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DESCRIPCION
Biogénesis de miARN en exosomas para diagndstico y terapia
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencién de refiere en general al campo de biologia molecular, oncologia y medicina. Mas
particularmente, hace referencia a métodos para la deteccion de cancer mediante su contenido de exosoma unico y
métodos para terapias mejoradas de inhibicion basadas en ARN.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Todas las células se comunican con su entormo a través de varias vias distintas que incluyen factores de crecimiento,
citocinas, hormonas, quimiocinas, proteinas unidas a la membrana y lipidos. Los exosomas son capaces de mediar
en dichas comunicaciones y lo logran a través de grandes distancias (Mathivanan ef al., 2010, Kahlert y Kalluri, 2013).
La comunicacion a través de exosomas probablemente pueda superar las limitaciones asociadas a la estabilidad y la
difusion de factores de crecimiento/citocinas/quimiocinas/fhormonas (Mathivanan ef al., 2010). Los exosomas son
nanovesiculas con un tamafno de 30-140 nm que contienen proteinas, ARNm, y microARN (miARN) protegidos por
una bicapa lipidica (Cocucci ef al., 2009, Simons y Raposo, 2009, Simpson et al., 2008, Thery et al., 2002). Varios
estudios recientes demostraron que los exosomas son secretados por multiples tipos celulares, los que incluyen
células cancerosas, células madre, células inmunitarias y neuronas (Simpson et al., 2008, Thery, 2001). Cabe destacar
que las células cancerosas secretan mas exosomas que las células normales (Taylor y Gercel-Taylor, 2011). Ademas,
aumentan los exosomas en la circulacion de los pacientes con cancer al compararse con sujetos normales (Logozzi
et al.,, 2009, Taylor y Gercel-Taylor, 2008). Sin embargo, sigue sin conocerse un rol funcional. Pruebas recientes
sugieren que los exosomas pueden cumplir una funcién importante en el avance del cancer y la metastasis (Luga et
al., 2012, Peinado ef al., 2012, Yang et al., 2011).

La idea de que los exosomas medien en la transferencia de ARN y miARN entre células aumenta adicionalmente la
complejidad de las comunicaciones de célula a célula en el cuerpo. La iARN es un proceso biolégico natural en las
células vivas que participa en el control de la expresion y la actividad génica. En un principio se creia que los miARN
extracelulares sélo estaban contenidos en los exosomas (Valadi ef al., 2007). Desde entonces, varios informes
confirman la existencia de miARN en cuerpos apoptoticos (Zernecke et al., 2009), lipoproteinas de alta y baja densidad
(Vickers ef al.,, 2011) (HDL/LDL), vesiculas extracelulares grandes, denominadas microvesiculas, y se encuentran
asociados a AGO2 (Arroyo ef al., 2011, Li et al., 2012, Turchinovich ef al., 2011). Sin embargo, un informe reciente
sugiere que la mayoria de los miARN detectados en la saliva y el suero humanos se encuentran principalmente
concentrados en exosomas (Gallo ef al., 2012). La presencia de miARN en exosomas ofrece la posibilidad de regular
la expresion génica de células en sitios distantes (Guescini et al., 2010, Valadi et al., 2007, Mittelbrunn et al., 2011,
van Balkom et al., 2013). A través de la regulacion de la traduccion de ARNm, los miARN coordinan la expresiones de
conjuntos enteros de genes y dan forma al transcriptoma del organismo (Bartel, 2009).

Los miARN se encuentran enriquecidos en exosomas derivados de muchos tipos celulares distintos (Valadi ef al.,
2007). Son ARN no codificantes pequefios de 18-24 nucleétidos (nt) de longitud que controlan postranscripcionalmente
la expresion génica. Son sintetizados mediante acciones secuenciales de endonucleasas Drosha y Dicer y se cargan
en el RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN) para seleccionar los ARNm como dianas (Bartel, 2009;
Maniataki y Mourelatos, 2005). En los ratones transgénicos Dicer, la falla en la biosintesis de miARN resulta en la
mortalidad debido a la diferenciacién y proliferacion de células madre embrionarias defectuosas (Bemstein ef al., 2003,
Fukagawa et al., 2004).

Los microARN operan mediante la interaccion especifica de la secuencia y el apareamiento del RISC asociado a
mMiARN (compuesto de proteinas AGO2, TRBP y Dicer) con los ARNm dianas (Bartel, 2009). En consecuencia, dicha
accion inhibe la traduccidn y/o provoca la desestabilizacion de ARNm (Filipowicz, 2005). El grado de
complementariedad del miARN y su diana ARNm indica el proceso de silenciamiento de ARNm, ya sea a través de la
desestabilizacidén/degradacion de ARNm o mediante la inhibicidén de la traduccion (Ambros, 2004, Bartel, 2009). Si se
observa complementariedad total entre la secuencia ARNm diana y miARN, el complejo RISC actua para escindir el
ARNmM unido para su degradacion (Ambros, 2004, Bartel, 2009). Si no se observa complementariedad absoluta, como
en la mayoria de los casos de miARN en células animales, se impide la traduccién para obtener el silenciamiento
génico (Ambros, 2004, Bartel, 2009).

A efectos de que un miARN sea funcional y logre un silenciamiento génico mediado por miARN eficaz, debe formar
un complejo con las proteinas Dicer, TRBP y AGO2 del RLC (complejo RISC de carga). En el RLC, las Dicery TRBP
son necesarias para procesar los miARN precursores (pre-miARN), luego de que emergen del nucleo mediante la
exportina 5, para generar miARN y asociarse a AGO2. La AGO2 unida al miARN maduro constituye el RISC minimo
y posteriormente puede disociarse de Dicer y TRBP (Chendrimada et al., 2005, Gregory ef al., 2005, Haase ef al.,
2005, MacRae ef al., 2008, Maniataki y Mourelatos, 2005, Melo et al., 2009). Los miARN monocatenarios por si mismos
se incorporan al RISC en forma muy escasa y, por lo tanto, no se pueden dirigir eficazmente a su ARNm diana para
la regulacién postranscripcional (Tang, 2005, Thomson ef al., 2013).
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Los ARNip sintéticos (bicatenarios) provocan el deterioro de ARNm a través del apareamiento perfecto de bases con
sus ARNm dianas (Ambros, 2004, Bartel, 2009). Dichos ARNip son cargados directamente a las proteinas Dicer, TRBP
y AGO2 del RISC debido a su naturaleza bicatenaria (Tang, 2005). Un miARN monocatenario no puede incorporarse
al RISC y, por lo tanto, no se puede dirigir a su ARNm diana para inhibir la traduccién o la degradacion (Tang, 2005).

Algunos informes han sugerido que los miARN contenidos en exosomas pueden influenciar la expresion génica en
células diana (Ismail ef al., 2013, Kogure ef al., 2011, Kosaka ef al., 2013, Narayanan ef al., 2013, Pegtel et al., 2010,
Valadi ef al., 2007, Zhang ef al., 2010), pero persiste el cuestionamiento de qué tan eficaces son estos miARN para
silenciar el ARNm si no se encuentran incorporados al RISC como pre-miARN para el reconocimiento adecuado del
ARNm y la detencién eficaz de la traduccion. Mientras que los miARN (monocatenarios) no se pueden asociar al RISC
de células diana, los pre-miARN de exosomas pueden, en cierta medida, inducir el silenciamiento génico al cooptar
las proteinas de RISC de las células diana. No obstante, dicho proceso es altamente ineficaz y lento debido al posible
estado saturado de las proteinas implicadas en la via de biogénesis del miARN de las células diana. Un informe
reciente mostro la presencia de Drosha y Dicer en exosomas de sobrenadantes del cultivo celular de células infectadas
con VIH-1 y suero de pacientes con VIH (Narayanan et al., 2013). De manera adicional, otro estudio mostré el
fraccionamiento conjunto de Dicer, TRBP y AGO2 en endosomas tardios/MVB (cuerpo multivesicular) (Shen et al.,
2013). El documento WO02011/133504 describe nanozimas, métodos para producir nanozimas, métodos para usar
nanozimas, y similares. Ramachandran et al, Wiley Interdiscip Rev RNA. 2012 Mar-Apr;3(2):286-93 describen las
caracteristicas de los exosomas, centrandose especificamente en su papel en la transferencia horizontal de
informacién celular. El documento WO2010/056337 describe un método para caracterizar un fenotipo en un sujeto que
comprende: i) determinar una biofirma de uno 0 mas exosomas en una muestra bioldgica de dicho sujeto; y ii)
caracterizar un fenotipo en dicho sujeto basandose en dicha biofirma. El documento W02009/015357 describe
métodos de diagndstico de cancer o resultados adversos del embarazo en un sujeto midiendo cantidades de uno o
mas microARNSs presentes en exosomas derivados de cancer aislados de una muestra bioldgica del sujeto. Rottiers y
Naar, Nat Rev Mol Cell Biol. 22 de marzo de 2012; 13 (4): 239-50, describen las posibles funciones de los miARN en
el control del colesterol y la homeostasis de los lipidos. Melo et al, Cancer Cell. 2014 Nov 10;26(5):707-21, describen
que los exosomas asociados al cancer de mama contienen microARNd (MmIARNS) asociados con el complejo RISC de
carga (RLC) y muestran capacidad independiente de las células para procesar microARN precursores (pre-miARN)
en miARNs maduros. El documento W02013/022995 describe métodos y composiciones para caracterizar un fenotipo
mediante el analisis de biomarcadores circulantes, tales como una vesicula, un microARN o una proteina presente en
una muestra biolégica. El documento WO02012/125471 describe composiciones que comprenden exosomas derivados
de células madre mesenquimales (MSC), y métodos para su uso en sujetos que padecen determinadas enfermedades
pulmonares, incluida la enfermedad pulmonar inflamatoria. El documento W02009/147519 describe un método para
determinar las tasas de administracion y/o la eficiencia de un ARNip, miARN o molécula relacionada a 6rganos o
células diana. Tagami et al, Drug Deliv Transl Res. Agosto 2011;1(4):277-88, describen que la supresion del gen Ago2
puede ser util para la inhibicién de la progresion del cancer.

Sumario de la invencion

Los exosomas secretados por células cancerosas son Unicos con relacidn a exosomas no cancerosos, dichos
exosomas del cancer comprenden un repertorio unico de miARN asi como también complejos RISC de procesamiento
de ARN activo. Tales complejos de RISC y ARN encapsulado también podrian ser utilizados para la biogénesis de
miARN independiente de la célula y el silenciamiento de ARNm altamente eficaz en células diana.

En una realizacion, la presente divulgaciéon provee un método para la deteccidn de un biomarcador de cancer en un
sujeto que comprende (a) la obtencidén de una muestra bioldgica del sujeto, (b) la medicion del nivel de (i) uno 0 mas
mMIiARN seleccionados de los miARN provistos en la Tabla 5 en una fraccion de exosoma de la muestra, (i) un miARN
precursor, (iii) una proteina de RISC en una fraccion de exosoma de la muestra o (iv) una actividad de procesamiento
de miARN (por ejemplo, actividad de procesamiento de miARN primario y/o miARN precursor) en una fraccion de
exosoma de la muestra y (¢) la identificacion del sujeto con un biomarcador de cancer o sin él, segun el nivel medido
de dicho miARN, miARN precursor, proteina de RISC o actividad de procesamiento de miARN. En algunos aspectos,
el método comprende la medicion del nivel de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 de dichos miARN. En aspectos
adicionales, el método comprende la medicion del nivel de la proteina DICER, TRBP, 0 AGO2.

En algunos aspectos, la muestra bioldgica se encuentra esencialmente libre de células. Por ejemplo, la muestra puede
tener menos de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 1 célula. En un aspecto, la muestra bioldgica no contiene células. En
determinados aspectos, la muestra biolégica puede ser una muestra de ganglio linfatico, saliva, orina o sangre (por
ejemplo, plasma). En un aspecto adicional, el método puede incluir adicionalmente la purificacion de una fraccion de
exosoma de la muestra y/o el incremento de la produccién de una fraccion de exosoma de la muestra.

En determinados aspectos, el cancer es un cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de cabeza y cuello, cancer
de prostata, cancer de esofago, cancer de traquea, cancer de cerebro, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de
estdmago, cancer de pancreas, cancer de ovarios, cancer de utero, cancer de cuello de Utero, cancer de testiculos,
cancer de colon, cancer de recto o cancer de piel. En determinados aspectos, el cancer es un cancer de mama. En
un aspecto, el sujeto ha sido previamente tratado por un cancer o previamente se le ha extraido un tumor
quirdargicamente.
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En algunos aspectos, la identificacion de que el sujeto tiene un biomarcador de cancer o no lo tiene comprende
adicionalmente la correlacion del nivel o los niveles medidos de miARN, el nivel de miARN precursor, el nivel de RISC
0 la actividad de procesamiento de miARN con riesgo de cancer. En un aspecto adicional, la identificacion de que el
sujeto tiene un biomarcador de cancer o no lo tiene comprende adicionalmente el analisis del nivel o los niveles de
miARN precursor, el nivel de miARN precursor, el nivel de RISC o la actividad de procesamiento de miARN con un
algoritmo. En algunos casos, se puede llevar a cabo un analisis con un ordenador.

En determinados aspectos, el método de las realizaciones comprende adicionalmente la medicion del nivel bien sea
de (i) uno o mas miARN seleccionados de los mIARN provistos en la Tabla 5 en una fracciéon de exosoma de la muestra
y una muestra de referencia, (i) miARN precursor, (iii) una proteina de RISC en una fraccion de exosoma de la muestra
y una muestra de referencia o (iv) una actividad de procesamiento de miARN en una fraccién de exosoma de la
muestra y una muestra de referencia y (c) la identificacion de que el sujeto tiene un biomarcador de cancer o no lo
tiene mediante la comparacion del nivel de miARN, un miARN precursor, un RISC o actividad de procesamiento de
miARN en la muestra del sujeto con el nivel de miARN, un miARN precursor, un RISC o actividad de procesamiento
de miARN en la muestra de referencia.

En algunos aspectos, la medicion de los niveles de proteina de RISC comprende llevar a cabo un ensayo de
transferencia Western, ELISA o unién a un arreglo de anticuerpos. En otros aspectos, la medicion de los niveles de
miARN comprende la medicion de los niveles de miARN procesados. En algunos casos, la medicidn de los niveles de
miARN comprende llevar a cabo andlisis de RT-PCR, transferencia de Northern o hibridacion de arreglo.

En algunos aspectos, el método comprende adicionalmente informar si el sujeto cuenta con un biomarcador de cancer
0 no. La realizacion del informe puede comprender la preparacion de un informe por escrito, oral o electrénico. Por
ejemplo, se puede proveer el informe al paciente, un doctor, un hospital 0 una aseguradora.

En una realizacion adicional, la presente divulgacion provee un método para el tratamiento de un sujeto que comprende
la seleccion de un sujeto identificado como que tiene un biomarcador de cancer conforme a las realizaciones y la
administracion al sujeto de una terapia contra el cancer. Por ejemplo, el método puede comprender (a) la obtencion
del nivel de (i) uno 0 mas miARN seleccionados de los mIARN provistos en la Tabla 5, (i) un miARN precursor, (i) una
proteina de RISC o (iii) una actividad de procesamiento de miARN, en una fraccidn de exosoma de una muestra del
sujeto, (b) la seleccion de un sujeto con un biomarcador de cancer segun el nivel de dicho miARN, miARN precursor,
proteina de RISC o actividad de procesamiento de miARN y (c) el tratamiento del sujeto seleccionado con una terapia
contra el cancer. En determinados aspectos, la terapia contra el cancer es una quimioterapia, una terapia de radiacion,
una terapia hormonal, una terapia dirigida, una inmunoterapia o una terapia quirargica.

En una realizaciéon adicional, la presente divulgacién provee un método de seleccion de un sujeto para un
procedimiento de diagndstico que comprende (a) la obtencion del nivel de ya sea (i) uno 0 mas miARN seleccionados
de los miARN provistos en la Tabla 5, (ii) un nivel de miARN precursor, (iii) una proteina de RISC o (iv) una actividad
de procesamiento de miARN, en una fraccion de exosoma de una muestra del sujeto, (b) la selecciéon de un sujeto con
un biomarcador de cancer segun el nivel de dicho mARN, proteina de RISC o actividad de procesamiento de miARN
y (¢) la realizacidon de un procedimiento de diagnostico en el sujeto. En un aspecto, el procedimiento de diagnostico
comprende imagenologia de diagndstico. La imagenologia puede ser una biopsia, imagenologia de rayos X, TC, IRM
o TEP.

En aun otra realizacién, la presente divulgacion provee un medio tangible legible por ordenador que comprende un
cddigo legible por ordenador que, al ser ejecutado por un ordenador, provoca que el ordenador realice operaciones
que comprenden (a) recibir informacidn correspondiente a un nivel de ya sea (i) uno 0 mas miARN seleccionados de
los miARN provistos en la Tabla 5, (i) un miARN precursor, (iii) una proteina de RISC o (iv) una actividad de
procesamiento de miARN en una fraccion de exosoma de una muestra del sujeto y (b) determinar un nivel relativo de
uno o0 mas de dichos miARN, miARN precursor, proteinas de RISC o una actividad de procesamiento de miARN
comparado con un nivel de referencia en el que el nivel alterado comparado con un nivel de referencia indica que el
sujeto tiene un biomarcador de cancer.

