indica
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la variacion en el disefio experimental para la secuenciacién de RNA de células incubadas
con los distintos RNA sintéticos (de 30 nt) sin L3K. Luego de la extraccién de RNA, los pasos
experimentales fueron los mismos. B) Informacion acerca del nimero total de reads obtenidos
por muestra, y de ciertos parametros de calidad (ej: % de reads con calidad mayor igual a 20
o0 a 30, % AC y GC), para el experimento basado en transferencia de RNAs mediante EVs C)
idem, para el experimento basado en “uptake” espontaneo.

Secuenciacion de RNA de células incubadas con RNA Gly o SCR de 30 nucleétidos

En un segundo experimento (Figura 30 A, flechas rojas, Figura 30 C), focalizado ahora
en la pregunta del uptake espontaneo de RNAs extracelulares no vesiculares, se incubd
células MCF-7 con Gly 30 (400 nM), SCR 30 (400 nM) o con idéntico volumen de PBS,
durante 30 minutos a 37°C, en medio de cultivo libre de suero. La razon por la cual se
eligié estas secuencias de 30 nt es porque Gly 30 es por lejos la especie mas abundante
en la fraccion no vesicular del medio extracelular (Tosar et al. 2015), probablemente a
causa de su alta estabilidad frente a la degradacion (Tosar et al. 2018), y con un origen
posiblemente vinculado a la muerte celular (Tosar et al. 2020). También es una
secuencia que puede ser detectada en suero sanguineo, también libre de EVs (Dhahbi
et al. 2013). Ademas, las secuencias de Gly y SCR de 30 nt pueden ingresar a la célula
de forma espontanea, a diferencia de las secuencias de 35 nt (esta tesis, capitulo 4).

Luego de incubar a las células con los distintos RNA sintéticos, las mismas se lavaron
con medio de cultivo, y se incubaron por seis horas antes de proceder a extraer el RNA
de las mismas.

¢ Sera que las mitades 5’ del tRNA-GlyGCC de 30 nt se generan por fragmentacion
extracelular del tRNA-GlyGCC liberado en situaciones de muerte celular (Tosar et al.
2020), y pueden luego ingresar a otras células y “alertarlas” de esta situacion? Este
segundo experimento busca arrojar datos que nos permitan terminar de consolidar este
modelo hipotético y evaluar qué grado de correlato tiene con la realidad.

El motivo de este capitulo no es introducir los resultados del analisis de ambos estudios
transcriptomicos, sino demostrar que este estudio resulté en una cantidad voluminosa de
datos que requeriran un analisis profundo, tal vez a nivel de una futura tesis doctoral. Por
muestra, el secuenciado arrojé un total de entre 30 y 40 millones de reads totales, con
alto grado de calidad. En todas las muestras, el porcentaje de los reads que pudieron
mapearse al genoma fue mayor al 90% (datos no mostrados). Estos resultados
preliminares acerca de la calidad del RNA y riqueza de datos dan un cierre necesario a
esta tesis y abren una nueva etapa.

Si bien podriamos haber hecho un experimento de estas caracteristicas en cualquier
momento de la tesis, bastando para ello nada mas que contar con los fondos suficientes,
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es el camino transitado aqui lo que, en definitiva, le terminara dando sentido a estos
datos. Esta tesis arranco, en su capitulo 0, con un estudio transcriptdmico con ciertos
problemas de disefio fruto de que aun no comprendiamos del todo el sistema de trabajo.
Y termina alli donde empieza. Pero esperando que el camino sea lo que marque la
diferencia. Y podamos, finalmente, comprender un posible rol de los tiRNAs en la
comunicacioén intercelular en contextos de estrés.

106



Li Calzi, 2021

Discusion

Ya desde la década de 1950, durante la carrera por la primera descripcion completa de
una molécula de tRNA, se comenzo6 a caracterizar los primeros fragmentos de tRNA
aunque sin saber que se trataba de fragmentos de tRNA y considerados como desecho
(Hoagland et al. 1958). En 2005 se caracterizo los primeros fragmentos de tRNA fruto
del corte a nivel del anticodon en respuesta a deprivacion nutricional (Lee y Collins 2005).
En el transcurso de los quince afnos posteriores se fue consolidando el concepto de que
dichos fragmentos tienen la capacidad de transferir informacién genética entre diferentes
células mediante EVs, lo que fue mostrado por diferentes técnicas y en organismos
diferentes (Garcia-Silva et al. 2010; Gambaro et al. 2019; Pawar et al. 2020).

Como todo tema de investigacion relativamente joven, el campo de estudio de las
mitades o fragmentos de tRNA como sRNAs reguladores no esta excento de problemas
sin resolver. El primer problema claro es el de la nomenclatura de estos fragmentos.
Existen tantos grupos de investigacion a lo largo del planeta que se encuentran
actualmente trabajando con dichas moléculas que su nomenclatura se ha vuelto un
problema que, de no estar atentos, podria inducir a errores de interpretacion. El mismo
fragmento de tRNA podria estar denominado con diferentes nombres en diferentes
publicaciones. Desde mediados de la década del 2000, se comenz6 a observar la
biogénesis de los fragmentos pero aun se desconocian sus funciones y aun quedaba (y
queda) un largo trecho por recorrer para comprenderlas. Sin embargo, como se observoé
que muchos de estos fragmentos se generaban fruto de la induccion de estrés celular
(Lee and Collins 2005; Thompson et al. 2008; Fu et al. 2009; Yamasaki et al. 2009;
Garcia-Silva et al. 2010), se los denomino tiRNAs (por “stress induced tRNA-derived
fragments”,) (Yamasaki et al 2009). Sin embargo, no son solamente producidos debido
a procesos de estrés celulares, lo que mas adelante continu6 complejizando la
nomenclatura de estas moléculas. Ademas, los RNAs involucrados con el comienzo de
la transcripcion, que poco tienen que ver con los fragmentos de tRNA inducibles por
estrés, ya tenian el término “tiRNA” acunado para si (Taft et al. 2009; Taft et al. 2010).
En diferentes publicaciones también se utilizan los términos “tsRNAs” para “fragmentos
pequefios derivados de tRNAs” (Pekarskya et al. 2016), “tDRs” para “RNAs derivados de
tRNAs” (Selitsky et al. 2015) 0 “SHOT-RNASs” para “RNAs pequefios derivados de tRNAs
dependientes de hormonas sexuales” (Honda et al. 2015), entre muchos otros términos.
Sin embargo, una lectura critica de estos trabajos sugiere que en realidad se refieren
todos al mismo tipo de moléculas. Esto es motivo de mucha confusién. Por tanto,
actualmente se esta buscando un consenso para poder cerrar la brecha de discrepancias
que existe en la literatura y la falta de reproducibilidad debido a ciertos errores de
interpretacion. Estos errores estan también dados por limitaciones en los sistemas que
se utilizan para estudiar estos RNAs, como la secuenciacion de nueva generacion (NGS),
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en donde muchos tRFs pasan desapercibidos por modificaciones nucleosidicas en sitios
especificos.