En determinados aspectos, la operaciéon de los medios tangibles legibles por ordenador comprende adicionalmente la
recepcion de informacion correspondiente al nivel de referencia de (i) uno 0 mas miARN seleccionados de los miARN
provistos en la Tabla 5, (ii) un miARN precursor, (iii) una proteina de RISC o (iv) una actividad de procesamiento de
miARN en una fraccion de exosoma de un sujeto que no tiene cancer.

En determinados aspectos, el medio tangible legible por ordenador comprende adicionalmente un cédigo legible por
ordenador que, cuando es ejecutado por un ordenador, hace que el ordenador lleve a cabo una o mas operaciones
adicionales que comprenden: enviar informacion correspondiente al nivel relativo de miARN, un miARN precursor, una
proteina de RISC o una actividad de procesamiento de miARN a un dispositivo tangible de almacenamiento de datos.

En un aspecto adicional, se almacena el nivel de referencia en dicho medio tangible legible por ordenador. En un
aspecto, la recepcidén de informacion comprende la recepcidon de informacion desde un dispositivo tangible de
almacenamiento de datos correspondiente a un nivel de miARN, un nivel de miARN precursor, una proteina de RISC
0 actividad de procesamiento de miARN en una muestra de un sujeto. En algunos aspectos, la recepcion de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2966 571 T3

informacion comprende ademas la recepcion de informacion correspondiente a un nivel de al menos 2, 3, 4, 5,6,7, 8,
9, 0 10 de dichos miARN en una muestra de un sujeto.

En algunos aspectos, el cddigo legible por ordenador, cuando es ejecutado por un ordenador, hace que el ordenador
realice operaciones que comprenden adicionalmente (¢) calcular un puntaje de diagnéstico para la muestra, en las
que el puntaje de diagndstico es un indicio de la probabilidad de que la muestra sea de un paciente con cancer.

En una realizacion adicional, la presente divulgacion provee un método de deteccion del biomarcador de cancer en un
sujeto que comprende (a) obtener una muestra bioldgica del sujeto, (b) medir el nivel de uno 0 mas miARN en la
muestra seleccionada del miARN provisto en la Tabla 5 0 un miARN precursor de este y (¢) identificar el sujeto que
tiene el biomarcador de cancer o que no lo tiene segun el nivel medido de dicho miARN. En un aspecto, la muestra
biologica se encuentra esencialmente libre de células. En determinados aspectos, la muestra bioldgica puede ser una
muestra de ganglio linfatico, saliva, orina o plasma. En un aspecto, el método puede comprender adicionalmente la
purificacion de una fraccién de exosoma de un fluido corporal.

Determinados aspectos de las realizaciones tal como se detallaron previamente hacen referencia a la medicion de un
nivel de uno o mas miARN (0 miARN precursor) en una fraccion de exosoma de una muestra seleccionada de aquellas
provistas en la Tabla 5. Por ejemplo, un método puede comprender la medicién de un nivel de uno o0 mas miARN
seleccionados del grupo que consiste en mmu-miR-709, hsa-miR-1308, mmu-miR-615-3p, hsa-miR-1260b, mmu-miR-
1937a, mmu-mir-321-A, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-1979, mmu-miR-1937b, hsa-mir-373, mmu-miR-1937c¢, hsa-miR-
1273d-P, mmu-miR-720, mmu-miR-1274a, hsa-mir-565-A, mmu-miR-1931, hsa-miR-1246, hsa-mir-594-P, hsa-mir-
321-A, mmu-miR-2145-1-P, hsa-mir-639-P, hsa-miR-720, hsa-miR-1280, mmu-miR-3473, hsa-miR-1260, hsa-miR-
1281, mmu-miR-1224-P, mmu-miR-690, hsa-miR-375-P, hsa-miR-4301, mmu-miR-700, mmu-miR-125b-5p, mmu-
miR-1191-P, hsa-miR-1274a, hsa-miR-3197, mmu-miR-1935, hsa-miR-1975-P, hsa-miR-4324, hsa-miR-886-3p, hsa-
miR-1274b, mmu-miR-1957, hsa-miR-933, hsa-mir-675, hsa-miR-595, mmu-miR-2137, hsa-mir-572-P, mmu-miR-
1195, hsa-miR-4294-P, mmu-mir-1899-P, mmu-miR-689-P, hsa-miR-199b-3p, hsa-miR-3117-P, mmu-mir-321-P,
mmu-miR-1961-P, hsa-mir-10a, mmu-miR-669d-P, mmu-miR-1937b-2-P, hsa-miR-3125-P, mmu-miR-1934-P, hsa-
miR-574-3p, hsa-miR-718, mmu-miR-1198, mmu-miR-2182-P, hsa-miR-1273, mmu-miR-2133-P, hsa-miR-92b*, hsa-
miR-1290, hsa-miR-448, mmu-miR-689, mmu-miR-449a, mmu-miR-1937b-4-P, hsa-miR-4286, mmu-miR-1947, mmu-
miR-342-3p, hsa-miR-1303-P, mmu-miR-2132, hsa-miR-4321-P, hsa-miR-4256-P, hsa-miR-4311, mmu-miR-130a,
mmu-miR-1939, hsa-miR-1268-P, mmu-miR-31, mmu-miR-99b, mmu-miR-2141, hsa-miR-1202-P, mmu-miR-466b-
3p, mmu-miR-2133, hsa-miR-1268, hsa-miR-466, mmu-miR-494, hsa-miR-1289, hsa-miR-320b, hsa-miR-4254, hsa-
mir-7-3-P, hsa-miR-923, hsa-miR-764, mmu-miR-291a-3p, mmu-miR-883b-3p, hsa-mir-594-A, mmu-miR-1948-P, hsa-
miR-206, hsa-mir-565-P, mmu-miR-467e*, hsa-miR-1826, mmu-miR-467a*, mmu-miR-1983, hsa-miR-324-5p, mmu-
let-7¢, mmu-miR-1965, hsa-mir-632-P, hsa-miR-181a*MM2GT/AC, hsa-miR-1265, hsa-miR-323b-5p, hsa-mir-1914,
hsa-mir-1910, hsa-miR-21, hsa-miR-431* hsa-miR-3135-P, mmu-miR-187-P, mmu-miR-126-3p, mmu-miR-669a-P,
hsa-miR-367, mmu-mir-320-P, hsa-miR-181a*MM1G/C, mmu-miR-484-P, mmu-miR-467¢-P, hsa-miR-3154, mmu-
miR-466d-3p, hsa-miR-3162-P, mmu-miR-201, mmu-miR-1946a, hsa-miR-937, hsa-miR-3147, hsa-mir-596-P, hsa-
miR-3148, hsa-miR-1304, hsa-miR-222MM2GG/AC, mmu-miR-125a-5p, hsa-miR-1272-P, hsa-miR-638, hsa-mir-320,
hsa-miR-545*, hsa-mir-1908-P, hsa-let-7d-v2-P, mmu-mir-30d-P, hsa-miR-4297, mmu-miR-182, hsa-miR-3166-P,
hsa-miR-494, mmu-miR-6690-P, hsa-miR-566, mmu-miR-1188, mmu-miR-2134-AP, hsa-miR-4259-P, mmu-miR-152,
mmu-miR-2134, hsa-miR-3193-AP, hsa-miR-125b, hsa-miR-3124-P, hsa-miR-10b, hsa-miR-455-5p, mmu-miR-144,
hsa-miR-130a, hsa-miR-1285, hsa-miR-516b*, hsa-miR-27a, hsa-miR-138-1*, mmu-miR-471, hsa-miR-4298-P, hsa-
miR-301b, hsa-mir-147-P, hsa-miR-362-5p, mmu-mir-471-P, mmu-miR-466a-3p, hsa-miR-561, hsa-miR-486-5p, mmu-
miR-2861, hsa-miR-587, mmu-miR-375, hsa-mir-329-2-P, mmu-miR-2861-P, hsa-miR-144*, hsa-miR-1255a-P, hsa-
mir-519a-2-P, hsa-miR-34c-5p, mmu-miR-466e-3p, mmu-miR-743b-5p, mmu-mir-350-P, mmu-miR-181d, hsa-miR-
376a*, hsa-miR-1308-P, mmu-miR-467g, mmu-miR-1946a-P, hsa-miR-147-P, hsa-miR-923-P, mmu-miR-465¢-5p,
hsa-miR-891a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-4292, mmu-miR-677-P, hsa-miR-4257, hsa-miR-4326, hsa-miR-
17*MM2GG/AA, hsa-miR-939-P, mmu-miR-2182, hsa-miR-220¢-P, hsa-miR-3132-P, hsa-miR-532-5p, mmu-miR-
1947-P, mmu-miR-29a, hsa-miR-3162, hsa-miR-375MM1C/G, hsa-miR-768-3p, mmu-miR-182-P, mmu-miR-205-P,
hsa-miR-505, hsa-miR-3146-P, mmu-miR-721, mmu-miR-376¢, hsa-miR-1179-P, mmu-miR-1970, hsa-miR-3133-P,
hsa-miR-200¢, hsa-miR-220a, mmu-miR-100, hsa-miR-1255b, hsa-miR-222MM1G/A, hsa-miR-885-3p, hsa-miR-
517b, hsa-miR-200a, hsa-miR-3141, mmu-miR-669h-3p, hsa-miR-1301, hsa-miR-877, hsa-mir-941-2, hsa-mir-487b-
P, hsa-miR-4302, hsa-miR-99b, hsa-miR-1253, hsa-let-7a*, hsa-miR-34aMM2CT/TC, hsa-miR-3181-P, hsa-miR-3200,
hsa-miR-3129-P, hsa-miR-93*, hsa-miR-548qg-P, mmu-miR-466g, mmu-miR-155, hsa-miR-2278-P, hsa-miR-3065-5p,
hsa-miR-633, hsa-miR-4265, mmu-miR-2135-P, hsa-miR-190, mmu-miR-669f, hsa-miR-1323, hsa-miR-588, mmu-
miR-183%, hsa-mir-941-4, hsa-mir-1913, hsa-miR-2116*, hsa-miR-1178, mmu-miR-196a, mmu-miR-574-3p, hsa-miR-
346, mmu-miR-1199, mmu-miR-681, hsa-miR-4292-P, hsa-miR-522, hsa-mir-611-P, hsa-miR-3171, hsa-miR-635,
hsa-miR-1197-P, hsa-miR-604, mmu-let-7a*, hsa-miR-335, mmu-miR-466¢-3p, mmu-miR-466i, hsa-miR-1297, mmu-
miR-338-5p, hsa-mir-526a-2-P, hsa-miR-181aMM2GC/AG, hsa-miR-18, hsa-miR-924-P, mmu-miR-190-P, hsa-miR-
345, mmu-miR-711, hsa-miR-3116-2-P, hsa-miR-99a, mmu-miR-26a, hsa-miR-1248-P, mmu-miR-721-P, mmu-miR-
801-P, hsa-miR-1826-P, hsa-miR-1236, hsa-miR-339-5p, mmu-miR-804, mmu-miR-467d*, mmu-miR-1191, hsa-miR-
148a, hsa-miR-141, mmu-miR-1937a-P, mmu-miR-696 y hsa-miR-302a (es decir, aguellos enumerados en la Tabla
5).

Tal como se utiliza en la memoria descriptiva, “un” 0 “uno/a” puede significar uno 0 mas. Tal como se utilizan en la o
las reivindicaciones, cuando se utilizan junto con la expresion “que comprende”, las palabras “un” o “uno/a” pueden
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significar uno o mas de uno.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se emplea para hacer referencia a "y/0”, a menos que se indique
expresamente que hace referencia solamente a alternativas o que las alternativas sean mutuamente excluyentes,
aunque la descripcion respalda una definicion que hace referencia solamente a alternativas y a “y/o”. Tal como se
utiliza en la presente, “otro” puede significar al menos un segundo 0 mas.

En toda la solicitud, la expresion “alrededor de” se utiliza para indicar que un valor incluye la variacion inherente de
error para el dispositivo, el método que se utiliza para determinar el valor, o la variaciéon que existe entre los sujetos
del estudio.

Otros objetos, caracteristicas y beneficios de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Sin embargo, deberia tenerse en cuenta que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, si bien
indican realizaciones preferidas de la invencidn, se brindan unicamente a modo de ejemplo, ya que varios cambios y
modificaciones comprendidos por el espiritu y alcance de la invencién seran evidentes para los expertos en la técnica
a partir de esta descripcion detallada.

Breve descripcidn de las figuras

Las siguientes figuras forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencidn. La patente o solicitud contiene al menos una figura en color. Si se
solicitara y luego de efectuado el pago de la tasa necesaria, la oficina entregara copias de esta publicacion de patente
0 solicitud de patente con la o las figuras en color. La invencidn puede entenderse de mejor forma mediante referencia
a uno 0 mas de estas figuras en combinacidén con la descripcion detallada de las realizaciones especificas que se
presentan en la presente.

Figuras 1A-F. Caracterizacidén de exosomas — Los oncosomas se encuentran enriquecidos en miARN oncogénicos en
comparacién con normosomas. (A) Micrografia electrdnica de transmision de oncosomas (foto superior izquierda y
foto inferior izquierda y recuadro con zum, las lineas punteadas ilustran el area del zum). Las imagenes de la parte
inferior derecha producidas por marcaje con inmunooro con anticuerpo antiCD9 y el microscopio electrénico de
transmisién. Las particulas de oro son ilustradas como puntos negros. La grafica representa el tamafio promedio de
preparaciones de exosomas analizadas a partir de 112 imagenes de TEM. (B) Imagen de microscopio de fuerza
atomica de exosomas de células de cancer de mama. La grafica del centro representa la dispersién de particulas en
el cubreobjetos con el intervalo de tamafio de exosomas. La grafica a la derecha representa el tamafio promedio de
preparaciones de exosomas analizadas a partir de 26 imagenes de AFM. (C) Inmunotransferencia con el anticuerpo
anti-Dicer en exosomas cultivados a partir de: lineas celulares humanas (MCF10A) y de raton (NMuMG) no
tumorigenas (transferencia de la izquierda, primer panel), lineas celulares de cancer de ratén 67NR y 4T1
(transferencia del centro, primer panel), lineas celulares de cancer humanas MCF7 y MDA-MB231 (transferencia de
la derecha, primer panel). Los controles utilizados fueron: exosomas tratados con TritonX seguido de proteinasa K
(Triton + PK) para inducir la lisis de exosomas y la posterior degradacion de proteinas exosomales, exosomas tratados
con proteinasa K para degradar proteinas extraexosomales (PK), sobrenadante luego de la ultracentrifugacion para el
cultivo de exosomas (Sobrenadante). Se utilizaron las inmunotransferencias de TSG101 (segunda fila) y CD9 (tercera
fila) para confirmar la presencia de exosomas. (D) Analisis de citometria de flujo con marcadores de exosomas
TSG101, CD9, flotilina-1 y anticuerpos CD63 de exosomas derivados de MDA-MB231 acoplados a microesferas de
0.4 um. (E) Dimensionamiento de exosomas con espectroscopia de dispersion de luz (LSS). Se llevd a cabo la
calibracidon del sistema mediante sefales de suspensiones en solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) de
microesferas de cristal con didmetros nominales de 24 nm y 100 nm y microesferas de poliestireno con diametros
nominales de 119 nm, 175 nm, 356 nmy 457 nm. En la grafica de la izquierda se ilustran los espectros experimentales
y los ajustes resultantes para microesferas de cristal con didmetro nominal de 100 nm y microesferas de poliestireno
con diametro nominal de 356 nm. La grafica de la derecha representa la medicion del tamafio de una suspensién en
PBS de exosomas de cancer. El recuadro muestra la misma grafica con una escala de hasta 10 ym para excluir la
posible contaminacién de las preparaciones de exosomas con células y desechos celulares. (F) Distribucion del
tamafo de exosomas con NanoSight. La grafica de la izquierda representa la distribucion de tamafio de particulas en
una solucién que muestra un tamafio promedio de 105 nm y que no presenta picos en tamafios mayores. La grafica
de la derecha representa la distribucidn por tamafio y la concentracion de particulas en una solucién con NanoSight.
Los datos representados en esta figura son el resultado de tres experimentos independientes cada uno con tres
replicaciones y se representan como + s.d.

Figuras 2A-F. Los oncosomas se enriquecen en miARN. (A) Grafica de correlacion de miARN expresados en
exosomas de MDA-MB231 y en exosomas de MCF10A. (B) Graficas de correlacion de miARN en células y exosomas
respectivos con 6 de los miARN expresados en forma diferencial entre normosomas y oncosomas (miR-10a, miR-10b,
miR-21, miR-27a, miR-155, y miR-373) luego de 72 horas de cultivo libre de células. (C) Se volvieron a suspender
normosomas y oncosomas en el medio DMEM y se mantuvieron en un cultivo libre de células durante 24 y 72 horas.
Luego de 24 y 72 horas, se recuperaron los exosomas y se cuantificaron 15 miARN (véase la Tabla 4) con gPCR. Se
cuantificd el cambio en veces de cada miARN en exosomas después de 72 horas de cultivo libre de células con
relacion al mismo miARN en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células. Las graficas representan un
promedio de cambio en veces para los mARN en exosomas supresores de tumores (TS) y oncogénicos (ONC)
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cultivados luego de 72 horas en comparacion con los cultivados luego de 24 horas. (D) Transferencias Northern de
miR-10b y miR-21 de normosomas luego de 24 y 72 horas de cultivo libre de células y oncosomas sin cultivo y con de
24 horas, 72 horas y 96 horas de cultivo libre de células. Se utilizo ARNtMet como control de carga. Se realizd la
cuantificacion con el software Image J. (E) Graficas de correlacion entre los 15 miARN cuantificados en células
MCF10A, MDA-MB231 y 4T1 y sus exosomas respectivos luego de 72 horas de cultivo libre de células. Los oncosomas
presentan valores de correlacién bajos con su célula de origen (graficas al centro y a la derecha) cuando se comparan
con normosomas (grafica a la izquierda). (F) Representacion grafica del bioanalizador ilustrada en unidades de
fluorescencia (FU) por segundo (s) e imagenes en gel del contenido de ARN en exosomas de normosomas y
oncosomas.

Figuras 3A-E. Los exosomas contienen pre-miARN. (A) Se cuantificaron con gPCR 15 pre-miARN correspondientes a
los miARN maduros estudiados de los exosomas MCF10A y MDA-MB231. Se graficd el inverso del valor ACt para
cada pre-miARN con el fin de reflejar su abundancia y los valores se representan como = s.d. (B) Se volvieron a
suspender los oncosomas y normosomas en el medio DMEM y se mantuvieron en condiciones de cultivo libre de
células durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 pre-
miARN con gPCR. Las graficas muestran cambios en veces de cada pre-miARN en los exosomas MDA-MB231 y
MCF10A luego de 72 horas de cultivo libre de células con relacién a 24 horas de cultivo libre de células y se
representan como xs.d. (C) Transferencias Northern de premiR-10b y pre-miR-21 con los normosomas MCF10A luego
de 24 horas y 72 horas de cultivo libre de células, y los oncosomas MDA-MB231 con 0 horas, 24 horas, 72 horas y 96
horas de cultivo libre de células de. Se utilizdé ARNtMet como control de carga. Se realiz6 la cuantificacion con el
software Image J. (D) Graficas superiores. Se cuantificaron los pre-miARN oncogénicos (grafico a la izquierda) y
mMIiARN oncogénicos (grafico a la derecha) de oncosomas (MDA-MB231) luego de 24 horas y 72 horas de condiciones
de cultivo libre de células. Se grafico el inverso del valor ACt para cada pre-miARN (grafico a la izquierda) y miARN
(grafico a la derecha) en diferentes momentos para reflejar su abundancia y se noté una tendencia exponencial. Los
datos presentados son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se representan como SD. Graficas inferiores: Se
cuantificaron los pre-miARN (grafico a la izquierda) y miARN maduros (grafico a la derecha) de oncosomas (MDA-
MB231) luego de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas de condiciones de cultivo libre
de células. Se grafico el inverso del valor ACt para cada pre-miARN (grafico a la izquierda) y miARN (grafico a la
derecha) en diferentes momentos y se notd una tendencia exponencial. Los datos presentados en esta figura son el
resultado de tres experimentos independientes, cada uno con tres replicaciones, y se representan como + s.d. (E) Se
volvieron a suspender los oncosomas y normosomas en el medio DMEM y se mantuvieron en condiciones de cultivo
libre de células durante 0 horas, 24 horas, 72 horas y 96 horas. Se extrajeron exosomas de los distintos momentos y
se cuantificaron los pre-miARN con qPCR. Se grafico el inverso del valor ACt para cada pre-miARN en diferentes
momentos para reflejar su abundancia.

Figuras 4A-N. Los oncosomas contienen proteinas RLC. (A) Inmunotransferencia con el anticuerpo anti-Dicer en
exosomas cultivados a partir de: lineas celulares humanas (MCF10A) y de ratdon (NMuMG) no tumorigenas, lineas
celulares de cancer de raton 67NR y 4T1; y lineas celulares de cancer humanas MCF7 y MDAMB231. Los controles
utilizados fueron; exosomas tratados con TritonX seguido del tratamiento de proteinasa K (Triton + PK) para inducir la
lisis de exosomas y la posterior degradacion de proteinas exosomales y exosomas tratados con proteinasa K para
degradar proteinas extraexosomales (PK). Se utilizaron las inmunotransferencias de TSG101 (segunda fila) y CD9
(tercera fila) para confirmar la presencia de exosomas. (B) Micrografia electronica de transmisién de marcaje con
inmunooro que utiliza el anticuerpo anti-Dicer en oncosomas (MDA-MB231). La imagen superior derecha es una
ampliacion digital de una imagen independiente nueva de la extraccion. El control negativo hace referencia a la I1gG.
Se ilustran las particulas de oro como puntos negros y se sefialan con flechas negras en la imagen inferior. La grafica
representa la cuantificacion de las dos imagenes superiores de la izquierda. (C) Inmunotransferencia con anticuerpo
anti-flag (panel superior) en los exosomas MCF10A y MDA-MB231 cultivados de células transfectadas con el vector
vacio (0.CMV-Tag4B, primer y tercer carril, respectivamente) y el vector Flag-Dicer (segundo y cuarto carril). Se utilizé
la inmunotransferencia de CD9 para confirmar la presencia de exosomas y como control de carga (panel inferior). (D)
Inmunotransferencia de Dicer en exosomas cultivados de células MCF10A y MDA-MB231 tratadas con el ion6foro de
calcio A23187 (panel superior). Se utilizaron como control los exosomas extraidos de células sin tratar. Se utilizo como
control la inmunotransferencia de CD9 (panel inferior) para mostrar la mayor secrecion de exosomas. (E)
Inmunotransferencia para Dicer en exosomas extraidos de células progenitoras MCF10A y MDA-MB231 y células
transfectadas con plasmidos shScramble y shDicer (transferencia superior). Se utilizd inmunotransferencia de CD9
para mostrar la presencia de exosomas y como control de carga (transferencia inferior). Se realizo la cuantificacion de
inmunotransferencia con el software Image J. (F) Micrografia electronica de transmisiéon de marcaje con inmunooro
que utiliza el anticuerpo anti-Dicer en oncosomas derivados de células MDAMB231shDicer. Las particulas de oro son
ilustradas como puntos negros. La grafica de la derecha ilustra la cuantificacién de particulas de oro en imagenes de
EM. (G) Inmunotransferencia con anticuerpo antiAGO2 en exosomas cultivados de oncosomas (MCF7 y MDA-MB231)
y normosomas (MCF10A). Los controles utilizados fueron: exosomas tratados con Triton X seguido de proteinasa K
(Triton X + PK) para inducir la lisis de exosomas y la posterior degradacion de proteinas exosomales, exosomas
tratados con proteinasa K para degradar proteinas extraexosomales (PK) y sobrenadante luego de la
ultracentrifugacion para el cultivo de exosomas (Sobrenadante). Se utilizaron inmunotransferencias de TSG101
(segunda fila) y CD9 (tercera fila) para confirmar la presencia de exosomas. (H) Inmunotransferencia con anticuerpo
antiTRBP en exosomas cultivados de oncosomas (MCF7 y MDA-MB231) y normosomas (MCF10A). Se utilizaron los
siguientes controles; exosomas tratados con Triton X seguido de proteinasa K (Triton X + PK) para inducir la lisis de
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exosomas y la posterior degradacion de proteinas exosomales, exosomas tratados con proteinasa K para degradar
proteinas extraexosomales (PK) y sobrenadante luego de la ultracentrifugacién para el cultivo de exosomas
(Sobrenadante). Se utilizaron las inmunotransferencias de TSG101 (segunda fila) y CD9 (tercera fila) como
marcadores de exosomas. (I) Inmunotransferencia con anticuerpo antiGFP en células MCF10A y MDA-MB231
transfectadas con plasmido GFP-AGO2 (panel superior). Se utilizd beta actina como control de carga (panel inferior).
(J) Inmunotransferencia con anticuerpo antiGFP en exosomas extraidos de células MCF10A y MDA-MB231
transfectadas con plasmido GFP-AGO2 (panel superior). Se utilizaron TSG101 (panel central) y CD9 (panel inferior)
como marcadores de exosomas y controles de carga. (K) Expresion de ARNm de AGO2 en las células MCF10A y
MDA-MB231 transfectadas con siAGO2. Se utilizaron las células progenitoras MCF10A y MDA-MB231 como control
relativo para la comparacion de cambios en veces. Los datos son el resultado de tres replicaciones biologicas y se
representan como SD. (L) Inmunotransferencia con anticuerpo AGO2 en exosomas extraidos de células progenitoras
MCF10A y MDA-MB231 o células transfectadas con sicontrol o siAGO2 (panel superior). Se utilizaron TSG101
(transferencia central) y CD9 (transferencia inferior) como marcadores de exosomas y controles de carga. Se realizo
la cuantificacion con el software Image J. (M) Inmunotransferencia con anticuerpo AGO2 en proteinas exosomales
extraidas de células MCF10A y MDA-MB231 inmunoprecipitadas con anticuerpo Dicer o IgG (panel superior). Se utilizé
como control 5 % del aporte lisado de exosomas extraidos de células MDA-MB231. Se utiliz6 la inmunotransferencia
de Dicer como control para la inmunoprecipitacion (panel inferior). (N) Inmunotransferencia con anticuerpo antiTRBP
en proteinas exosomales extraidas de células MCF10A y MDA-MB231 inmunoprecipitadas con anticuerpo Dicer o IgG
(panel superior). Se utilizé como control el aporte lisado de exosomas (5 %) extraidos de células MDA-MB231. Se
utilizé la inmunotransferencia de Dicer como control (panel inferior).

Figuras 5A-E. Los oncosomas procesan pre-miARN para generar miARN maduros. (A) Se cultivaron exosomas de
células MCF10A, MCF10A shScramble, MCF10A shDicer (grafica superior), células MDA-MB231, MDA-MB231
shScramble y MDA-MB231 shDicer (grafica inferior) y se mantuvieron en condiciones de cultivo libre de células durante
24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se recuperaron los exosomas y se cuantificaron 15 pre-miARN con gPCR. Las
graficas muestran los cambios en veces de cada pre-miARN en los distintos exosomas luego de 72 horas de cultivo
libre de células con relacién al cultivo libre de células de 24 horas y se representan como £ s.d. (B) Se cultivaron
exosomas de células MCF10A, MCF10A shScramble, MCF10A shDicer (grafica superior), células MDA-MB231, MDA-
MB231 shScramble y MDA-MB231 shDicer (grafica inferior) y se mantuvieron en condiciones de cultivo libre de células
durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 miARN con
gPCR. Las graficas muestran los cambios en veces de cada miARN en los distintos exosomas luego de 72 horas de
cultivo libre de células con relacion a de 24 horas de cultivo libre de células y se representan como % s.d. (C)
Inmunotransferencia con anticuerpo anticonejo y antirratén secundario para detectar el anticuerpo Dicer primario de
cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) y el anticuerpo de actina primario sometidos a electroporacidén en exosomas
de células MDA-MB231. Se utilizaron como control negativo exosomas sometidos a electroporacion sin anticuerpos
derivados de células MDA-MB231. Los tratamientos con poteinasa K fueron realizados después de la electroporacién
para garantizar la reduccién de anticuerpos no incluidos en los exosomas. (D) Se cultivaron los oncosomas (MIDA-
MB231) por duplicado (grafica inferior) o cuadruplicado (grafica superior). Las muestras se sometieron a
electroporacion con anticuerpo anti-Dicer, anticuerpo antiactina, o anticuerpo antiTRBP. Se dejaron las muestras mas
el control durante 24 y 72 horas en condiciones de cultivo libre de células. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a
extraer los exosomas y se cuantificaron los 6 pre-miARN oncogénicos (grafico superior) o los 15 pre-miARN (grafico
inferior) con gPCR. Se cuantificé el cambio en veces de cada pre-miARN en exosomas después de 72 horas de cultivo
libre de células con relacién al mismo pre-miARN en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células en
cada muestra. Las graficas representan un cambio en veces promedio para los pre-miARN (en la grafica inferior - TS
= supresor tumoral, ONC = oncogénico) en exosomas de 72 horas con relacién a exosomas de 24 horas y se
representan como = s.d. (E) Se cultivaron los oncosomas (MDAMB231) por cuadruplicado (grafica superior) o
duplicado (grafica inferior). Las muestras se sometieron a electroporacion con anticuerpo anti-Dicer, anticuerpo
antiactina, o anticuerpo antiTRBP. Se dejaron las muestras mas el control durante 24 y 72 horas en condiciones de
cultivo libre de células. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron los 6 miARN
oncogénicos (grafico superior) o los 15 miARN (grafico inferior) con gPCR. Se cuantificé el cambio en veces de cada
mMiARN en exosomas luego de 72 horas de cultivo libre de células con relacion al mismo miARN en exosomas luego
de 24 horas de cultivo libre de células en cada muestra. Las graficas representan un cambio en veces promedio para
los miARN (en la grafica inferior - TS = supresor tumoral, ONC = oncogénico) en exosomas de 72 horas con relacion
a exosomas de 24 horas y se representan como £ s.d.

Figuras 6A-F. Los oncosomas procesan pre-miARN para generar miARN maduros. (A) Se cultivaron los exosomas de
células MDA-MB231 y se sometieron a electroporacion con geldanamicina. Se dejaron las muestras en condiciones
de cultivo libre de células durante 24 y 72 horas, luego de o que se extrajeron |0os exosomas y se cuantificaron los 6
mMiARN con gPCR. Se cuantificd el cambio en veces de cada miARN en exosomas luego de 72 horas de cultivo libre
de células con relacion al mismo miARN en exosomas luego de 24 horas de cultivo libre de células en cada muestra.
Las graficas representan el cambio en veces promedio para los miARN en exosomas de 72 horas con relaciéon a
exosomas de 24 horas y se representan como + s.d. (B) Se sometieron a electroporacion los pre-miARN-10b, -21y —
cel-1 en exosomas cultivados de células MCF10A (electrop. MCF10A), MCF10AshDicer (electrop. MCF10AshDicer),
MDAMB231 (electrop. MDA-MB231) y MDA-MB231shDicer (electrop. MDAMB231shDicer). Se recuperaron exosomas
luego de condiciones de cultivo libre de células durante 72 horas. Se cuantificaron pre-miR-10b, -21 y —cel-1 con gPCR
antes y después de 72 horas de electroporacion y cultivo. Cada barra en las graficas muestra el cambio en veces de
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pre-miR-10b, -21 y —cel-1 72 horas después de la electroporacion con relacién a 0 horas después de la electroporacion
y se representa como * s.d. Se utilizaron los exosomas MCF10A y MDA-MB231 sometidos a electroporacion en
ausencia de pre-miARN como controles para resaltar los niveles basales. (C) Se sometieron a electroporacion los pre-
miARN -10b, -21 y —cel-1 en exosomas cultivados de células MCF10A (electrop. MCF10A), MCF10AshDicer (electrop.
MCF10AshDicer), MDAMB231 (electrop. MDA-MB231) y MDAMB231shDicer (electrop. MDA-MB231shDicer). Se
recuperaron exosomas luego de condiciones de cultivo libre de células durante 72 horas. Se cuantificaron MiR-10b, -
21y -cel-1 con gPCR antes y después de 72 horas de electroporacion y cultivo. Cada barra en las graficas muestra el
cambio en veces de miR-10b, -21 y —cel-1 72 horas después de la electroporacion con relacion a 0 horas (grafico
superior) 0 24 horas (grafico inferior) después de la electroporaciéon y se representa como £ s.d. Se utilizaron los
exosomas MCF10A y MDA-MB231 sometidos a electroporacion en ausencia de pre-miARN como controles para
determinar los niveles basales. (D) Transferencia Northern sin sonda de deteccién con muestras del ensayo de
fragmentacion. En el ensayo de fragmentacion se utilizaron distintos extractos de proteina exosomales y pre-miR-10b
sintética marcada internamente con biotina. Se utilizaron las muestras de exosomas MCF10A, MCF10AshDicer, MDA-
MB231 (Exos MDA231), exosomas de MDA-MB231shDicer clon 1 y clon 2 (exos MDA231shDicer 1 y exos
MDA231shDicer 2, respectivamente), células MDA-MB231shDicer y exosomas MDA-MB231 sometidos a
electroporacion con el anticuerpo Dicer (exos MDA231 + Dicer AB). (E) Transferencia Northern sin sonda de deteccién
con muestras del ensayo de fragmentacion. En el ensayo de fragmentacion se utilizaron distintos extractos de proteina
exosomales y pre-miR-21 sintética marcada internamente con biotina. Se utilizaron las muestras de exosomas
MCF10A, MCF10AshDicer, exosomas MDA-MB231 (Exos MDA231), exosomas de MDA-MB231shDicer clon 1 y clon
2 (exos MDA231shDicer 1 y exos MDA231shDicer 2, respectivamente), células MDA-MB231shDicer y exosomas
MDA-MB231 sometidos a electroporacion con el anticuerpo Dicer (exos MDA231 + Dicer AB). (F) Transferencia
Northern sin sonda de deteccién con muestras del ensayo de fragmentacidon. En el ensayo de fragmentacion se
utilizaron distintos extractos de proteina exosomales y pre-cel-miR-1 sintética marcada internamente con biotina. Se
utilizaron las muestras MCF10A, MCF10AshDicer, exosomas MDA-MB231 (Exos MDA231), exosomas MDA-
MB231shDicer (exos MDA231shDicer) y exosomas MDAMB231 sometidos a electroporacion con el anticuerpo Dicer
(exos MDA231 + Dicer AB). Los datos son el resultado de tres replicaciones bioldgicas y se representan como SD.