Un segundo aspecto de relevancia para este trabajo es la transferencia de RNAs en EVs.
Este tema ha movilizado tanto a la academia como a la industria. Este afio se produjo un
auge de la transferencia de RNAs mediante nanoparticulas lipidicas sintéticas a raiz de
la pandemia por covid-19 y la masificacidon de las vacunas de mRNA. Vacunas como las
desarrolladas por las empresas Moderna y Pfizer/BioNTech utilizan un mecanismo de
nanoparticulas lipidicas sintéticas (primas sintéticas de las EVs) para inyectar mRNA
dentro de las células y asi crear una respuesta inmune que proteja al individuo contra la
enfermedad. En etapas preclinicas, otros grupos de investigacion estan explorando el
uso de EVs para estos fines, ademas de una variedad de usos terapéuticos de EVs
cargadas con RNAs (por ejemplo: siRNAs) que ya se encuentran en etapas clinicas. De
cualquier manera, si bien se comenzd a describir dichos mecanismos de transferencia
de RNA entre células, aun no se conocen por completo los mecanismos tanto de
liberacion de RNAs al medio extracelular como de captacion de EVs, internalizacién de
los RNAs encapsulados en EVs ni los efectos que dichos RNAs inducen en las células
receptoras.

En nuestro laboratorio, desde el afio 2008 se trabaja con RNAs pequeios no codificantes
(Marton et al. 2008). Ya desde 2010, Maria Rosa Garcia y colaboradores observaron que
en Trypanosoma cruzi, fruto del estrés, la célula corta tRNAs a nivel del anticodén
(Garcia-Silva et al. 2010). Lo mismo se observé en células de mamiferos (Yamasaki et
al. 2009) y en otros organismos incluyendo levaduras (Thompson et al. 2008). Estudios
posteriores de nuestro grupo mostraron que T.cruzi es capaz de liberar estos fragmentos
de tRNA al medio extracelular, en vesiculas extracelulares, y de transferirlo a otras
células, incluyendo otros parasitos o células del hospedador (Garcia-Silva et al. 2014).
Posteriormente, nuestro grupo se focaliz6 en estudiar estos fendmenos de comunicacion
intercelular mediados por mitades de tRNA extracelulares en células humanas (Tosar et
al. 2015, 2018, 2020; Gambaro et al. 2020) y asi enlazarlos con resultados publicados
por otros grupos. Con todo esto en mente, es imposible no hipotetizar que el corte de
tRNAs a nivel del anticodon no sea una respuesta conservada a lo largo de todos los
dominios de la vida, pues la funcion de las anti-codén nucleasas esta también muy bien
caracterizada en bacterias (Tomita et al. 2000). De hecho, por su rol de adaptadores
entre el material genético y el mundo de las proteinas, las moléculas de tRNA son
sumamente ancestrales y posiblemente fueron actores fundamentales en el llamado
“‘RNA world” (Bernhardt 2012), previo a la aparicion de los limites celulares tal como los
entendemos hoy dia. En consideracion de esto, pensamos que los fragmentos de tRNA
extracelulares juegan un rol relevante en la comunicacion intercelular, ya sea entre
células vecinas o distantes, y ya sea que estos fragmentos viajen protegidos de la accidn
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degradadora de las ribonucleasas extracelulares dentro de las EVs, o fuera de ellas bajo
forma de dimeros, oligobmeros y/o complejos ribonucleoproteicos.

Asi es como llegamos a la analogia de la transferencia del interferon: Durante la
respuesta inmune frente a una infeccion viral, algunas células del sistema inmune liberan
interferén para alertar a otras células presentes en el mismo microambiente que la célula
en cuestion esta siendo infectada, ademas de los efectos autdcrinos caracteristicos de
dicha molécula. Como consecuencia, las células vecinas comienzan a generar una
activacion de defensas antivirales, aun antes de sensar las senales del patogeno (De
Andrea et al. 2002). Planteamos aqui una analogia con este modelo y nos preguntamos
si los fragmentos de tRNA inducibles por estrés podrian funcionar como moléculas
sefalizadoras entre células y, al igual que el interferon, preparar a células vecinas frente
a condiciones desfavorables de crecimiento inminentes. Esto ya habia sido planteado
por uno de nuestros grupos colaboradores para la proteina Angiogenina, que es una
ribonucleasa de secrecion (Yamasaki et al. 2009; Lyons, Fay, et al. 2017), pero creemos
que esta analogia puede extenderse también a los tiRNAs (Gambaro et al. 2020; Tosar
et al. 2021a).