Figuras 7A-H. Los oncosomas inducen alteraciones del transcriptoma en células receptoras y formacion del tumor en
una manera dependiente de Dicer. (A) Inmunotransferencia con anticuerpo antiPTEN y extractos de proteina de
células MCF10A tratadas durante 0, 30 minutos, 1 hora, 12 horas y 24 horas con oncosomas MDA-MB231 luego del
cultivo libre de células. Se utilizé beta actina como control de carga. (B) Inmunotransferencia con anticuerpo
antiHOXD10 y extractos de proteina de células MCF10A tratadas durante 0, 30 minutos, 1 hora, 12 horas y 24 horas
con oncosomas MDA-MB231 luego de las condiciones de cultivo libre de células. Se utilizo beta actina como control
de carga. (C) Grafica que muestra la actividad del indicador de luciferasa en células MCF10A transfectadas en forma
transitoria con 3'UTR-PTEN-WT, 3'UTRPTEN-Mut, 3UTR-HOXD10-WT y 3'UTR-HOXD10-Mut y tratadas con
oncosomas derivados de células MDA-MB231. (D) Inmunotransferencia con anticuerpo antiPTEN (panel superior) y
anticuerpo antiHOXD10 (panel central) y extractos de proteina de células MCF10A tratadas durante 0, 30 minutos, 1
hora, 12 horas y 24 horas con oncosomas MDAMB231 sometidos a electroporacidn con el anticuerpo Dicer, luego de
las condiciones de cultivo libre de células. Se utilizé beta actina como control de carga. (E) Inmunotransferencia con
anticuerpo antiSmad4 (panel superior) y extractos de proteina de células MCF10A y células MCF10A tratadas con
exosomas MDA-MB231 con anti-miR-182-5p y exosomas MDA-MB231 sin tiempo de cultivo libre de células. Se utilizé
beta actina como control de carga. (F) Viabilidad celular medida mediante un ensayo de MTT durante 5 dias de cultivo
con células MCF10A, células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231 sin tiempo de cultivo libre de células
(MCF10A + exos MDA231), células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231 con tiempo de cultivo libre de
células (cultivo de células MCF10A + exos MDA231) y células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231
sometidas a electroporacion con el anticuerpo Dicer sometido a electroporacién con tiempo de cultivo libre de células
(células MCF10A + exos MDA231 Dicer AB) y se representan como * s.d. * p=0.0027. (G) El ensayo de formacién de
colonias muestra la formacion de colonias en la placa de cultivo y se marca con el reactivo MTT luego de 8 dias de
cultivo con células MCF10A, células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231 sin tiempo de cultivo libre de
células (MCF10A + exos MDA231), células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231 con tiempo de cultivo libre
de células (cultivo de células MCF10A + exos MDA231) y células MCF10A tratadas con exosomas MDA-MB231
sometidas a electroporacion con el anticuerpo Dicer con tiempo de cultivo libre de células (células MCF10A + exos
MDA231 Dicer AB). (H) Grafica superior: Se inyectaron ortotdpicamente células MCF10A, células MCF10A expuestas
a oncosomas MDA-MB-231 (cultivo de células MCF10A + exos MDA231), células MCF10A expuestas a oncosomas
MDA-MB231 sometidos a electroporacion con anticuerpo Dicer (células MCF10A + exos MDA231 Dicer AB) y células
MCF10A expuestas a oncosomas MDAMB231 sometidos a electroporacion con anticuerpo Actina (células MCF10A +
exos MDA231 Actina AB) en el paniculo mamario de ratones lampifios atimicos. La grafica ilustra el volumen del tumor
en funcién del tiempo y se representa como + s.d. *p = 0.005. Grafica inferior: Se inyectaron ortotopicamente células
MCF10A, células MDA-MB231 y células MCF10A expuestas a oncosomas (MDA-MB231) en el paniculo mamario de
ratones lampifios atimicos. La grafica ilustra el volumen tumoral en funcion del tiempo.

Figuras 8A-I. El suero de pacientes con cancer de mama contiene Dicer y procesa pre-miARN. (A) Inmunotransferencia
con anticuerpo anti-Dicer que reconoce Dicer humano y de ratdn, y extractos de proteina de exosomas de suero
cultivados de ratdn con injertos de tumores humanos (tal como se ilustra en la Figura 18A). OVA1-5 representa injertos
de ovario humano, END1-3 representa injertos de endometrio humano y BRST1 y 2 representan injertos de mama
humanos. Se utilizaron las células y exosomas 4T1 como control para Dicer murino. El hsa-Dicer representa el peso
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molecular de Dicer humano y mmu-Dicer representa el peso molecular de Dicer murino. Véase en la Figura 18D la
tincién de Comassie de las membranas como control de carga. (B) El analisis de rastreo de particulas NanoSight
muestra la distribucion de tamafio de exosomas extraidos del suero de 8 donantes saludables (grafica a la izquierda)
y 11 pacientes con cancer de mama (grafica a la derecha). La concentracion de muestras se estandarizd para mostrar
mejor el tamano. (C) Micrografia electronica de transmision de exosomas cultivados del suero de pacientes con cancer
de mama. (D) Concentracion de exosomas del suero de 8 donantes saludables y 11 pacientes con cancer de mama
evaluados mediante analisis de rastreo de particulas NanoSight. *p=0.012 (E) Se cultivaron exosomas de suero fresco
de 8 donantes saludables y 11 pacientes con cancer de mama. Se dejaron las muestras extraidas en condiciones de
cultivo libre de células durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se recuperaron los exosomas y se cuantificaron
6 pre-miARN con gPCR. Se cuantificd el cambio en veces de cada pre-miARN en exosomas después de 72 horas de
cultivo libre de células con relacién al mismo pre-miARN en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células
en cada muestra. Las graficas con puntos representan un cambio en veces promedio para los pre-miARN en exosomas
de 72 horas con relacién a exosomas de 24 horas y se representan como * s.d. (F) Se cultivaron exosomas de suero
fresco de 8 donantes saludables y 11 pacientes con cancer de mama. Se dejaron las muestras extraidas en
condiciones de cultivo libre de células durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se recuperaron los exosomas
y se cuantificaron 6 miARN con gPCR. Se cuantifico el cambio en veces de cada miARN en exosomas luego de 72
horas de cultivo libre de células con relacion al mismo miARN en exosomas luego de 24 horas de cultivo libre de
células en cada muestra. Las graficas con puntos representan un cambio en veces promedio para los miARN en
exosomas de 72 horas con relacion a exosomas de 24 horas. Los paneles E y F son el resultado de tres experimentos
independientes, cada uno con tres replicaciones, y se representan como * s.d. (G) Se inyectaron células MCF10A,
células MCF10A mezcladas con exosomas de donantes saludables (H1-8) y células MCF10A mezcladas con
exosomas de pacientes con cancer de mama (BC1-11) en forma ortotépica en el paniculo adiposo mamario de ratones
lampifios atimicos. Se calculd la cantidad de exosomas utilizados por peso corporal, lo que refleja la concentracion
inicial recogida del suero. Las muestras que no han formado un tumor aparecen superpuestas en el eje x de la grafica.
Dicha grafica ilustra el volumen del tumor en funcion del tiempo y se representa como + s.d. (H) Inmunotransferencias
con anticuerpo anti-Dicer y extractos de proteina de exosomas de suero cultivados de 5 individuos saludables (C46,
C45, C44, C43 y C41) y 4 carcinomas de cancer metastasico (Met219, Met354, Met299 y Met356) con transferencia
de CD9 como control de carga. (I) Tiempo de duplicacion de HDF y HDF tratado con oncosomas (MDA-MB231). *
p=0.0114. Se realizé la cuantificacion mediante inmunotransferencia con el software Image J.

Figuras 9A-B. Dicer se encuentra presente en cuerpos multivesiculares y CD43 citoplasmatico desplaza Dicer hacia
exosomas. (A) Inmunotransferencia de CD43 en extractos de proteina de células MDA-MB231 inmunoprecipitadas
con el anticuerpo Dicer (IP Dicer) o con IgG (panel superior, carriles derecho y central, respectivamente). Se utilizé la
inmunotransferencia de Dicer solo como control (panel inferior). (B) Inmunotransferencia de Dicer en extractos de
proteina de exosomas derivados de MDA-MB231 y exosomas derivados de MDA-MB231 siCD43. Se utilizo la
inmunotransferencia de CD9 como control de carga. Se realiz6 la cuantificacion con el software Image J.

Figuras 10A-E. Caracterizacion de exosomas. (A) Fotografia de exosomas marcados con PKH26 en el fondo del tubo
de ultracentrifugacion. El recuadro representa una imagen con ampliacion digital de los exosomas. (B) Representacion
esquematica del sistema experimental utilizado para recoger los espectros de LSS. (C) Viabilidad celular medida
mediante ensayo de MTT durante 5 dias de cultivo de células MCF10A, NMuMG, MDA-MB231 y 4T1. (D) Analisis de
citometria de flujo para yoduro de propidio (Pl) y anexina V de células MDA-MB231 y 4T1. Se utilizaron las células
MDA-MB231 tratadas con etoposido como control positivo para determinar la apoptosis. (E) Analisis de
inmunotransferencia de citocromo C en exosomas con células MDA-MB231 como control positivo y TSG101 como
control de carga para exosomas. Los datos presentados en esta figura son el resultado de tres experimentos
independientes, cada uno con tres replicaciones, y se representan como + s.d.

Figuras 11A-E. Los oncosomas se enriquecen en miARN en comparacion con normosomas. (A) La representacion
grafica del bioanalizador ilustrada en unidades de fluorescencia (FU) por nucleétidos (nt) (graficas) e imagenes de gel
(imagen a la derecha) del contenido de ARN de lineas celulares mamarias humanas de maMCF10A (no tumorigeno)
y MDA-MB231 (cancer de mama). (B) Se volvieron a suspender exosomas cultivados de células 4T1, MCF10A y MDA-
MB231 en el medio DMEM y se mantuvieron en condiciones de cultivo libre de células durante 24 y 72 horas. Luego
de 24 y 72 horas, se recuperaron los exosomas y se cuantificaron 15 miARN (véase la Tabla 4) con gPCR. Los graficos
muestran el cambio en veces de cada miARN en oncosomas luego del cultivo libre de células durante 24 horas
(graficas superiores) y 72 horas (graficas inferiores) con relacion a los normosomas luego de 24 horas y 72 horas de
cultivo libre de células, respectivamente. Los datos representados son el resultado de tres replicaciones bioldgicas y
se representan como SD. (C) Se cuantificaron 15 miARN maduros (véase la Tabla 4) con gPCR en células MCF10A
(grafica a la izquierda), MDA-MB231 (grafica del centro) y 4T1 (grafica a la derecha) y sus respectivos exosomas. Se
cuantificd el cambio en veces de cada miARN en exosomas con relacion al mismo miARN en células. TS: miARN
supresor tumoral, ONC: miARN oncogénicos. Los datos son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se
representan como SD. (D) Se volvieron a suspender exosomas cultivados de células MCF10A, MDA-MB231y 4T1 en
el medio DMEM y se mantuvieron durante 24 y 72 horas en condiciones de cultivo libre de células. Luego de 24 y 72
horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 miARN (véase la Tabla 4) con qPCR. Se cuantifico
el cambio en veces de cada miARN en exosomas después de 72 horas de cultivo libre de células con relacion al
mismo MIARN en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células. Los datos corresponden a graficas
detalladas de las graficas del promedio de cambio en veces en la Figura 2C. Los datos presentados en esta figura son
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el resultado de tres experimentos independientes, cada uno con tres replicaciones, y se representan como + s.d. (E)
Graficas de correlacidn entre los 15 miARN cuantificados en células MCF7 y 67NR y sus exosomas respectivos luego
del cultivo libre de células de 72 horas.

Figuras 12A-E. Los exosomas contienen pre-miARN. (A) Se cuantificaron 15 pre-miARN que corresponden a miARN
maduros cuantificados previamente (véase la Tabla 4) con gPCR en exosomas NMuMG y 4T1. Se graficd el inverso
del valor ACt para cada pre-miARN para reflejar su abundancia. Los datos son el resultado de tres replicaciones
biologicas y se representan como + s.d. (B) Se volvieron a suspender exosomas cultivados de células NMuMG y 4T1
en el medio DMEM y se mantuvieron durante 24 y 72 horas en condiciones de cultivo libre de células. Luego de 24 y
72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 pre-miARN con qPCR. Las graficas muestran
cambios en veces de cada pre-miARN en los exosomas NMuMG y 4T1 luego de 72 horas de cultivo libre de células
con relacion a 24 horas de cultivo libre de células. Los datos son el resultado de tres replicaciones bioldgicas y se
representan como SD. (C) Expresion de ARNm de XPO5 en células MDAMB231 con dos ARNip transfectados en
forma transitoria que seleccionan XPO5 como diana en comparacion con un cambio en veces para controlar las
células. (D) Se transfectaron células MDA-MB231 con construcciones de ARNip de XPO5 y se evalud la expresion de
miR-21 en varios momentos 12 horas después de la transfeccion (0 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48
horas, 72 horas y 96 horas). A modo de comparacion, para mostrar el efecto de periodos prolongados de
centrifugacion, se centrifugaron células MDA-MB231 transfectadas con construcciones de ARNip de XPO5 a 4 °C
durante 3 horas y se volvieron a colocar en el cultivo. Se evalu6 la expresion de MiR-21 en varios momentos posteriores
a la centrifugacién (0 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas). Se retrasa el
procesamiento de premiR21 en miR-21 en células centrifugadas (barra verde). Los datos presentados en esta figura
son el resultado de tres experimentos independientes, cada uno con tres replicaciones, y se representan como £ s.d.
(E) Se volvieron a suspender exosomas cultivados de células NMuMG y 4T1 en el medio DMEM y se mantuvieron en
condiciones de cultivo libre de células durante 0, 24, 72 Y 96 horas. Se extrajeron exosomas de los distintos momentos
y se cuantificaron los pre-miARN con qPCR. Se grafico el inverso del valor ACt para cada pre-miARN en diferentes
momentos para reflejar su abundancia. Los datos son el resultado de tres replicaciones bioldgicas y se representan
como SD.

Figuras 13A-H. Oncosomas que contienen Dicer. (A) Imagen de micrografia electronica de transmisién producida por
marcaje con inmunooro con anticuerpo anti-Dicer (fotos a la derecha) y control negativo (fotos a la izquierda) en
exosomas derivados de células MCF10A. Comparacion con la Figura 4B para el marcaje positivo con inmunooro de
exosomas MDA-MB231. (B) Imagen de micrografia electronica de transmision producida por marcaje con inmunooro
con anticuerpo antiGFP en exosomas derivados de MDA-MB231. (C) Inmunotransferencia con anticuerpo anti-flag
(panel superior) en las células MCF10A y MDAMB231 transfectadas con el vector vacio (o CMV-Tag4B, primer y tercer
carril, respectivamente) y el vector Flag-Dicer (segundo y cuarto carril). Se utilizd inmunotransferencia de beta actina
como control de carga (panel inferior). (D) Inmunotransferencia con anticuerpo anti-Dicer (panel superior) en células
MCF10A, MCF10AshScramble y MCF10AshDicer clones 1 y 2, respectivamente (MCF10AshDicer clon 1 y
MCF10AshDicer clon 2). Se utilizé inmunotransferencia de beta actina como control de carga (panel inferior). (E)
Inmunotransferencia con anticuerpo anti-Dicer (panel superior) en células MDA-MB231, MDA-MB231shScramble y
MDA-MB231shDicer clones 1 y 2, respectivamente (MIDA-MB231shDicer clon 1 y MDA-MB231shDicer clon 2). Se
utilizé inmunotransferencia de beta actina como control de carga (panel inferior). Se realiz6 la cuantificacion mediante
inmunotransferencia con el software Image J. (F) Inmunotransferencia con anticuerpo AGO2 en proteinas exosomales
extraidas de células MCF10A y MDA-MB231 inmunoprecipitadas con anticuerpo Dicer o IgG (panel superior). Se utilizé
como control 5 % del aporte lisado de exosomas extraidos de células MDA-MB231. Se utiliz6 la inmunotransferencia
de Dicer como control para la inmunoprecipitacion (panel inferior). (G) Inmunotransferencia con anticuerpo antiTRBP
en proteinas exosomales extraidas de células MCF10A y MDA-MB231 inmunoprecipitadas con anticuerpo Dicer o IgG
(panel superior). Se utilizd como control el aporte lisado de exosomas (5 %) extraido de células MDA-MB231. Se utilizd
la inmunotransferencia de Dicer como control para la inmunoprecipitacion (panel inferior). (H) Inmunotransferencia de
Dicer en oncosomas de lineas celulares A549 (cancer de pulmdn humano), SW480 (cancer de colon humano), HelLa
(cancer de cuello de utero humano) y 4T07 (cancer de mama murino) (transferencia superior). Se utilizo la
inmunotransferencia de TSG101 para confirmar la presencia de exosomas y carga (transferencia inferior).