Como mencioné con anterioridad, el corte de los RNAs de transferencia (tRNA) funciona
como una respuesta conservada en momentos en los que la célula se encuentra frente
a situaciones de estrés, como por ejemplo, estrés nutricional (Garcia-Silva et al. 2010),
o diversos tipos de estrés oxidativo (Thompson et al. 2008). También se ha observado
que los fragmentos de tRNA (tRFs) regulan la expresién génica en mamiferos, por
ejemplo, inhibiendo la iniciacion de la traduccion (Yamasaki et al. 2009; lvanov et al.
2011). También se conoce que regulan la biogénesis de ribosomas (Kim et al. 2017),
regulan la estabilidad de diferentes RNAs mensajeros (Goodarzi et al. 2015) o inciden en
la proliferacion celular (Honda et al. 2015), entre muchas otras actividades reportadas en
la literatura. Como los RNAs dentro de la célula tienden a ser facilmente degradados por
accion de ribonucleasas intracelulares (Vallee et al. 1985; lvanov et al. 2011), tuvimos la
necesidad empirica de encontrar un balance entre caracteristicas internas y estructurales
de los RNAs con los que trabajariamos y la actividad ribonucleasa de las células, que
nos permitiera poder detectar el RNA por tiempos suficientes como para permitir su
empaquetamiento en EVs y transferencia a otras células.

En 2018, en nuestro laboratorio se realiz6 la transicion entre la tesis de maestria de la
Mag. Fabiana Gambaro y el comienzo de mis estudios de posgrado. Nuestro
experimento “de transicion” fue el presentado en la figura 8: los estudios transcriptomicos
realizados mediante microarreglos. Alli, se pretendié estudiar qué efectos tendria la
llegada de Gly de 30 nucleotidos en EVs provenientes de células transfectadas con dicho
RNA sintético. Entre varias problematicas que surgieron tanto en el disefio como en el
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analisis de los datos de este experimento, las dos principales forjaron el curso del resto
de mi tesis de maestria. En primer lugar, nosotros pretendiamos estudiar el rol del 5
tiRNA-GIyGCC extracelular en condiciones de estrés, y para ello, necesitabamos
confirmar la secuencia exacta de los fragmentos que se producian fruto de la induccién
de estrés en la célula. Por estudios preliminares que posteriormente se confirmaron en
esta tesis (figura 14 A), sabiamos que los &' tiRNA-GlyGCC mayormente producidos
durante el tratamiento con ARS corresponden a aquellos de 34 o 35 nucleétidos, no a
los de 30. Por tanto, los efectos que estdbamos viendo fruto del analisis de expresion
diferencial en el mencionado ensayo de microarreglos carecia de un correlato o contexto
biolégico fuerte. Nuestra intencidon era entender cuales son los efectos del 5’ tiRNA-
GlyGCC que llega a las células en EVs provenientes de células estresadas y para ello
necesitabamos utilizar RNAs sintéticos que reprodujeran lo mas fielmente posible lo que
ocurre en una situacion de estrés, mas alla de la limitante obvia de la ausencia de bases
modificadas. Ademas, como demostramos en esta tesis, Gly de 30 nucledtidos posee
una capacidad de resistencia a las ribonucleasas altamente mayor que el resto de los
oligonucleadtidos sintéticos utilizados (su control, SCR 30, asi como Gly y SCR de 35
nucledtidos). Por tanto, la gran problematica del ensayo de microarreglos es que nos
enfrentamos a una situacion en la que las células, por un lado, recibieron EVs
provenientes de células transfectadas con Gly, es decir, EVs con RNAs sintéticos
monofosforilados en su interior, y por otro lado, células que recibieron EVs con una carga
mucho menor de RNAs sintéticos, dado que SCR se degradaria mas rapido y no tendria
la capacidad de empaquetarse en iguales cantidades (figura 22 C, figura 23 D). Como
consecuencia, no podiamos saber si los efectos observados se debian a la presencia de
Gly o a la llegada de un RNA exdgeno en EVs, debido a la ausencia de un control
adecuado. Tan es asi que pasé los primeros seis meses del inicio de esta tesis intentando
validar los blancos derivados del mencionado ensayo de microarreglos, transfectando
células con Gly y SCR de 30 nucledtidos, sin poder reproducir los cambios en la
expresion génica observados previamente (datos no mostrados por cuestion de espacio).

Con todo esto en mente, decidimos primero ir a buscar qué mitades o fragmentos de
tRNA se producen efectivamente por estrés (tiRNAs). Para esto, decidimos optimizar un
modelo de induccién de estrés por tratamiento con agentes oxidantes tales como el
arsenito de sodio. Lo primero que hicimos fue intentar ver si 5’ tiRNA-Gly se producia en
células U-2 OS fruto de estrés mediante SL-RT-qPCR. Si bien se observé un aumento
de estos fragmentos, dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 13).
Esto no deberia sorprender considerando el bajo numero de réplicas empleado, la
variabilidad entre réplicas de los experimentos, y las limitaciones inherentes de la qPCR
para registrar cambios de expresion mas bien pequeinos. Por tanto, decidimos comprobar
dicho aumento mediante la técnica semicuantitativa de Northern blot, que tiene una
respuesta mas lineal a los cambios de abundancia. Y ademas, nos permite evaluar el
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tamano de la especie medida, y detectar en paralelo otras especies que compartan la
misma secuencia, pero que sean mas largas o mas cortas. Esto resulta ideal para
estudiar fenomenos de fragmentacion del RNA.

Ademas, en este trabajo, al igual que en trabajos recientes de nuestro grupo (Tosar et
al. 2020), encontramos que los fragmentos 5 tiRNA-GlyGCC pueden sobre todo
detectarse en la fraccién no vesicular del medio extracelular, incluso en presencia de
suero, rico en RNasa A (figura 17 y 19 B). Mas aun, nuestros resultados parecerian
indicar que cuando tenemos una generacion muy alta de tiRNAs de 30 nucledtidos — los
fragmentos de 35 no son casi detectables en las fracciones no vesiculares del medio
extracelular (Tosar et al. 2020) — también se ve la formacion de fragmentos de menos
de 20 nucledtidos (es decir, 5’ tRFs), que no habiamos observado en nuestros trabajos
anteriores. Mas llamativo aun, observamos que al utilizar células ARNH1 (figura 19 B),
se generan fragmentos de 50 nucledétidos que pueden ser detectados dentro de las EVs,
pero no dentro de las células que les dieron origen. Desconocemos si estos fragmentos
se producen por un corte a nivel del T-loop del tRNA maduro dentro de la célula y luego
son liberados como fragmentos o si se generan dentro de las EVs a partir del
procesamiento intravesicular de los tRNAs completos. Reanalizando datos provenientes
de trabajos anteriores del grupo (Tosar et al. 2020) nos dimos cuenta que estos mismos
fragmentos pueden observarse también en EVs provenientes de células WT, por lo que
no serian una particularidad de las células ARNH1. La presencia de un RNA que pueda
ser marcador de cierto tipo de EVs, o de EVs en general, puede tener importantes
implicancias para este campo de estudio y es un hallazgo que debera ser explorado en
el futuro.

En este trabajo se comprobo que dentro de la célula y fruto del estrés oxidativo inducido
por tratamiento con ARS se produce un aumento claro de tRNA-h-GlyGCC, al que
comenzamos a llamar 5’ tiRNA-GlyGCC una vez corroborado su aumento en estrés
(figura 14 A). Ademas, observamos que existe una correlacion negativa entre la
generacion de 5’ tiRNA-GlyGCC vy los niveles del pre-tRNA-GlyGCC (figura 14 B). Es
notorio y reproducible que a mayor generacion de fragmentos, la banda representativa
de los pre-tRNAs en Northern blot pierde intensidad hasta incluso desaparecer. Esta
observacion amerita una mayor discusion. Por un lado, la banda representativa de los
tRNAs maduros es demasiado intensa en comparacion con la banda de los pre-tRNAs y
aquella de los tiRNAs, y esto hace muy dificil evaluar si, al igual que la banda de los pre-
tRNAs, los tRNAs decaen con la misma cinética. Lo que decae en intensidad la banda
de los pre-tRNAs pareceria en su totalidad trasladarse hacia la generaciéon de
fragmentos. Viendo esto, cabria preguntarse si los pre-tRNAs no podrian actuar como
sustratos preferenciales, en vez de los tRNAs maduros, para la generacion de los tiRNAs.
Esto puede tener grandes implicancias a la hora de predecir las bases modificadas
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presentes en los tiRNAs, algo que recién se esta comenzando a estudiar. Sin embargo,
esto podria no ser asi; los tRNAs maduros bien pueden ser sustratos para la generacion
de tiRNAs (que es lo que en general se considera) solo que su disminucion en estrés
puede ser proporcionalmente demasiado baja como para notarla, dada su alta expresion
intracelular. Para esclarecer- o complicar - esta problematica no resuelta, el grupo de
Tavazoie en la Universidad de Rockefeller en Nueva York publicé pocos dias antes de la
culminacién de esta tesis un articulo donde se demuestra que para generar 5’ tiRNA-
TyrGUA mediante la induccion de estrés oxidativo, la célula utiliza el pre-tRNA-TyrGUA,
y la caida del pre-tRNA termina afectando los niveles del tRNA-TyrGUA vy, en
consecuencia, la traduccion de genes relacionados con el crecimiento ricos en codones
de Tyr (Huh et al. 2020). Lo mas importante de estas observacioneses que la formacién
de fragmentos puede tener efectos fisiolégicos como la supresion parcial o total de la
traduccion, ya sea mediada por los mismos fragmentos (Ilvanov et al. 2011 y trabajos
posteriores) o mediante alteraciones del pool de pre-tRNAs y por ende de ciertos tRNAs,
alterando la relacion oferta/demanda entre codones y anticodones (Gingold et al. 2014).

Por otra parte, se comprob6 que no todos los tRNAs forman fragmentos frente a una
induccién de estrés con ARS, al menos en niveles detectables por nuestra técnica. Tanto
los tRNA-h-Ala como Glu no fueron detectables mediante Northern blot. Si bien pudimos
observar fragmentos derivados del tRNA- iMet, los niveles fueron muy bajos (figura 14 C
y D). Esto no es un dato menor, porque sugiere especificidad en la formacion de 5’ tiRNA-
GlyGCC como moléculas de respuesta a estrés. Esto apoyaria la hipétesis de que estos
fragmentos podrian haber estado sometidos a una presidn selectiva que haya hecho que
se transformaran en moléculas senalizadoras o de alarma entre células, que es parte de
lo que con esta tesis se quiso investigar. En dicho supuesto caso ¢ fueron seleccionados
para tal hipotética funcién por su alta estabilidad y abundancia extracelular, o su
estabilidad es precisamente consecuencia de esta funcién sefializadora? Es parte del
dilema del huevo y la gallina, aplicado en este caso a los fragmentos de tRNA.

También observamos que la célula tiene la capacidad de recuperarse relativamente
rapido del estrés infringido sobre ella, en cuanto a mitades de tRNA se refiere. A las seis
horas de retirado el ARS, las células mostraron niveles idénticos a los basales para el 5’
tiRNA-GlyGCC (figura 16, panel derecho). Nuestra interpretacion es que los fragmentos
se degradan completamente o se exportan al medio extracelular de modo tal que luego
de seis horas de producido el estrés, la célula retorna a sus niveles enddgenos
‘normales”. Interesantemente, pudimos comprobar que parte del pool de fragmentos
generados se exportan en EVs (figura 19 B), aunque no podemos descartar que otra
parte sea degradado. Seria importante saber coémo exactamente funciona este
mecanismo para poder entender las funciones que estos tiRNAs podrian tener en el
ambiente intracelular de la célula que los produjo y asi entender también sus funciones
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en células vecinas. Existen algunos ejemplos similares en la literatura. Por ejemplo, las
células T empaquetan en EVs y liberan ciertos tRFs durante su activacion, como forma
de deshacerse rapidamente de estas moléculas y asi evitar la represién de ciertos
MRNAs involucrados en el proceso de activacion linfocitaria (Chiou, Kageyama, y Ansel
2018).