Figuras 14A-F. Deteccion de Dicer en exosomas. (A) Inmunotransferencia con anticuerpos anti-Dicer en células 4T1,
4T1shScramble y 4T1shDicer y exosomas cultivados de células 4T1 (exos 4T1) y 4T1shDicer (exos 4T1shDicer)
(transferencia superior). Se utilizé inmunotransferencia de GADPH como control de carga (transferencia inferior). Se
realizo la cuantificacion con el software Image J. (B) Se cultivaron exosomas de células 4T1, 4T1shScramble y
4T1shDicer y se mantuvieron durante 24 y 72 horas en condiciones de cultivo libre de células. Luego de 24 y 72 horas,
se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 pre-miARN con qPCR. Las graficas muestran cambios en
veces de cada pre-miARN en los distintos exosomas luego de 72 horas del cultivo libre de células con relacion a 24
horas de cultivo libre de células. Los datos son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se representan como
SD. (C) Se cultivaron exosomas de células 4T1, 4T1shScramble y 4T1shDicer y se mantuvieron durante 24 y 72 horas
en condiciones de cultivo libre de células. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se
cuantificaron 15 miARN con qPCR. Las graficas muestran cambios en veces de cada miARN en los distintos exosomas
luego de 72 horas de cultivo libre de células con relacidon a 24 horas de cultivo libre de células. Los datos son el
resultado de tres replicaciones biologicas y se representan como SD. (D) Se cultivaron exosomas de células MDA-
MB231 por duplicado. Una de las muestras se sometio a electroporacién con anticuerpo anti-Dicer. Se dejaron las dos
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muestras en condiciones de cultivo libre de células durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a
extraer los exosomas y se cuantificaron 15 pre-miARN (véase la Tabla 4) con gPCR. Se cuantificd el cambio en veces
de cada pre-miARN en exosomas después de 72 horas de cultivo libre de células con relacion al mismo pre-miARN
en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células en cada muestra. Las graficas representan el cambio en
veces de pre-miARN en exosomas de 72 horas con relacion a exosomas de 24 horas y son un analisis detallado de
la gréafica representada en la Figura 5D. Los datos son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se representan
como SD. (E) Se cultivaron exosomas de células MDA-MB231 por duplicado. Una de las muestras se sometié a
electroporacion con anticuerpo anti-Dicer. Se dejaron las dos muestras en condiciones de cultivo libre de células
durante 24 y 72 horas. Luego de 24 y 72 horas, se volvieron a extraer los exosomas y se cuantificaron 15 miARN
(véase la Tabla 4) con gPCR. Se cuantificéd el cambio en veces de cada miARN en exosomas después de 72 horas
de cultivo libre de células con relacion al mismo miARN en exosomas después de 24 horas de cultivo libre de células
en cada muestra. Las graficas representan el cambio en veces de miARN en exosomas de 72 horas con relacion a
exosomas de 24 horas y son un andlisis detallado de la grafica representada en la Figura 5E. Los datos son el resultado
de tres replicaciones bioldgicas y se representan como SD. (F) Representacion grafica de las categorias (oncogénico,
supresor tumoral y no determinado con relacién al cancer) de los miARN regulados por disminucién en exosomas
MDA-MB231 sometidos a electroporaciéon con Dicer (exos MDA-MB231 Dicer AB) en comparacion con exosomas
MDA-MB231 (exos MDA-MB231). Se atribuyeron microARN a cada categoria con base en la bibliografia. Los datos
presentados en esta figura son el resultado de tres experimentos independientes, cada uno con tres replicaciones, y
se representan como + s.d.

Figuras 15A-C. Deteccidn de Dicer en exosomas. (A) Se cultivaron exosomas de células MCF10, MCF10AshDicer,
MDA-MB231 y MDA-MB231shDicer y se sometieron a electroporacion con pre-miARN-10b, -21 y —cel-1 sintéticos. Se
cuantificé cada pre-miARN con gPCR en los exosomas sometidos a electroporacion y se representd como un cambio
en veces con relacidon a exosomas que se sometieron a electroporacion unicamente con amortiguador de
electroporacion. (B) Transferencia dot de biotina marcada internamente pre-miR-21, -10b y -cel-1. (C) Analisis de
expresion de miR-10b, -21 y—cel-1 de células MCF10A transfectadas con pre-miR-10b, -21 y —cel-1. Cada barra
representa el cambio en veces de las células transfectadas en comparacioén con las no transfectadas. Los datos
presentados en esta figura son el resultado de tres experimentos independientes, cada uno con tres replicaciones, y
se representan como + s.d.

Figuras 16A-l. Dicer se encuentra presente en cuerpos multivesiculares y CD43 citoplasmatico desplaza dicho Dicer
hacia exosomas. (A) La grafica representa el porcentaje de colocalizacién en las imagenes confocales como fue
cuantificado con el software Image J. (B) La expresion de ARNm de Hrs, TSG101 y BiG2 después de la regulacion
por disminucion con dos ARNip distintos para Hrs y TSG101 y dos clones sh distintos para BiG2. Se utilizaron como
control células no transfectadas y shScramble transfectadas. (C) Cuantificacion de proteinas mediante ensayo
Bradford de exosomas extraidos de MCF10A, MCF10AsiHrs, MDA-MB231 y MDA-MB231siHrs (grafica a la izquierda),
MCF10shScramble, MCF10AshBiG2, MDA-MB231shScramble, MDA-MB231shBiG2 (grafica del centro) y
MCF10AsiTSG101 y MDA-MB231siTSG101 (grafica de la derecha). Se utilizaron células progenitoras no
transfectadas como control relativo para el analisis de cambios expresados en veces. Se normalizaron los datos por
cantidad de células y son el resultado de tres replicados bioldgicos representados como SD. (D) Inmunotransferencia
de CD9 en extractos de proteinas exosomales de células MCF10A, MCF10AsiTSG101 (siTSG101), MCF10AsiHrs
(siHrs) y MCF10AshBiG2 (shBiG2) (transferencia superior), inmunotransferencia de CD9 en extractos de proteinas
exosomales de células MDA-MB231, MDA-MB231siTSG101 (siTSG101), MDA-MB231siHrs (siHrs) y MDA-
MB231shBiG2 (shBiG2) (transferencia inferior). (E) Andlisis de rastreo de particulas NanoSight de exosomas
derivados de MDA-MB231, MDA-MB-231siTSG101, -siHrs y shBiG2 que muestra la regulacion por disminucion de la
cantidad de exosomas en células Hrs, TSG101 y BiG2 reguladas por disminucién y la distribucion de tamafio esperada
de exosomas. (F) Expresion de ARNm de Dicer en células MCF10A, MCF10AshScramble, MCF10AsiHrs,
MCF10AshBiG2, MCF10AsiTSG101, MDA-MB231, MDA-MB231shScramble, MDA-MB231siHrs, MDA-
MB231shBiG2, MDA-MB231siTSG101, 4T1, 4T1siHrs, 4T1shBiG2 y 4T1siTSG101. Se utilizaron células progenitoras
como control relativo para la comparacion de cambios expresados en veces. Los datos son el resultado de tres
replicaciones biolégicas y se representan como SD. (G) Inmunotransferencia de Dicer en extractos de proteina de
células cancerosas MDA-MB231 y 4T1 inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-Dicer (transferencia superior, dos
carriles izquierdos) junto con 5 % del aporte que corresponde al lisado de proteina utilizado para la inmunoprecipitacién
(transferencia superior, dos carriles derechos). Inmunotransferencia de poliubiquitina en extractos de proteina de
células MDA-MB231 y 4T1 inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-Dicer (transferencia inferior, dos carriles izquierdos)
junto con 5 % del aporte que corresponde al lisado de proteina utilizado para la inmunoprecipitacién (transferencia
inferior, dos carriles derechos). (H) Expresion de ARNm de CD43 en células MCF10A, MCF10AsiCD43, MDA-MB231
y MDA-MB231siCD43. Se utilizaron las células progenitoras MCF10A y MDA-MB231 como control relativo para la
comparacion de cambios expresados en veces. Los datos son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se
representan como SD. (I) Expresion de ARNm de Dicer en células MCF10A, MCF10AsiCD43, MDA-MB231 y MDA-
MB231siCD43. Se utilizaron las células progenitoras MCF10A y MDA-MB231 como control relativo para la
comparacion de cambios expresados en veces. Los datos son el resultado de tres replicaciones biolégicas y se
representan como SD.

Figuras 17A-G. Los oncosomas inducen alteraciones del transcriptoma en la recepcion de células y formacion de
tumores en una manera dependiente de Dicer. (A) Analisis de rastreo de particulas NanoSight de exosomas derivados
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de células MDA-MB231 CD63-GFP. La linea negra representa una medida de poblacion total de exosomas y la linea
verde ilustra la poblacién de exosomas marcada con CD63-GFP mediante Nanosight equipado con un rayo laser de
488 nm. El gris claro y el verde claro representan las barras de error de cada medida. (B) Inmunotransferencia con
anticuerpo antiPTEN y extractos de proteina de células MCF10A tratadas durante 0, 30 minutos, 1 hora, 12 horas y
24 horas con oncosomas MDA-MB231 recién extraidos. Se utilizd beta actina como control de carga. (C)
Inmunotransferencia con anticuerpo antiHOXD10 y extractos de proteina de células MCF10A tratadas durante 0, 30
minutos, 1 hora, 12 horas y 24 horas con oncosomas MDA-MB231 recién extraidos. Se utilizo beta actina como control
de carga. (D) Se transfectaron células MCF10A con ARNip para que XPO5 regule por disminucién el flujo de pre-
mMIiARN hacia el citoplasma desde el nucleo. Se evaluo el procesamiento de pre-miR15 mediante la medicion de niveles
de miR-15 conforme al transcurso del tiempo (6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas y 48 horas) en células
MCF10AsiXPO5 y células MCF10AsiXPO5 tratadas con exosomas MDA-MB231 con anticuerpo Dicer y sin él. No se
observaron cambios significativos. (E) La expresion de miR182-5p se controld en exosomas derivados de MDA-MB231
conforme al transcurso del tiempo (0 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas).
Cada barra representa el cambio en veces de cada momento en comparacién con 0 horas. No se observaron
diferencias significativas. (F) La grafica provee la cuantificacion de cantidades de colonia de la Figura 7G. * p=0.0006.
(G) Inmunotransferencia con anticuerpo anti-Dicer y extractos de proteina de células MCF10A tratadas durante 0, 30
minutos, 1, 12 y 24 horas con oncosomas MDA-MB231 sometidos a electroporacidn con anticuerpo Dicer luego de las
condiciones del cultivo libre de células. Se utilizo alfa tubulina como control de carga.

Figuras 18A-D. Los exosomas de pacientes con cancer de mama contienen Dicer, procesan pre-miARN e ingresan
en células en distintos drganos. (A) Fotos representativas de injertos ortotdpicos derivados de fragmentos de tumor
fresco de ovario humano primario, endometrio y mama en ratones lampifios. (B) Tincion de hematoxilina-eosina (HE)
de xenoinjertos ortotdpicos de cancer de ovario, endometrio y mama. (C) Micrografia electrénica de transmision de
exosomas de suero cultivados de ratones con xenoinjertos de tumor ortotépico. (D) Tincion de Comassie de
membranas de inmunotransferencias ilustrada en la Figura 8A.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

El avance del cancer depende de la comunicacién eficaz entre células en el tumor. Los exosomas son nanovesiculas
secretadas portodos los tipos de célula y contienen proteinas y acidos nucleicos. Los exosomas secretados por células
cancerosas contienen especificamente microARN (miARN) asociados con el complejo de silenciamiento inducido por
ARN (RISC, Dicer/TRBP/AGO?2) y tienen la capacidad celular auténoma de procesar microARN precursores (pre-
miARN) en miARN maduros. La existencia de miARN asociados a RISC, en lugar de miARN sin conjugar, permite un
silenciamiento de ARNm muy eficaz y rapido en células diana, lo que altera efectivamente su transcriptoma. Las
proteinas de RISC en células cancerosas se dirigen especificamente a cuerpos multivesiculares (MVB) v,
posteriormente, a exosomas en una forma dependiente de CD43. Los miARN incorporados en RISC de exosomas
estimulan células epiteliales no tumorigenas para formar tumores mediante la induccidon especifica de vias
oncogeénicas y activan fibroblastos estromales. Este estudio revela la posible funcidn de los exosomas de cancer en
la induccidn del “efecto de campo” oncogénico que subyuga adicionalmente las células normales para que participen
en el desarrollo y el avance del cancer. Ademas, la biogénesis de miARN puede ocurrir en una manera independiente
de la célula en exosomas, lo que ofrece nuevas oportunidades para disefiar terapias dirigidas eficientes mediadas por
miARN para innumerables enfermedades.

|. Exosomas derivados del cancer

Los tumores contienen células cancerosas y elementos estromales (Tse y Kalluri, 2011). Pruebas recientes sugieren
que la comunicacién entre células de los tumores y sus entornos también determinan la tasa y la intensidad de
propagacion sistémica del cancer (Luga et al., 2012). Algunos estudios sugieren que los tumores primarios pueden
educar y preparar sitios de tumores secundarios para metastasis futuras mediante factores secretados por la célula
cancerosa (Hood et al., 2011, Peinado et al., 2012). Se han identificado varios de dichos mediadores, los que incluyen
factores de crecimiento solubles, metabolitos de glucosa, quimiocinas, enzimas, microparticulas, microvesiculas,
exosomas y acidos nucleicos libres (Guermonprez ef al., 2002, Luga ef al., 2012, Peinado ef al., 2012, Simons y
Raposo, 2009, Thery y Casas, 2002).

En afios recientes, se ha observado una gran cantidad de publicaciones relativas a los exosomas y su asociacion con
el cancer (Yang y Robbins, 2011). La mayoria de los estudios sefialan que las células cancerosas secretan un mayor
numero de exosomas en comparacion con células normales (Yang y Robbins, 2011). Las células cancerosas hipoxicas
diseminan mas exosomas que las células cancerosas norméxicas (King et al., 2012). Se especula que los exosomas
derivados del cancertransportan cargas Utiles especificas de proteinas y acidos nucleicos que incluyen miARN (Valadi
et al., 2007). Aunque son provocativos, dichos estudios no llegan a explicar como las proteinas y los miARN pueden
inducir cambios funcionales significativos en células diana cercanas o lejanas. La mayoria de los estudios han
identificado mIARN maduros en exosomas pero, en gran medida, su funcion es desconocida. Ademas, los miARN
monocatenarios son muy ineficaces en el silenciamiento de ARNm diana sin incorporacion de RISC para facilitar el
reconocimiento de ARNm. Las proteinas del RLC reconocen el pre-miARN y lo procesan en un duplex de ARN de 22
nucledtidos. AGO2 selecciona una cadena para el posterior silenciamiento génico, al tiempo que habitualmente la otra
cadena se degrada. La reaccién global es espontanea y no requiere ningun factor mas alla de las tres proteinas y el
pre-miARN incorporado (Maniataki y Mourelatos, 2005). Por lo tanto, a efectos de que un miARN sea completamente
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funcional, es necesario el procesamiento incorporado a RLC de su pre-miARN y el reconocimiento y silenciamiento de
ARNmM mediados por AGO.

En la presente, se sondaron los perfiles de miARN de exosomas de células cancerosas (oncosomas) y células de
control (normosomas) y se evaluaron las capacidades funcionales de miARN exosomales para lograr el silenciamiento
génico y la alteracién del transcriptoma de la célula diana. Los oncosomas contienen especificamente Dicer, TRBP y
AGO2 como un complejo funcional con la capacidad de procesar pre-miARN en miARN. Los pre-miARN se
encontraban presentes en todos los exosomas pero sélo se procesaron en los oncosomas debido a la presencia de
RLC. Resulta interesante que existiera una preferencia por la acumulacion de pre-miARN/mMIiARN oncogénicos en los
oncosomas y esto podria ser meramente un reflejo del contenido de pre-miARN de las células cancerosas, las que
generalmente se encontraban enriquecidas con miARN/pre-miARN oncogénicos (Bartels y Tsongalis, 2009, Nicoloso
ef al., 2009).

Informes previos sugerian la presencia de miARN en exosomas y especulaban sobre su funcion (Valadi et al., 2007,
Zhang ef al.,, 2010). Dado que es necesario que los mIARN se encuentren presentes en una concentracion
estequiométrica para el silenciamiento adecuado de ARNm diana, parece poco probable que los exosomas en
circulacion suministraran concentraciones suficientes de miARN maduros para reprimir el transcriptoma diana. El
procesamiento de los pre-miARN originados a partir de exosomas en las células receptoras es un evento improbable
debido a que la velocidad de la biogénesis de miARN en células receptoras es limitada no solo por la cantidad total de
pre-miARN disponible para el procesamiento que ya existe dentro de la célula sino también por las cantidades de
enzimas requeridas. Por lo tanto, es mas eficaz tener miARN maduros que ingresen a las células receptoras para la
alteracion directa de la expresion génica de forma postranscripcional sin tener que pasar por una via de procesamiento,
tal como sucederia en el caso de que los pre-miARN fueran transferidos a las células receptoras y no los miARN
maduros respectivos. La biogénesis de miARN especificos en exosomas soluciona este inconveniente para las células
cancerosas. Los oncosomas se enriguecen mucho en un subconjunto de miARN maduros que se asocian a RISC y
pueden cumplir una funcion bioldgica importante en la formacion del fenotipo de células diana.

Ademas, las células cancerosas sobreexpresan miARN con potencial oncogénico, tal como miR-21 y miR-155, lo que
les otorga una ventaja proliferativa y de supervivencia y se encuentran asociadas a la etapa clinica avanzada, de
metdastasis y de pronostico desfavorable (Yan et al., 2008). También se ha informado previamente que estos miARN
se sobreexpresan en la circulacion de pacientes con cancer (Mao et al., 2013). La sintesis de miARN en células es
una reaccion enzimatica y, por lo tanto, depende de la cantidad de enzimas claves, tales como Dicer, presentes en su
citoplasma. Se ha descrito el Dicer como regulado por disminucion en tumores y células de cancer de mama (Grelier
et al., 2009, Martello et al., 2010). Por lo tanto, la cantidad de miARN que pueden ser sintetizadas por estas células
cancerosas es limitada. Debido a que la produccion de exosomas es un proceso continuo, se crea la hipotesis de que
las células cancerosas empacan pre-miARN especificos con proteinas de RLC para permitir el enriquecimiento del
miARN maduro en exosomas y, al mismo tiempo, mantener estos miARN regulados por aumento en las células de
origen. Los oncosomas se enriquecen mucho en miARN maduros que se asocian a RISC y pueden cumplir una funcién
bioldgica importante en la formacién del fenotipo de células diana. Al mismo tiempo, las células de origen mantienen
su sobreexpresion de miARN oncogénicos beneficiosos, mientras que las células receptoras no ven su via de
biogénesis sobresaturada con la entrada de pre-miARN a través de los exosomas.

Los presentes estudios revelan el mecanismo dependiente de RISC mediante el cual los exosomas de cancer se
enriquecen en un subconjunto de miARN. El uso de ARNip/ARNhp contra Dicer en células cancerosas no era una
opcién viable para sondar el contenido de miARN en exosomas, ya que cualquier disminucién en miARN exosomal
podria ser un mero reflejo del nivel bajo de miARN debido a la supresion de Dicer. Por lo tanto, se desarrollé un método
de electroporacion para administrar anticuerpos neutralizantes directamente a los exosomas. Este método funcioné
de manera eficaz para inhibir la actividad de Dicer en exosomas y prevenir el procesamiento de pre-miARN.

Si bien algunos miARN se regulan por aumento en tumores especificos (Volinia et al., 2006), también se informa que
ocurre una reduccion global de miARN en canceres humanos (Kumar ef al., 2007, Lu et al., 2005, Melo et al., 2011,
Melo et al., 2010, Melo et al., 2009, Ozen et al., 2008). Se describe Dicer como eliminado en células cancerosas, pero
los niveles bajos son suficientes para mantener el crecimiento tumoral (Kumar et al., 2009). La regulacion por
disminucién parcial de Dicer a través de miR-103/107 mejora la invasividad de la célula cancerosa sin afectar la
proliferaciéon celular (Martello et al.,, 2010). La pérdida total de Dicer es perjudicial para la supervivencia celular
(Fukagawa ef al., 2004). Mientras que se asocian niveles bajos de Dicer a la baja supervivencia en pacientes con
cancer de ovario y pulmon (Karube et al., 2005, Merritt et al., 2008). Asimismo, la pérdida de heterocigotos de Dicer
se correlaciona con metastasis en pacientes con cancer de mama (Martello et al., 2010). La regulacion por disminucion
de Dicer en cancer de mama también ocurre de manera postranscripcional debido a que los niveles de mARN
permanecen inalterados (Grelier ef al., 2009, Wiesen y Tomasi, 2009). En las células cancerosas, una fraccion de
Dicer se dirige a endosomas/MVB en una manera dependiente de CD43. Finalmente, el Dicer se secreta a través de
los exosomas. La regulacion por disminucion de Hrs, BiG2 y TSG101, componentes de la via de biogénesis exosomal,
llevé a cambios importantes en la localizacidn celular de la proteina Dicer. Una explicacidn posible para los niveles de
Dicer eliminado en células cancerosas es que pueden deberse a la exportacién activa a través de los exosomas. Si
se interrumpe la via de secrecion de exosomas, las células cancerosas presienten el aumento de la proteina Dicery
regulan por disminucion su expresion de ARNm. Ademas, trasladan la proteina al compartimiento nuclear, donde ya
no puede asistir en la produccién de miARN maduros. En este sentido, la regulacién por aumento de Dicer en células
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cancerosas agresivas las hace mas indolentes (Park et al., 2011).

La CD43 es una proteina transmembrana que se encuentra predominantemente presente en leucocitos. En algunas
células cancerosas, se observa un CD43 truncado en el citoplasma y el nucleo (Shelley at al. 2012). Previamente se
ha mostrado que CD43 podria dirigir determinadas proteinas membrana a exosomas (Shen et al., 2011a). La supresion
de CD43 en un modelo de ratdon de cancer de mama ortotopico reduce la carga tumoral en 76 % (Shelley et al., 2012)
Los estudios clinicos sugieren que la expresion de CD43 se correlaciona con la baja supervivencia de pacientes con
cancer de mama (de Laurentiis ef al., 2011). Este informe identifica que CD43 se encuentra funcionalmente implicado
en el direccionamiento de Dicer hacia los oncosomas.

Estudios recientes muestran que los exosomas derivados de melanoma cumplen una funcién en la metastasis y que
los exosomas derivados de fibroblastos cumplen una funcién en la migracion de células de cancer de mama (Luga ef
al., 2012, Peinado ef al., 2012). Los exosomas derivados de células cancerosas cumplen una funciéon protumorigena
asociada a la transferencia de ARNm y las proteinas proangiogénicas (Luga ef al., 2012, Peinado et al., 2012, Skog
et al., 2008). Los exosomas derivados de células cancerosas también pueden contribuir a una transferencia horizontal
de oncogenes, tal como EGFRvIll (Skog et al., 2008). Los oncosomas median alteraciones significativas del
transcriptoma en células diana a través de miARN asociados al RISC. Innumerables procesos bioldgicos se ven
afectados en las células diana, lo que induce la proliferacién y convierte células no tumorigenas en células formadoras
de tumores. No obstante, el efecto potencial in vivo de los oncosomas en células receptoras probablemente dependa
de varios otros parametros ambientales y barreras de accesibilidad.

Los oncosomas también activan fibroblastos estromales para adquirir un fenotipo de miofibroblastos. A modo de
ejemplo, se ilustra la capacidad de los oncosomas de silenciar los supresores tumorales PTEN y HOXD10 mediante
miR-21 y miR-10b derivados de oncosomas, respectivamente (Ma et al., 2007, Maehama, 2007). Estos resultados
resaltaron la naturaleza compleja de la comunicacion adoptada por las células cancerosas para lograr su neoplasia
maligna. Estos datos ilustran que las células cancerosas pueden utilizar exosomas para manipularlas células normales
circundantes a efectos de acelerar la evolucion del cancer y reclutar el estroma reactivo.

Muchos estudios han mostrado que los fibroblastos y las células epiteliales normales también exhiben regulacion por
disminucion de supresores tumorales y activacion de oncogenos sin mutaciones evidentes. En conjunto, este estudio
revela la posible funcion de los exosomas de cancer en la induccion de un “efecto de campo” oncogénico que subyuga
adicionalmente las células normales adyacentes para que participen en el desarrollo y la evolucion del cancer. Los
oncosomas pueden convertir células no tumorigenas en células formadoras de tumores mediante la activacion de vias
oncogénicas. De manera adicional, los oncosomas también pueden participar en la generacién de estroma reactivo.
Posiblemente, esto se logre sin necesidad de mutaciones genéticas definidas y explica la naturaleza compleja de cémo
las células cancerosas mutadas extienden su programa para conseguir apoyo de su micro y macroentorno.

I1. Deteccion de biomarcadores

Es posible medir la expresion de biomarcadores o genes mediante una variedad de técnicas conocidas en la técnica.
La cuantificaciéon de los niveles de ARN mensajero (ARNm) de un biomarcador puede ser utilizada para medir la
expresion del biomarcador. De manera alternativa, la cuantificacién de los niveles de producto proteico de un
biomarcador puede ser utilizada para medir la expresion del biomarcador. Se puede encontrar informacién adicional
relativa a los métodos que se discuten mas adelante en Ausubel ef al. (2003) o Sambrook ef al. (1989). Un experto en
la técnica sabra qué parametros es posible manipular para optimizar la deteccién del ARNm o proteina de interés.

En algunas realizaciones, dicha obtencidn de informacidn de expresion puede comprender la cuantificacién de ARN,
por ejemplo, chips de ADNc, RT-PCR cuantitativa, hibridacién in situ, transferencia Northern o protecciéon de
nucleasas. Dicha obtencion de informacidén de expresion puede comprender la cuantificacion de proteinas, por
ejemplo, la cuantificacidon de proteinas comprende inmunohistoquimica, un ELISA, un radioinmunoensayo (RIA), un
ensayo inmunorradiométrico, un fluoroinmunoensayo, un ensayo de quimioluminiscencia, un ensayo de
bioluminiscencia, una electroforesis en gel, un analisis de transferencia Westermn, un analisis de espectrometria de
masa o un microarreglo de proteina.

Es posible emplear un microarreglo de acido nucleico para cuantificar la expresion diferencial de miultiples
biomarcadores. Es posible llevar a cabo analisis de microarreglos con equipamiento comercialmente disponible
conforme a los protocolos de los fabricantes, tal como mediante el uso de tecnologia Affymetrix GeneChip® (Santa
Clara, CA) o Microarray System de Incyte (Fremont, CA). Por ejemplo, es posible colocar acidos nucleicos de cadena
simple (por ejemplo, ADNc u oligonucleédtidos) en placas en un sustrato de microchip u ordenarlos en este. Luego, se
hibridan las secuencias ordenadas con sondas de acidos nucleicos especificos para las células de interés. Es posible
generar sondas de ADNc¢ marcadas en forma fluorescente mediante la incorporacion de desoxinucledtidos marcados
en forma fluorescente mediante la transcripcién inversa de ARN extraido de las células de interés. De manera
alternativa, es posible amplificar el ARN mediante transcripcién in vitro y marcarlo con un marcador tal como biotina.
Entonces, se hibridan las sondas marcadas con los acidos nucleicos en el microchip en condiciones sumamente
rigurosas. Luego de un lavado riguroso para eliminar las sondas no especificamente unidas, se analiza el chip
mediante microscopia confocal laser o0 mediante otro método de deteccidn, tal como una camara CCD. En general,
los datos de intensidad de fluorescencia brutos en los archivos de hibridacion son previamente procesados con el
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algoritmo de promedio multichip importantes (RMA) para generar valores de expresion.

También es posible emplear PCR en tiempo real (QRT-PCR) para medir la expresion diferencial de mudltiples
biomarcadores. En gRT-PCR, generalmente se transcribe la plantilla de ARN en forma inversa en ADNc, que luego
se amplifica mediante una reaccion de PCR. Se hace un seguimiento ciclo a ciclo de la cantidad de producto de PCR
en tiempo real, lo que permite determinar las concentraciones ideales de ARNm. Para medir la cantidad de producto
de PCR, la reaccion puede ser llevada a cabo en presencia de un tinte fluorescente, tal como verde SYBR, que use
une a ADN de doble cadena. La reaccion también puede ser llevada a cabo con una sonda indicadora fluorescente
especifica para el ADN que se amplifica.

Un ejemplo no taxativo de una sonda indicadora fluorescente es una sonda TagMan® (Applied Biosystems, Foster
City, CA). La sonda indicadora fluorescente fluoresce cuando se elimina el desactivador durante el ciclo de extension
de PCR. La gRT-PCR multiple puede ser desarrollada mediante el uso de multiples sondas indicadoras especificas
para ciertos genes, cada una de las que contiene un fluoréforo diferente. Se registran los valores de fluorescencia
durante cada ciclo y representan la cantidad de producto amplificado hasta dicho punto en la reaccion de amplificacion.
Es posible llevar a la practica la qRT-PCR con un estandar de referencia para minimizar errores y reducir la variacion
entre muestras. El estandar de referencia ideal se expresa a un nivel constante en diferentes tejidos, y no se ve
afectado por el tratamiento experimental. Estandares de referencia adecuados incluyen, de modo no taxativo, ARNm
para los genes constitutivos gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y actina B. El nivel de ARNm en la
muestra original o el cambio de expresion de cada biomarcador pueden ser determinados mediante calculos conocidos
en la técnica.

También es posible emplear tincion inmunohistoquimica para medir la expresion diferencial de mudltiples
biomarcadores. Dicho método permite localizar una proteina en las células de una seccién de tejido mediante la
interaccion de la proteina con un anticuerpo especifico. Para ello, se puede fijar el tejido en formaldehido u otro agente
de fijacion adecuado, colocarlo en cera o plastico y cortarlo en secciones delgadas (de alrededor de 0.1 mm a varios
milimetros de espesor) con un microtomo. De manera alternativa, es posible congelar el tejido, y cortarlo en secciones
delgadas con un criostato. Las secciones de tejido pueden ser colocadas en una superficie sdlida o fijadas en ella (es
decir, un microarreglo de tejido). Se incuban las secciones de tejido con un anticuerpo primario contra el antigeno de
interés, seguido de lavados para eliminar los anticuerpos no unidos. El anticuerpo primario puede acoplarse a un
sistema de deteccidn o puede ser detectado con un anticuerpo secundario acoplado a un sistema de deteccion. El
sistema de deteccion puede ser un fluoréforo o puede ser una enzima, tal como peroxidasa de rabano picante o
fosfatasa alcalina, que puede convertir un sustrato en un producto colorimétrico, fluorescente, o quimioluminiscente.
Se analizan generalmente las secciones de tejido tefiido en microscopio. Debido a que una muestra de tejido de un
sujeto con cancer puede ser heterogénea, es decir, algunas células pueden ser normales y otras células pueden ser
cancerosas, s posible determinar el porcentaje de células positivamente tefiidas en el tejido. Dicha medida, junto con
una cuantificacion de la intensidad de la tincidn, puede ser utilizada para generar un valor de expresion para el
biomarcador.

Es posible utilizar un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, o ELISA, para medir la expresidn diferencial de
multiples biomarcadores. Existen diversas variaciones de un ensayo ELISA. Todas se basan en la inmovilizacion de
un antigeno o anticuerpo en una superficie sélida, generalmente, en una placa de microtitulacion. El método ELISA
original comprende preparar una mezcla que contiene las proteinas biomarcadoras de interés, revestir las paredes de
una placa de microtitulacién con la muestra, incubar cada pocillo con un anticuerpo primario que reconoce un antigeno
especifico, lavar el anticuerpo no unido, y luego detectar los complejos de anticuerpo-antigeno. Los complejos de
anticuerpo y antigeno pueden ser detectados directamente. Para ello, los anticuerpos primarios se conjugan a un
sistema de deteccion, tal como una enzima que produce un producto detectable. Los complejos de anticuerpo y
anticuerpo pueden ser detectados indirectamente. Para ello, el anticuerpo primario es detectado por un anticuerpo
secundario conjugado a un sistema de deteccion, tal como se describié anteriormente. Entonces, se escanea la placa
de microtitulacidén y es posible convertir los datos de intensidad brutos en valores de expresion mediante medios
conocidos en la técnica.

También es posible utilizar un microarreglo de anticuerpo para medir la expresidén diferencial de mudltiples
biomarcadores. Para ello, se ordenan multiples anticuerpos y se enlazan en forma covalente a la superficie del
microarreglo o biochip. En general, se marca un extracto de proteina que contiene proteinas biomarcadoras de interés
con un tinte fluorescente o biotina. Se incuban las proteinas biomarcadoras marcadas con el microarreglo de
anticuerpo. Luego de lavados para eliminar las proteinas no unidas, se analiza el microarreglo. Entonces, es posible
convertir los datos de intensidad fluorescente brutos en valores de expresion mediante medios conocidos en la técnica.

También es posible utilizar microesferas de multiplexacion Luminex para medir la expresion diferencial de multiples
biomarcadores. Dichas microesferas microscopicas de poliestireno codificadas por color internamente con tintes
fluorescentes, de forma que cada microesfera tiene una firma espectral Unica (de las que hay hasta 100). Las
microesferas con la misma firma son marcadas con un oligonucledtido especifico o anticuerpo especifico que se unira
a la diana de interés (es decir, ARNm o proteina biomarcadora, respectivamente). A su vez, también se marca la diana
con un indicador fluorescente. Por lo tanto, existen dos fuentes de color, una de la microesfera y la otra de la molécula
indicadora en la diana. Luego, se incuban las microesferas con la muestra que contiene las dianas, de las que es
posible detectar hasta 100 en un pocillo. El area superficial/tamafio pequefio de las microesferas y la exposicion
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tridimensional de las microesferas a las dianas permite la cinética practicamente de fase de solucion durante la
reaccion de unién. Las dianas capturadas son detectadas mediante mecanica de fluidos con base en citometria de
flujo en la que laseres excitan los tintes internos que identifican cada microesfera y también cualquier tinte indicador
capturado durante el ensayo. Es posible convertir los datos de los archivos de adquisicion en valores de expresion
mediante medios conocidos en la técnica.