Como se explicd en el capitulo de resultados, nos encontramos frente a la necesidad de
utilizar un modelo experimental de induccion de estrés que no implicara solamente la
utilizacion de ARS o algun otro tipo de reactivo citotoxico. Si bien diferentes grupos
utilizan esta aproximacion experimental para la induccion de estrés oxidativo y para el
estudio del rol de las mitades de tRNA, lo hacen con tiempos de tratamiento relativamente
cortos, de 30 min a dos horas. Sin embargo, es clave entender que el ARS actua como
inductor de estrés porque es un veneno para la célula, que no solamente se involucra en
el arresto de la iniciacion de la traduccién, sino que silencia una multitud de procesos
(Flora 2015). Pero el problema radica en que, para obtener un numero de EVs suficientes
a los efectos de medir los RNAs intravesiculares, requerimos tiempos de incubacion
relativamente largos. Esto implicaria alejarnos de un estrés reversible, sino que aquello
a lo que llamariamos estrés pasaria a ser el comienzo de la muerte celular, o incluso
fases mas avanzadas de muerte celular con liberacion de ApoEVs. Por tanto, nos vimos
frente a la necesidad de utilizar un modelo experimental no basado en drogas, como el
modelo propuesto con células ARNH1, que carecen del inhibidor de endonucleasas y
que por tanto tendrian una generacion de fragmentos basal a nivel citoplasmatico, lo que
pudo constatarse. Esto nos permitio ver, por un método ortogonal, que los fragmentos si
tienen la capacidad de exportarse dentro de EVs cuando se expresan dentro de las
células (figura 19 B). Por tanto, la secrecion de estos RNAs no es un efecto estrictamente
vinculado a la induccion de estrés oxidativo, sino que es una respuesta a la generacion
de estos fragmentos, consecuente con el modelo de secrecion no selectiva de RNAs que
nuestro grupo ha venido explorando (Tosar et al. 2021a). Una curiosidad es que los
niveles de tiRNAs en células ARNH1 no son indiscriminados, sino que parecerian
estabilizarse en un cierto nivel y no aumentar mucho mas con el tiempo ¢Sera que no
aumentan indefinidamente fruto de una liberacion constante en EVs, tal como sugieren
nuestras hipotesis y muchos de nuestros resultados? ;Sera que la liberacion al medio
extracelular es, junto con la sintesis y la degradacion, la manera de mantener los niveles
de estado estacionario de los distintos trascriptos?

Estudiar la fragmentacion del RNA tiene sus complicaciones. Por ejemplo, se observo
que el estado de fragmentacion del RNA post extraccion puede inducir a resultados
artefactuales (figura 15). Lo importante es poder definir de donde vienen los fragmentos:
¢vienen de un clivaje intracelular fruto de la accion de las ribonucleasas celulares o se
produjeron durante el proceso de extraccion del RNA, es decir, in vitro? Y, el medio en
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el que se incuban las células, ¢;podria estar generando fragmentos fruto de estar
induciendo estrés sobre la célula? Efectivamente, se encontré que dependiendo de cémo
se trate el RNA extraido y en qué medio se incubaron las células, el perfil de RNAs
obtenidos reflejaba el estado de fragmentacion del RNA post extraccion (figura 15). Estos
resultados son extremadamente importantes en el estudio de los fragmentos como
moléculas senalizadoras porque se necesita un modelo en donde la aproximacion
experimental no interfiera con la interpretacién de los resultados. No se puede permitir
una generacion de fragmentos in vitro porque esto sesgaria completamente el
entendimiento de los mecanismos de generacion, empaquetamiento y secrecion de
tiRNAs. Esto se ve especialmente agravado por el hecho de que los fragmentos
generados de forma regulada dentro de la célula en respuesta a estrés son los mismos
que se generan in vitro por accion de las RNasas “ambientales”. Conscientes de esto, en
esta tesis se puso especial énfasis en optimizar la metodologia para minimizar estos
efectos artefactuales.

Una vez determinado que los 5 tiRNA-GlyGCC de 35 nucledtidos son los fragmentos
mayormente generados producto del estrés, elegimos trabajar con ellos en un modelo
de empaquetamiento y transferencia de estos fragmentos entre células. También se
compararon los resultados contra los fragmentos de 30 nt debido a que: i) también se
inducen por estrés, aunque en menor grado (notese la doble banda en los Northern blot
correspondientes), ii) son la especie mayoritaria a nivel extracelular y iii) permiten
estudiar el efecto del largo de secuencia y de la estabilidad frente a la degradacion.

Como la actividad ribonucleasa del tipo A en células U-2 OS es relativamente superior a
la actividad ribonucleasa en células MCF-7 (juzgado a partir de los niveles de expresion
tanto de las RNasas de la familia A como de RNH1), decidimos utilizar las segundas para
poder realizar estos estudios. Para decidir si el 5’ tiRNA-GlyGCC puede ser transferido
entre células, lo primero fue poner a punto un modelo se transfeccidén. Se transfecto
células con RNAs sintéticos (con la secuencia de 5 tiRNA-GIlyGCC de 30 y 35
nucleotidos, o con sus respectivos controles SCR) a una concentracion de 400 nM.
Observamos que, en concordancia con nuestros resultados anteriores (Tosar et al.
2018), Gly 30 es el RNA mas estable dentro de las células, mientras que Gly 35, SCR 30
y SCR 35 presentaron estabilidades intracelulares comparables (figura 22 C y 23 D).
Como la especie de Gly mas producida en estrés es la de 35 nucledtidos, fue positivo el
haber encontrado un control SCR con secuencia no idéntica pero estabilidad
comparable, a los efectos de poder evaluar en qué medida los efectos observados sobre
la expresion génica (capitulo 6) son o no dependientes de secuencia.

Ademas, quisimos ver si las mitades de Gly sintéticas efectivamente se empaquetan
dentro de vesiculas extracelulares. Esto ya habia sido realizado en la tesis de maestria

114



Li Calzi, 2021

de Fabiana Gambaro pero para Gly 30, que como hemos dicho, tiene muchas
particularidades. Aqui comprobamos que tanto Gly como SCR de 35 nt también se
detectan de manera significativa en EVs en comparacion con las EVs de células no
transfectadas (figura 24). En este trabajo se dejé en evidencia que, al menos con las
especies de RNA sintético con las que se trabajo y a altos niveles de sobreexpresion, el
mecanismo de seleccién para empaquetamiento es dependiente de su abundancia
intracelular pero independiente de secuencia, como ya hemos sugerido en nuestras
publicaciones anteriores (Gambaro et al. 2020). Sin embargo, hay estudios en la
literatura que demuestran que esto podria no ser necesariamente asi para las mitades
de tRNA enddgenas. Se ha observado que hay 5’ tiRNAs especificos, derivados por
ejemplo de ValCAC, ValAAC, GlyGCC, HisGUG y GIuCTC, encontrados en EVs
provenientes de HMDMs (macrofagos M1 humanos) mientras que su presencia es
mucho menor en las células que las produjeron. También han reportado que estas 5’
tRNA-h se pueden transferir entre HMDMs (Pawar et al. 2020). EI empaquetamiento
selectivo y secuencia-especifico de ciertas mitades de tRNA también ha sido sugerido
en otros estudios (Chiou et al. 2018). Por tanto, existe cierta controversia sobre si el
empaquetamiento de tiRNAs en EVs es solamente dependiente de su abundancia
intracelular (modelo no selectivo) o también depende de su secuencia (modelo selectivo).
Controversias similares existen también para el empaquetamiento de miRNAs, aunque
nuestro grupo ha insistido en que hay ciertos artefactos que exacerban una visién de
estos fendmenos como estrictamente selectivos (Tosar et al. 2017, 2021).
Independientemente del caso, lo importante para esta tesis fue demostrar que los 5’
tiRNAGIyGCC de 35 nt, inducidos por estrés, pueden liberarse al medio extracelular,
tanto a nivel de RNAs sintéticos altamente sobre-expresados, como a nivel de las
mitades de tRNA producidas de forma constitutiva en las células ARNH1.

El siguiente paso fue evidenciar si existia o no una transferencia efectiva de Gly sintético
entre células. Para ello, incubamos exosomas, que se purificaron por ultracentrifugacion,
provenientes de células MCF-7 donadoras, transfectadas con Gly de 30 y 35 nucledtidos,
con células MCF-7 aceptoras que no habian sido expuestas a estos RNAs previamente.
Luego, medimos tanto por SL-RT-gPCR como por microscopia fluoroconfocal su
transferencia y estabilidad intracelular una vez recibidas por las células aceptoras.
Observamos que efectivamente los Gly de 30 y 35 nucleétidos pueden ser transferidos
entre células y son estables dentro de las células aceptoras por al menos dos horas
(figura 29 C). Estos resultados son ampliamente importantes al contextualizarlos con
trabajos previos de nuestro grupo. Habiamos reportado con anterioridad que los tiRNAs
sintéticos biotinilados que llegan a células aceptoras a través de EVs forman cumulos en
puntos especificos dentro de la célula (Gambaro et al. 2020) e hipotetizado que inducirian
la formacion de granulos de estrés o similares. Sin embargo, en este trabajo, llegamos a
la conclusiéon de que dichos cumulos eran un artefacto producto de la ultracentrifugacion
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de EVs como técnica de purificacion. En solucion, las EVs se encuentran separadas las
unas de las otras, pero a tan altas velocidades, se acumulan y se aglutinan. En el proceso
de resuspension, no logran separarse del todo y quedan formando cumulos (Linares et
al. 2015). Tal es asi, que durante la puesta a punto de los experimentos de captacion de
EVs in vivo, nos encontramos con estos cumulos de EVs marcados con tincién lipidica.
Para nuestra sorpresa, estos cumulos llegaban a la célula y se depositaban sobre la
membrana plasmatica. Sin embargo, dependiendo de su tamano, observamos que
aquellos cumulos de EVs de tamafos desproporcionadamente grandes (>10% del
tamano de la célula) no eran internalizados, pero si permanecian depositados sobre la
célula por al menos dos horas (stack en formato video en link al pie de pagina®). Por
tanto, en ensayos de transferencia de RNAs utilizando EVs colectadas mediante
ultracentrifugacion, se encontr6 que dichos cumulos previamente observados por
nosotros como hot-spots intracelulares de acumulacion de marca eran en realidad
agregados vesiculares que se encontraban sobre, y no dentro, de la célula. Esto es
importante porque cambia la interpretacién y teorizacion de posibles mecanismos de
accion de los tiRNAs y sus funciones en células aceptoras. Este problema fue facilmente
constatable al hacer apilados en zeta de las imagenes tomadas, en cocultivos de células
GFP positivas y negativas, lo que nos ayudd a interpretar mejor los limites celulares
(figura 28). En este trabajo, corregimos estos efectos de dos maneras. Por un lado,
purificamos EVs por gradientes de densidad para realizar los ensayos de captacion en
tiempo real de EVs marcadas con tinturas lipidicas, demostrando que existe verdadera
internalizacién por endocitosis de las vesiculas (figura 28). Por otro lado, cuando se
purificaron EVs por ultracentrifugacion para los ensayos con RNAs biotinilados, se
vortexearon vigorosamente luego de su resuspension, a los efectos de minimizar la
formacion de agregados. De esta manera, en las imagenes tomadas en este trabajo, nos
encontramos con un patrén de marcaje homogéneo dentro del citoplasma de las células
aceptoras, en vez del patron puntiforme y discreto observado con anterioridad, y situado
en la superficie celular. Esto sugiere que el RNA es capaz de escapar de los endosomas
y difundir luego por el citoplasma celular.