También es posible emplear hibridacién in situ para medir la expresion diferencial de multiples biomarcadores. Dicho
método permite la ubicacién de ARNm de interés en las células de una seccidn de tejido. En dicho método, es posible
congelar, o fijar y embeber el tejido, y luego cortarlo en secciones delgadas que se arreglan y fijan en una superficie
sélida. Se incuban las secciones de tejido con una sonda antisentido marcada que se hibridara con un ARNm de
interés. En general, las etapas de hibridacion y lavado son llevadas a cabo en condiciones extremadamente rigurosas.
La sonda puede ser marcada con un fluoréforo o una etiqueta pequefia (tal como biotina o digoxigenina) que puede
ser detectada por otra proteina o anticuerpo, de forma que el hibrido marcado pueda ser detectado y visualizado en
microscopio. Es posible detectar multiples ARNm en forma simultanea, siempre que cada sonda antisentido presentara
una marca distintiva. Se analizan generalmente las secciones de tejido hibridado en microscopio. Debido a que una
muestra de tejido de un sujeto con cancer puede ser heterogénea, es decir, algunas células pueden ser normales y
otras células pueden ser cancerosas, es posible determinar el porcentaje de células positivamente tefidas en el tejido.
Dicha medida, junto con una cuantificacion de la intensidad de la tincién, puede ser utilizada para generar un valor de
expresion para cada biomarcador.

En una realizacion adicional, es posible comparar el nivel de marcador con el nivel del marcador de un control, en el
que el control puede comprender una 0 mas muestras tumorales extraidas de uno 0 mas pacientes quienes se
determind que presentan un determinado tumor metastasico o que no presentan un determinado tumor metastasico,
0 ambos.

El control puede comprender datos obtenidos al mismo tiempo (por ejemplo, en el mismo experimento de hibridacidn)
que los datos individuales del paciente, 0 puede ser un valor o conjunto de valores almacenado, por ejemplo,
almacenado en un ordenador, 0 en un medio legible por ordenador. Si se utilizaran los ultimos, es posible comparar
nuevos datos de pacientes para los marcadores seleccionados, obtenidos de muestras iniciales o de seguimiento, con
los datos almacenados para los mismos marcadores sin que sean necesarios experimentos de control adicionales.

[1l. Definiciones

Tal como se usa en la presente, “obtener una muestra biolégica” u “obtencién de una muestra bioldgica” hacen
referencia a la recepcion de una muestra biolégica o de sangre, por ejemplo, ya sea en forma directa o indirecta. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, se obtiene la muestra bioldgica, tal como una muestra de sangre o una muestra
que contiene células mononucleares de sangre periférica (PBMC) directamente de un sujeto en el laboratorio o la
ubicacién en la que se analizara la muestra bioldgica o cerca de estos. En otras realizaciones, la muestra bioldgica
puede ser extraida por un tercero y luego transferirse, por ejemplo, a una entidad o ubicacién independiente para su
analisis. En otras realizaciones, la muestra puede ser obtenida y evaluada en la misma ubicacidén con un ensayo en el
sitio de atencion. En dichas realizaciones, tal obtenciéon hace referencia a la recepcion de la muestra, por ejemplo, del
paciente, de un laboratorio, de un consultorio médico, por correo, correo privado, u oficina de correos, etc. En algunos
aspectos adicionales, el método puede comprender adicionalmente indicar la determinacién del sujeto, un individuo o
entidad a cargo de los gastos de salud, un médico tratante, un farmacéutico, un gerente de beneficios de farmacia, o
cualquier individuo para el que la determinacion pueda ser de interés.

Con “sujeto” o “paciente” se hace referencia a cualquier sujeto individual para el que se desea terapia o prueba de
diagnéstico. En este caso, en general, los sujetos o pacientes hacen referencia a seres humanos. También se pretende
incluir como sujeto a cualquier sujeto involucrado en ensayos clinicos de investigacién que no presenten signos
clinicos de enfermedad, o sujetos involucrados en ensayos epidemiologicos, o sujetos utilizados como controles.

Tal como se usa en la presente, “expresion aumentada” hace referencia a un nivel elevado o aumentado de expresion
en una muestra cancerigena relativa a un control adecuado (por ejemplo, una muestra celular o tejido no canceroso,
un estandar de referencia), en la que la elevacién o aumento en el nivel de expresidon génica es estadisticamente
significativo (p < 0.05). Es posible determinar si un aumento en la expresién de un gen en una muestra de cancer
respecto a un control es estadisticamente significativo mediante una prueba t (por ejemplo, prueba t de una muestra,
prueba t de dos muestras, prueba t de Welch) u otra prueba estadistica conocida por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, los genes que se sobreexpresan en un cancer pueden ser genes conocidos por su sobreexpresion en un
cancer, o para los que se determind previamente dicha sobreexpresion.

Tal como se usa en la presente, “expresion reducida” hace referencia a un nivel reducido o disminuido de expresién
en una muestra cancerigena relativa a un control adecuado (por ejemplo, una muestra celular o tejido no canceroso,
un estandar de referencia), en la que la reduccion o disminucidn en el nivel de expresion génica es estadisticamente
significativo (p < 0.05). En algunas realizaciones, el nivel reducido o disminuido de expresidn génica puede ser una
ausencia total de expresion génica, o un nivel de expresiéon de cero. Es posible determinar si una reduccién en la
expresion de un gen en una muestra de cancer respecto a un control es estadisticamente significativo mediante una
pruebat (por ejemplo, prueba t de una muestra, prueba t de dos muestras, prueba t de Welch) u otra prueba estadistica
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conocida por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los genes que no se expresan en forma suficiente en un cancer
pueden ser genes conocidos por su sobreexpresion en un cancer, o para los que se determind previamente dicha
sobreexpresion.

La expresion “fragmento de unién al antigeno” se usa en la presente en el sentido mas amplio y abarca
especificamente los anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de
anticuerpos.

El término “cebador”, tal como se usa en la presente, pretende abarcar cualquier acido nucleico capaz de cebar la
sintesis de acidos nucleicos nacientes en un proceso dependiente de plantilla. Los cebadores pueden ser
oligonucledtidos de diez a veinte y/o treinta pares de base de longitud, pero también pueden emplearse secuencias
mas largas. Los cebadores pueden ser provistos en forma de cadena doble y/o cadena sencilla, aunque se prefiere la
forma de cadena sencilla.

V. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Los expertos en la técnica
deben tener en cuenta que las técnicas descritas en 10s ejemplos que se encuentran a continuacion representan
técnicas que el inventor observo que funcionan en forma correcta en la practica de la invencion y, por lo tanto, se
puede considerar que constituyen modos preferidos para llevarla a la practica.

Ejemplo 1 — Procedimientos experimentales

Aislamiento y purificacion de exosomas. Los exosomas fueron purificados mediante centrifugacion diferencial, tal como
se describid anteriormente (Thery et al., 2006; Luga et al., 2012). En pocas palabras, se sometié el sobrenadante de
las células cultivadas durante 24 horas a etapas de centrifugacion secuencial de 800g y 2000 g y se filtro el
sobrenadante con un filtro de 0.2 um en frascos de cultivo. Se sedimentaron los exosomas a 100 000 g en un rotor
basculante SW40Ti durante 2 horas (Beckman). Se descarto el sobrenadante y se agregd PBS para una etapa de
lavado de 1 hora. Se analiz6 el sedimento para determinar exosomas. Se resuspendieron los exosomas para
extraccion de ARN en 500 ul de Trizol, los exosomas para extraccion de proteinas en 250 ul de soluciéon amortiguadora
de lisis (urea 8M/SDS 2.5 %, 5 ug/ml de leupeptina, 1 ug/ml de pepstatina y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM) y los
exosomas para tratamientos en PBS. Se descongelaron muestras de suero congeladas en hielo y se agregaron 500 pl
a 12mL de PBS y se siguid el procedimiento anteriormente mencionado. Se trataron los exosomas purificados
mediante centrifugacion (37 °C, 60 minutos) con 500 g/mL de proteinasa K (Sigma-Aldrich) disuelta en agua libre de
RNasa, seguida de la inactivacion por calor de la proteasa (60 °C, 10 minutos) e incubacién (37 °C, 15 minutos) con
2 g/mL de RNasa libre de proteasa (Sigma-Aldrich) seguida de la adicién de inhibidor de RNasa concentrado 10X
(Ambion). Se purificaron los exosomas en duplicado y se utilizd uno de los sedimentos para la cuantificacion de
proteina para el tratamiento de exosomas.

Analisis de exosomas mediante cifometria de flujo. Se incubaron preparaciones de exosomas (5-10 ug) con 5 pl de
microesferas de latex de aldehido/sulfato de 4 ym de diametro (Interfacial Dynamics, Portland, OR) y se
resuspendieron en 400 ul de PBS con BSA al 2 %. Se incubaron microesferas recubiertas con exosomas (20 yl) con
los siguientes anticuerpos: anti-CD63 (Santa Cruz), anti-CD9 (abcam), anti-TSG101 (abcam), anti-flotilina-1 (Santa
Cruz) durante 30 minutos a 4 °C seguido, cuando fuera necesario, por incubacién con anticuerpo secundario
conjugado con FITC y analizado en un citdmetro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences).

Electroporaciéon de exosomas. Se mezclaron exosomas a una concentracion proteica total de 100 ug (determinada
mediante ensayo de Bradford) y 5 ug de anticuerpo Dicer (policlonal SC-30226, Santa Cruz, CA), 5 ug de anticuerpo
de actina, 0 10 ug de pre-miRNA-21, -10b y -cel1 en 400 ul de amortiguador de electroporacion (fosfato de potasio
1.15 mM pH 7.2, cloruro de potasio 25 mM, 21 % Optiprep) y se electroporaron en una cubeta de 4 mm con un sistema
de electroporacién Gene Pulser Xcell (Biorad), tal como se describid previamente (Alvarez-Erviti ef al., 2011). Luego
de la electroporacion, se trataron los exosomas con proteinasa K y/o RNasa, cuando fue apropiado.

Espectroscopia de dispersion de luz (LSS). Se recolectaron espectros de LSS con el sistema experimental descrito
en la Figura 10B. Se utilizé el laser supercontinuo de banda ancha Fianium SC-450-2 como una fuente de luz blanca.
Se enfocd la luz del laser supercontinuo en la muestra con una lente de longitud de foco larga. Se colocaron las
muestras que consisten en suspensiones liquidas de exosomas o microesferas en un soporte de muestra de cuarzo
cubico usual. Se recogieron las sefiales de fondo de las muestras de solventes sin exosomas o microesferas. Se
recogiod la luz dispersada por exosomas o0 microesferas a 90° al haz incidente con los otros lentes de distancia local y
se dirigié al espectrografo Princiton Instrument Acton 2300i acoplado con un detector EMCCD DV885 Andor
Technology iXon de alta eficiencia. La deteccion fue llevada a cabo en el intervalo de longitud de onda de 470-870 nm.
El detector fue controlado por un ordenador a la que se transfirieron los datos y en la que se almacenaron, y se
procesaron.

Para calibrar el sistema y establecer su capacidad para detectar con precision los tamafos de las particulas, las que
pueden ser menores que la longitud de onda, se midieron las sefales de suspensiones de solucion salina amortiguada
con fosfato (PBS) de microesferas de cristal con didmetros nominales de 24 nm y 100 nm y microesferas de

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2966 571 T3

poliestireno con diametros nominales de 119 nm, 175 nm, 356 nmy 457 nm. Se ajustaron los espectros predichos por
teoria Mie a los datos con el método de minimizacidon de minimos cuadrados previamente desarrollado (Fang et al.,
2003). En la Figura 1E se ilustran los espectros experimentales y los ajustes resultantes para microesferas de cristal
con diametro nominal de 100 nm y microesferas de poliestireno con diametro nominal de 356 nm. En ella, se ilustra el
desvio de la dispersion de Rayleigh a la cuarta potencia de la longitud de onda para enfatizar el comportamiento no
Rayleigh del espectro de LSS. Al comparar las distribuciones de tamafio obtenidas mediante LSS para microesferas
con las especificaciones provistas por el fabricante, se concluyé que puede estimarse que la precision del método de
LSS es de 10 nm. También se establecié que las distribuciones de tamafio reconstruidas no son sensibles a los indices
de refraccion de las microesferas y el solvente. Cabe destacar que dado que la dispersion de luz de particulas
pequefas es proporcional a la sexta potencia de su tamafo, la deteccidn de particulas de menos de 50 nm en
presencia de particulas mayores requeriria un aumento importante de la relacion entre sefal y ruido del sistema
experimental.

Luego, se desarrollaron experimentos de LSS con la suspension en PBS de exosomas. Se presentan los espectros
de LSS experimentales de los exosomas y los ajustes Mie correspondientes en la Figura 1B. El ajuste del espectro
reconstruido es excelente. Se encontrd la distribucién de tamafo de exosomas (vea la grafica a la derecha y el
recuadro de la Figura 1R), la que presentd un pico a 104 nm, mediante la técnica de reconstruccidén anteriormente
mencionada (Fang ef al. 2003; ltzkan et al. 2007, Fang et al. 2007). Se comparo dicha distribucion de tamario de
extraccion con las medidas morfométricas llevadas a cabo en las fotografias obtenidas por TEM de las muestras de
exosomas similares (Figura 1A). Dado que la cantidad de particulas en las fotografias de TEM no era lo
suficientemente grande como para graficar una distribucion estadisticamente significativa, se calculd el tamafio medio
de las particulas mayores de 50 nm a partir de la fotografia de TEM y se determiné que era de 95 nm. Por lo tanto, la
distribucion de tamafo reconstruida de LSS y las medidas morfométricas obtenidas de las fotografias de TEM de los
exosomas coinciden con todos los datos.

Tratamientos con N-Rh-PE. Se marcaron las células con N-Rh-PE mediante incubacion con N-Rh-PE 8 yM (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL) diluida en amortiguador Hanks 1 X helado (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 1 hora en
hielo. Luego, se lavaron las células 3 veces con amortiguador Hanks helado antes de colocarlas nuevamente en placas
con medio DMEM. Se utilizaron células de N-Rh-PE en imagenologia confocal aproximadamente 24 horas después
de ser marcadas.

Marcaje con inmunooro y microscopia electrénica Se colocaron especimenes fijos a una concentracion 6ptima en
mallas recubiertas de carbono/formvar de 300 mesh y se permitido que absorbieran formvar durante un minimo de 1
minuto. Se reemplazaron las mallas en un amortiguador de bloqueo durante 1 hora para una etapa de
bloqueo/permeabilizacién para la tincién con inmunooro. Inmediatamente, se colocaron las mallas, sin enjuague, en
el anticuerpo primario en diluciéon adecuada durante la noche a 4 °C (policlonal anti-Dicer 1:10 SC-30226, Santa Cruz,
monoclonal anti-CD9 1:10, Abcam). No se expusieron algunas de las mallas al anticuerpo primario para usarlas como
controles. Al dia siguiente, se enjuagaron todas las mallas con PBS y luego se dejaron flotar en gotas del anticuerpo
secundario adecuado unido a particulas de oro de 10 nm (AURION, Hatfield, PA) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se enjuagaron las mallas con PBS y se colocaron en glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de fosfato
0.1 M durante 15 minutos. Luego del enjuague en PBS y agua destilada, se dej6é que las mallas se secaran y se tifieron
por contraste con acetato de uranilo. Las muestras fueron observadas en microscopio electronico de transmision de
Tecnai Bio Twin (FEI, Hillsboro, OR) y se obtuvieron imagenes con una camara de CCD AMT (Advanced Microscopy
Techniques, Danvers, MA).

Transferencia Western y anticuerpos. Se cultivaron células en amortiguador RIPA y exosomas en urea 8 M/SDS al
2.5 %, 5 ug/ml de leupeptina, 1 yg/ml de pepstatina y amortiguador de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM para
controlar las respuestas de genes enddgenos. Se colocaron las proteinas conforme a cuantificacion de Bradford en
geles de acrilamida y se transfirieron a membranas de PVDF (ImmobilonP) mediante transferencia electroforética
himeda. En el caso de muestras de proteinas de exosomas en suero recogidos en modelos de xenoinjerto ortotdpicos,
se utilizé gel de acrilamida al 4 % de 15 cm de altura para resolver bandas de Dicer humanas y de ratéon. En general,
se interrumpieron las transferencias durante 1 hora a TA con leche en polvo descremada al 5 % en PBS/Tween al
0.05 % y se incubd durante la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos primarios: 1:500 anti-Dicer (SC-30226)
Santa Cruz, 1:1000 proteinas antiubiquitiniladas, clon FK2 Millipore, 1:500 clon M2 de peroxidasa M2 anti-Flag Sigma,
1:500 anti-CD43 ab9088 Abcam, 1:500 anti-PTEN, ab32199, Abcam, 1:300 anti-CD9 ab92726, Abcam, 1:500 anti-
GADPH ab9483, Abcam, 1:250 anti-TRBP ab72110, Abcam; 1:300 anti-TSG101 ab83, Abcam, 1:400 anti-AGO2
ab32381, Abcam, 1:4000 clon AC-15 de peroxidasa anti-actina 8, Sigma, 1:500 anti-GFP ab6556, Abcam, 1:500 anti-
HOXD10 ab76897 Abcam. Se incubaron los anticuerpos secundarios durante 1 hora a TA. Se realizaron lavados luego
de la incubacién de anticuerpos en un agitador orbital cuatro veces en intervalos de 10 minutos con Tween20 al 0.05 %
en PBS 1X. Se revelaron las transferencias con reactivos quimioluminiscentes de Pierce.

PCR en tiempo real. Se realizé la transcripcion inversa de ARN tratada con DNasa con transcriptasa inversa
MultiScribe (Applied Biosystems) y cebadores oligo-d(T) luego de la purificacién de ARN total con Trizol (Invitrogen).
Se realiz6 PCR en tiempo real de ARNm en un instrumento de sistema de deteccidén de secuencias 7300HT ABI
PRISM con mezcla SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) y actina f como control. Se enumeran los cebadores
en la Tabla 1.
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Se cuantifico el pre-miARN con 150 ng de ARN tratado con DNasa y el kit de RT-qPCR en una etapa SuperScript ll|
Platinum (Invitrogen) (Schmittgen ef al., 2004). Se enumeran los cebadores en |la Tabla 1.