Lo que surgié como un control de los experimentos de transfeccién, donde simplemente
se incubo el RNA sin la utilizacion de L3K, fue evolucionado a lo largo del tiempo hasta
convertirse en uno de los capitulos importantes de este trabajo. Para nuestra sorpresa,
pudimos evidenciar que los RNAs sintéticos de 30 nt pueden ser incorporados por las
células MCF-7 de forma espontanea cuando los mismos son adicionados al medio de
cultivo, en ausencia de reactivos de transfeccidn (Figura 26). Curiosamente, este efecto
pareceria ser mucho menos eficiente cuando se trata de RNAs de 35 nt, sugiriendo algun
tipo de especificidad en la captacion.

6 t.ly/QFwD
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Estos resultados agregan datos a una historia que comenz6 ya hace mas de cinco afios
en nuestro laboratorio, donde en primer lugar, se observé a las mitades 5’ del tRNA-
GlyGCC (de 30 o 31 nt) como las especies mayormente presentes en el medio
extracelular de las células MCF-7 (Tosar et al. 2015). Mas aun, la inmensa mayoria de
estas tRNA-h se encontraban en la fraccidn no vesicular. Esto result6 un tanto
desconcertante, ya que los RNAs no vesiculares estarian muy expuestos a las RNasas
extracelulares. La respuesta a esta interrogante llegé unos afios después, cuando se
comprobd que la razén principal por la que las 5’ tRNA-h-GlyGCC son tan estables es
debido a su capacidad de formar homodimeros, y estas estructuras de dsRNA los
vuelven resistentes a la degradacion por endonucleasas de RNA simple hebra (Tosar et
al. 2018). En aquel momento, como se consider6 que los RNAs de doble hebra no
pueden ingresar en la célula de manera espontanea, no se exploré en profundidad la
opcion de la captacidn espontanea de estos RNAs por la célula. Sin embargo, en esta
tesis pudimos evidenciar que esto si puede ocurrir, y que los RNAs de 30 nt parecerian
ser captados con alta eficiencia, al menos por células MCF-7. Mas adelante se observo
que el origen de estos RNAs no vesiculares probablemente se deba a la fragmentacion
extracelular de tRNAs liberados a causa de situaciones de muerte celular (Tosar
2020).Por tanto, hipotetizamos que esos fragmentos se generan en el medio extracelular
y su concentracion aumenta en situaciones de muerte celular, y que, ingresando a
células vecinas, pueden actuar como sefales de alerta de que algo sucede en la
vecindad de las células que los captan.

En la figura 31 se representan las dos grandes hipétesis en las que esta tesis ha querido
avanzar, y ha contribuido a formar. En el panel de la izquierda vemos el procesamiento
extracelular de los tRNAs no vesiculares, la generacidon de mitades de tRNA, y su
internalizacidn por uptake espontaneo. En el panel de la derecha vemos la incorporacion
de tiRNAs en EVs provenientes de células estresadas, y la captacién de estas EVs por
células de su entorno. En ambos casos, las mitades de tRNA-GlyGCC serian
protagonistas, y sus tamafos (30 vs 35 nt) podrian ser claves para que las células
distingan un proceso del otro y respondan de una manera o de otra. Desde luego,
necesitamos ahora del analisis de los datos de RNA-Seq descritos en el capitulo 6 para
seguir profundizando en esta historia, que sigue teniendo mucho de conjetura.
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Figura 31: representacion del modelo de sefalizacion de alerta entre células tanto de tRNA-
h no vesiculares fragmentadas en el medio extracelular como de tiRNAs empaquetados en
EVs provenientes de células sometidas a estrés. Adaptado de Tosar y Cayota 2020.

Recapitulando, en esta tesis se present6 resultados que sugieren una posible captacion
espontanea de RNAs extracelulares no vesiculares.. Se realizaron ensayos de
secuenciacion en los cuales se secuencio el RNA proveniente de células incubadas con
RNAs sintéticos (en ausencia de L3K) y los resultados, aun en proceso de analisis,
presentan caracteristicas prometedoras dada la alta calidad y cantidad de reads
obtenidos, su alto porcentaje de mapeo al genoma, reproducibilidad entre réplicas, etc.
Por tanto, de aqui en mas queda explorar la alternativa de que tal vez la llegada de RNAs
a la célula por diferentes vias pueda tener efectos diferentes, independientemente de
que se trate de la misma secuencia, aunque con ligeras variaciones en su tamafio (30 vs
35 nt, Figura 31).

Nuestros ensayos obtenidos por técnicas de microscopia confocal in-vivo sugieren
ademas que al menos uno de los mecanismos por los cuales las células internalizan al
RNA encapsulado dentro de vesiculas extracelulares (EVs) es el conocido como
macropinocitosis. Si bien otros grupos, como el de Pieter Vader, ya lo habia evidenciado
en 2017 (Costa Verdera et al. 2017), nosotros lo dejamos en evidencia en nuestro
laboratorio por primera vez y utilizando técnicas de marcado de EVs diferentes. El papel
de los filipodios presentes en la superficie celular contactando cumulos de EVs y
ejerciendo traccion mecanica para “empujar’ o encapsular a dichos cumulos sobre la
membrana plasmatica resulta evidente en algunos de los videos que hemos podido
realizar” (enlace en nota al pie).

" t.ly/QFwD

118



Li Calzi, 2021

Es momento de sefalar algunas limitaciones de nuestro estudio. Si bien en el capitulo 2
pudimos demostrar la liberacién de tiRNAs enddgenos en EVs, los resultados sobre
transferencia intercelular mostrados en el capitulo 3 parten de RNAs sintéticos
expresados en concentraciones que no son fisiologicas dentro de la célula. Por ende, los
efectos que los tiRNAs puedan llegar a tener en células vecinas fruto de su
empaquetamiento y transferencia en EVs luego de una situacion de estrés pueden ser
muy distintos de los efectos que pueda llegar a tener la llegada de RNAs sintéticos
cargados en EVs a concentraciones mucho mas altas. Tampoco estamos evaluando los
efectos de las bases modificadas o de las sinergias con otros componentes de las EVs
provenientes de células estresadas (Haraszti et al. 2019). Sin embargo, esta
problematica no desbarata todo nuestro sistema, ya que sabemos que los 5 tiRNA-
GlyGCC si se empaquetan en EVs fruto del estrés, y por tanto, podrian estar funcionando
como moléculas sefalizadoras, mas alla de la concentracion en la que se encuentren en
la célula donadora. Por tanto, la busqueda de posibles blancos moleculares en las células
aceptoras sigue teniendo sentido aun en este modelo experimental, ya que los mismos
bien pueden ser validados en ensayos futuros en sistemas fisioldgicamente mas
relevantes. Cabe mencionar que la posibilidad de que las células estresadas (0 ARNH1)
generan un clivaje de tRNAs dentro de las propias EVs (figura 19 B) complicaria un poco
la interpretaciéon de nuestros resultados, por lo que eso debera ser constatado mas
adelante.

Si bien planteamos nuestros ensayos transcriptdmicos comparando células aceptoras
expuestas a EVs provenientes de células no transfectadas vs. EVs provenientes de
células transfectadas con Gly 35 o SCR 35, es posible que parte de los efectos no sean
dependientes de secuencia (es decir: que se vean tanto en Gly 35 como en SCR 35). De
hecho, esto es lo que sugiere el analisis preliminar de estos datos. Y esto en absoluto
deberia considerarse como un problema. Durante el proceso de respuesta generado por
el sistema inmune innato, los Toll-like receptors (TLRs) detectan patrones moleculares
asociados a patdégeno (PAMPSs) e inician respuestas protectoras (Kawai and Akira 2010;
Pawar et al. 2020). Los TLR7, por ejemplo, reconocen RNAs de simple hebra presentes
dentro de vesiculas endosomales, sensando particularmente nucléotidos de U. De
hecho, esta es una de las razones por las cuales las vacunas de mRNA sustituyen todas
las U por N1-metil-pseudouridina. Si bien este tipo de receptores generalmente se
estudian en el contexto de infecciones con patdgenos, se sabe que también responden
a sefales enddgenas (patrones moleculares asociados a dafio, DAMPs) Por ejempilo,
se ha demostrado recientemente que algunos tiRNAs activan TLR7, cuando son
transferidos mediante EVs de una célula infectada (es decir, estresada) a otra (Pawar et
al. 2020). ¢Podria esto ser un mecanismo evolutivamente disefiado para que la célula
detecte RNAs provenientes de células estresadas o infectadas con patogenos y asi
alertar al resto de células vecinas de una inminente amenaza? Los ligandos de los TLRs
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son generalmente acidos nucleicos (Heil et al. 2013; Kawasaki and Kawai 2014). Se
conoce que tanto miRNAs como otros RNAs de simple hebra, ademas de los RNAs
provenientes de patdgenos, son capaces de activar estos receptores una vez captados
mediante EVs (Fabbri et al. 2012; Xiao et al. 2020). Otros proyectos en nuestro
laboratorio, tales como la tesis doctoral del Mag. Mauricio Castellano, estan orientados
precisamente al estudio de estos RNAs extracelulares sobre células y receptores del
sistema inmune innato.

120



Li Calzi, 2021

Conclusiones y perspectivas

Recapitulando, el clivaje de tRNAs es una respuesta conservada al estrés en células
eucariotas de diferentes reinos (Lee and Collins 2005; Jochl et al. 2008; Li et al. 2008;
Yamasaki et al. 2009; Garcia-Silva et al. 2010). Ademas, las tRNA-h o tiRNAs también
regulan la expresidon génica en mamiferos, a nivel de la inhibicion de la traduccion (lvanov
et al. 2011), de la proteccion contra la apoptosis inducida por estrés (Saikia et al. 2014),
de la proliferacidon inducida por hormonas (Honda et al. 2015), de la formacion de
granulos de estrés (Lyons et al. 2016), de la génesis de ribosomas (Kim et al. 2017),
entre muchos otros mecanismos. También vimos que estas tRNA-h o tiRNAs se pueden
liberar al medio extracelular dentro de EVs, tanto fruto del estrés (figura 19 B) como luego
de su internalizacion por transfeccion (figura 22 C y 23 D). Si el mecanismo de liberacion
de estos RNAs es selectivo (Villarroya-Beltri et al. 2013; Chiou et al. 2018) o no selectivo
(Tosar et al. 2015, Gambaro et al. 2020, Tosar et al. 2021a) en realidad no altera
demasiado el modelo sobre el que se baso este trabajo: la analogia del interferén. El
mecanismo selectivo propone que las moléculas secretadas necesitan poseer ciertos
motivos de secuencia para salir al espacio extracelular. Nosotros proponemos que, al
menos en parte, esto sucede en funcion de la concentracion de esas moléculas en el
citoplasma, mas alla de su secuencia especifica (Gambaro et al. 2020). Cualquiera sea
el mecanismo, lo importante es que aqui vimos que: a) existe un aumento en los niveles
de ciertos RNAs fruto del estrés, b) la célula rapidamente elimina estos tiRNAs una vez
superado el estrés, y al menos en parte, lo hace mediante su liberacion al medio
extracelular y en EVs, c) estas EVs pueden mediar una transferencia efectiva de estos
tiRNAs entre células. Aunque nos queda pendiente averiguar qué efectos pueden inducir
estos tiRNAs en las células aceptoras, ya hemos obtenido una gran cantidad de datos
de secuenciado de buena calidad como para poder contestar esta ultima pregunta en
una siguiente etapa de doctorado.
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