Para el andlisis de expresion de miARN, se mezclaron 10 ng de ARN con el reactivo del kit de transcripcion inversa
de microARN TagMan que contiene cebadores de miARN especificos y se transcribieron en forma inversa conforme
a las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). Se incubaron las mezclas de reaccion a 16 °C durante 30
minutos, 42 °C durante 30 minutos y 85 °C durante 5 minutos. Se llevd a cabo PCR en tiempo real con un instrumento
de sistema de deteccidn de secuencias 7300HT ABI PRISM (Applied Biosystems) con Assay-on-Demand
comercialmente disponible para cada miARN estudiado (Applied Biosystems). Se normalizo la expresion de miARN
para la expresion de ARNr 188 (reactivo de ensayo predesarrollado TagMan, Applied Biosystems) que sirvié como un
control interno de la cantidad y la integridad de ARN. Cada medida fue realizada por triplicado. Se determino el ciclo
umbral (Ct), la cantidad de ciclos fraccionales en la que la diana amplificada alcanza un umbral fijo, y se midio la
expresidn con la formula 22!, como se informo previamente (Livak y Schmittgen, 2001).

Tabla 1. Secuencias de cebadores de gPCR

Nombre del cebador Secuencia del cebador SEQ ID NO:
BiG2 F 5 CAGGAGGTGGTGAAGGACAT3’ 1
BiG2 R 5 CCCGTTGGTCTGTGAGTTTY 2
TSG101 F 5 GATACCCTCCCAATCCCAGT?Y’ 3
TSG101 R 5 GTCACTGACCGCAGAGATGA3Z’ 4
Hrs F 5AGTGGCTGTCGGGTATTCATCY 5
Hrs R 5'CCGTCCATATCCCTTGAAGAATCY 6
CD43 F 5GCTGGTGGTAAGCCCAGAC3’ 7
CD43 R 5'GGCTCGCTAGTAGAGACCAAAZ 8
hsa-Actina F 5'CATGTACGTTGCTATCCAGGC3’ 9
hsa-Actina R 5'CTCCTTAATGTCACGCACGAT?Y’ 10
mmu-Actina F 5'GGCTGTATTCCCCTCCATCG3’ 11
mmu-Actina R 5'CCAGTTGGTAACAATGCCATGT?S' 12
Pre-miR-let7-a F 5’AGGTAGTAGGTTGTATAGTTTTAGGY 13
Pre-miR-let7-a R 5 TAGGAAAGACAGTAGATTGTATAGTY 14
Pre-miR-15b F 5’ AGCACATCATGGTTTACATGC?3’ 15
Pre-miR-15b R 5'CTAGAGCAGCAAATAATGATTGG3’ 16
Pre-miR-26a F 5TTCAAGTAATCCAGGATAGGCTGT?3’ 17
Pre-miR-26a R 5TGCAAGTAACCAAGAATAGGCC3’ 18
Pre-miR-31 F 5TGAGTGTGTTTTCCCTCCCT3’ 19
Pre-miR-31 R 5'GCCATGGCTGCTGTCAGY 20
Pre-miR-125a F 5'GTCCCTGAGACCCTTTAACCY 21
Pre-miR-125a R 5AACCTCACCTGTGACCCTG3’ 22
Pre-miR-125b F 5'GTCCCTGAGACCCTAACTTG3’ 23
Pre-miR125b R 5’AGCCTAACCCGTGGATTT3’ 24
Pre-miR-200a F 5TTCCACAGCAGCCCCTGY 25
Pre-miR-200a R 5'GATGTGCCTCGGTGGTGTY 26
Pre-miR-200c F 5'CTCGTCTTACCCAGCAGTGT?Y’ 27
Pre-miR-200¢c R 5'GTCATCATTACCAGGCAGTATTAGY 28
Pre-miR-335 F 5'GTCAAGAGCAATAACGAAAAATGS’ 29
Pre-miR-335 R 5'GAGGTCAGGAGCAATAATGAAY 30
Pre-miR-10a,b F 5TACCCTGTAGATCCGAATTTGTGY' 31
Pre-miR-10a,b R 5’ATTCCCCTAGATACGAATTTGTGAY 32
Pre-miR-21 F 5'GCTTATCAGACTGATGTTGACTGY 33
Pre-miR-21 R 5'CAGCCCATCGACTGGTGY 34
Pre-miR-27a F 5'GCAGGGCTTAGCTGCTTGY 35
Pre-miR-27a R 5'GGCGGAACTTAGCCACTGTY 36
Pre-miR-155 F 5'GTTAATGCTAATCGTGATAGGG?3’ 37
Pre-miR-155 R 5'GCTAATATGTAGGAGTCAGTTGGAZ’ 38
Pre-miR-373 F 5'CTCAAAATGGGGGCGCTT3’ 39
Pre-miR-373 R 5'CACCCCAAAATCGAAGCACT3 40
Pre-cel-1 F 5'CCACCCCGTTCTACATACTTCY 41
Pre-cel-1 R 5 ACCGTACCGAGCTGCATACTY 42

Transferencia Northemn. Se realizd una transferencia Northermn con oligonucledtidos de ADN Bio[TEG] 3’ del
complemento inverso del miARN maduro como sondas (vea la Tabla 2). Se utilizaron geles de urea/acrilamida 15 %
para cargar 40 ug de ARN exosomal (tratado con DNasa) junto con tinte de carga de ARN 1X luego de 2 minutos a
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95 °C seguido de un periodo de 2 minutos en hielo. Se utilizo el marcador de microARN conforme a las instrucciones
del fabricante (N2102, New England BioLabs). La electroforesis fue realizada a 4 °C durante 3 horas con TBE 1X. La
transferencia fue llevada a cabo con papeles de transferencia Whatman y membrana de nylon cargada positivamente
BrightStar-Plus (Ambion) durante 2 horas a 4 °C con TBE 0.5X. Se reticuld el ARN con la membrana con un
transiluminador UV durante 20 minutos. Se prehibridaron las membranas mediante rotacion durante 1 hora a 42 °C en
solucion de hibridacién ULTRAhyb®-Oligo de Ambion (Ambion). Se descongelaron las sondas en hielo y se agregaron
150 ng por mL de amortiguador de hibridacién luego de 5 minutos de incubacién a 95 °C, luego de lo que se dej6 que
las membranas rotaran durante la noche a 42 °C. Se realizaron los siguientes lavados: SSPE 2X/SDS al 0.5 % — dos
veces durante 15 minutos, SSPE 0.2/SDS al 0.5 % — dos veces durante 30 minutos y SSPE 2X - 5 minutos. Se siguié
a dichas etapas de lavado iniciales con mas lavados y posteriormente, se revelaron las transferencias con el kit
BioDetect de BrightStar conforme a las instrucciones del fabricante (Ambion). Se expusieron las transferencias durante
la noche con dos peliculas apiladas. Se expusieron las transferencias y se volvieron a sondear dos veces mas.

Tabla 2. Secuencias de sondas de transferencia Northern

Nombre de sonda | Secuencia de sonda SEQ ID
NO:
miR-10b 5'CACAAATTCGGTTCTACAGGGY3’ 43
miR-21 5 TCAACATCAGTCTGATAAGCTAZ’ 44
miR-cel-1 5AGTATGCAGCTCGGTACGGTY 45
pre-miR-10b 5TGAAGTTTTTGCATCGACCATATATTCCCCTAGAATCGAA3’ 46
pre-miR-21 5 TGTCAGACAGCCCATCGACTGGTGTTGCCATGAGATY’ 47
tRNAMet 5'CAGCACGCTTCCGCTGCGCCACTCTY 48

Cultivos celulares, plasmidos, pre-miARN y ARNip. Se cultivaron las lineas celulares MCF10A, MCF7, MDA-MB231,
A549, SW480 y HeLa humanas, asi como las lineas celulares NMuMG, 67NR y 4T1 de mamifero de raton en FBS en
DMEM al 10 % (todas las células provienen de American Type Culture Collection — ATCC). Se llevaron a cabo
transfecciones con reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) para ARNip. Se utilizd RNAiFect (Qiagen) para las
transfecciones pre-miARN sintéticas en todas las lineas celulares. Se enumeran las secuencias de ARNip en la Tabla
3.

Tabla 3. Secuencias de ARNip

Nombre ARNip Secuencia ARNip SEQ ID NC:
Hrs 5'GGAACGAGCCCAAGUACAATTY 49
Hrs 5'UUGUACUUGGGCUCGUUCCGGY 50
TSG101 5 GUUUAUCAUUCAAGUGUAATTY 51
TSG101 5'UUACACUUGAAUGAUAAACTGY 52
CD43 5'GGAGAGCCUUUGGUCUCUATT3’ 53
CD43 5'UAGAGACCAAAGGCUCUCCGGY 54
AGO2 5'GGCGUUACACGAUGCACUUTTY 55
AGO2 5'AAGUGCAUCGUGUAACGCCTG3’ 56

Plasmidos. p-CMV-Tag4B-Dicer (Melo ef al., 2009), p-CMV6-CD63-GFP de Origene (RG217238), GFP-hAGO2 de
Addgene (plasmido 11590), pGFP-shBiG2 de Origene (TG314697), pGFP-shDicer de Origene (TG304991), pre-miR-
10b, -21 y —cel-1 sintéticos adquiridos en Ambion, 3'UTR-WTPTEN, 3'UTR-Mutant-PTEN (laboratorio de Dr. Joshua
Mendell), 3UTR-WTHOXD10 y 3'UTR-Mutant-HOXD10 (laboratorio de Dr. Robert Weinberg) de Addgene.

Inmunocitoquimica y microscopia confocal. Se colocaron las células con confluencia adecuada en placas de 12
pocillos en cubreobjetos que se insertan y se cultivan durante la noche. Al dia siguiente, se lavaron las células con
PBS 1X frio y se fijaron durante 20 minutos a TA con PFA/PBS al 4 %. Se permeabilizaron los portaobjetos durante
10 minutos a TA con Triton X-100 al 0.5 % en PBS, se bloguearon durante 1 hora a TA con BSA al 5 % y se incubaron
durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios en PBST (PBS, Triton al 0.1 %) con BSA al 2 %: 1:100 anti-Dicer
(SC-30226) Santa Cruz, 1:500 anti-Flag Sigma, 1:50 anti-CD43 ab9088 (Abcam), 1:100 anti-TSG101 ab83 (Abcam),
1:500 anti-GFP ab6556 (Abcam), 1:100 anti-LAPM-1 ab25630 (Abcam), 1:100 anti-Hrs ab56468 (Abcam), 1:100 anti-
BiG2 ab75001 (Abcam), 1:500 anti-biotina ab66233 (Abcam). Se incubaron anticuerpos secundarios de cabra
antirratdn Alexa 543 o de cabra antirraton Alexa-488 1 hora a TA en dilucion 1:200 en PBST con BSA al 2 %. Se utilizo
DAPI para tefiir los nucleos. Se incubaron exosomas cultivados con Triton X al 0.05 % durante 15 minutos y
posteriormente con BSA al 5 % durante 1 hora a TA para el andlisis de exosomas. Se incubo el primer anticuerpo
primario (anti-CD9, 1:50) durante la noche en 100 ul de PBST a 4 °C y se agregod el segundo anticuerpo primario, anti-
flag (1:50), el dia siguiente y se incubd durante 1 hora a TA. Se agregaron los anticuerpos secundarios en forma
consecutiva y también se incubaron durante 1 hora a TA. Se colocaron los exosomas en placas sobre cubreobjetos
en placas de 12 pocillos en PFA al 4 % durante 45 minutos y se lavaron con PBS frio. Se obtuvieron imagenes con un
sistema confocal directo Zeiss LSM510 con la herramienta de reciclaje para mantener configuraciones idénticas. Los

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2966 571 T3

exosomas agregados llevan a estructuras de mas de 200 nmvisibles mediante microscopia confocal. Se seleccionaron
imagenes de un conjunto formado a partir de al menos dos experimentos independientes para analizar datos. Las
figuras ilustran campos representativos.

Ensayos de fragmentacion in vitro. Se incubaron extractos de proteinas exosomales (10 ug) a 37 °C con 3 pmol de
horquillas pre-miR-10b, -21 y -cel-1 marcadas internamente con biotina en presencia de MgCl; 3 mM, NaCl 30 mM y
Hepes 100 mM, pH 7.5. El volumen final de cada reaccion fue de 10 pl. Se detuvieron las reacciones con la adicion
de 10 yl de amortiguador de carga de gel de formamida. Se resolvié el ARN con electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante y se revelo con el kit BioDetect de BrightStar conforme a las instrucciones del fabricante (Ambion).

Ensayos de formacién de colonias y viabilidad celular. Se colocaron las células en placas de 96 pocillos y se agregaron
exosomas cultivados el dia 1 en una concentracion de 100 yg/mL. Se determin la viabilidad celular mediante ensayo
de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). Se colocaron las células en placas de 12
pocillos y se agregaron exosomas entre el dia 1 y el dia 5 de cultivo en una concentracion de 100 ug/mL para
experimentos de formacion de colonias. Luego de 8 dias, se fijaron las colonias y se tifieron con reactivo MTT.

Armreglo de expresion de ARNm humano-HT12 lllumina. Se hibridd ARN en un arreglo de expresion de ARNm humano-
HT12 lllumina. Se normalizaron los datos con la rutina negc ofrecida por el paquete R limma (Shi et al., 2010). Se
determinaron las abundancias de genes mediante la mediana de las sondas por gen. La acumulacion es llevada a
cabo mediante media aritmética de distancias euclideanas de genes (filas) y muestras (columnas).

Armreglo de expresion de miARN. Se utilizé un miARN usual tal como se describio en 9. El arreglo contiene 1833 sondas
de microARN humano, 1084 sondas de micro ARN de ratdn y otras 78 sondas de ARN no codificantes. Se imprimen
las sondas en duplicado. Se incluyen los identificadores de acceso a GenBank asociados a cada sonda. Se realizé un
analisis bioinformatico con R (version 2.14.2) (en internet en r-project.org) y Bioconductor (en internet en
bioconductor.org/). La intensidad en bruto de cada sonda es la mediana de intensidad de pixeles a la que se resta la
mediana del fondo. Fijar un desfasaje de 1 garantiza que no existan valores negativos luego de transformar
logaritmicamente los datos. Se normalizaron los datos por cuantil luego de la transformacién por log2. Se promediaron
las sefales de las sondas que miden el mismo miARN. El andlisis se llevé a cabo con las funciones de la biblioteca
LIMMA. Los mapas de riesgo fueron generados con la funcién de mapa de riesgo de la biblioteca made4. Cuando se
realizaron repeticiones técnicas, el mapa de riesgo represento los valores de expresién promedio obtenidos a partir
de las medidas repetidas.

Xenoinjertos ortotépicos de tumores de ovario, endometrio y mama. Se alojaron ratones nu/nu atimicos hembra
(Harlan) de entre 4 y 6 semanas de edad en jaulas ventiladas individualmente en un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad
a21 a23°Cy40% a 60 % de humedad. Se dejo que los ratones accedieran a alimentos irradiados y a agua
esterilizada libremente. Todos los protocolos animales fueron evaluados y aprobados conforme a los comités de uso
y cuidado animal institucional espafoles.

Los especimenes de tumor primario fueron obtenidos en Hospital Universitari de Bellvitge (L’Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Espafia). El comité institucional de revision aprob6 el estudio. Se obtuvo consentimiento informado escrito
de los pacientes. Se seleccionaron partes de tejido no necrético (aproximadamente 2-3 mm?) extirpadas de cinco
tumores ovaricos epiteliales (EOC) humanos: seroso, endometrial, tumor de células claras y mucinoso y se colocaron
en DMEM (BioWhittaker) complementado con FBS al 10 % y penicilina/estreptomicina a temperatura ambiente. Se
sometio a los animales anestesiados con isoflurano a una laparotomia lateral, se expusieron sus ovarios y se anclaron
partes de los tumores a la superficie ovarica con suturas de Prolene 7.0. De manera adicional, se implantaron partes
de tumores de mama y endometriales humanos en los paniculos adiposos mamarios y la pared endometrial,
respectivamente.

Se permitid que los tumores injertados en forma ortotdpica crecieran y al momento del sacrificio, se extrajeron 2 ml de
sangre de los ratones anestesiados mediante puncion cardiaca. Se centrifugaron las muestras a 14 000 rpm y se
congelaron a -80 °C.

Inmunoprecipitacion. Se lavaron las células y exosomas, se lavaron en PBS y se centrifugaron o se ultracentrifugaron,
respectivamente, para recoger los sedimentos. Se agregaron amortiguador RIPA helado o amortiguador SDS/urea
8 M a las células y exosomas, respectivamente. Se mecieron las suspensiones suavemente a 4 °C durante 15 minutos
en el caso de células y durante 2 horas en el caso de exosomas. Se centrifugaron los lisados a 14 000 rpm en una
centrifuga previamente enfriada durante 15 minutos y se descarté el sedimento. Se lavaron las microesferas de
agarosa/sefarosa de proteina A o G dos veces con PBS y se restauraron con PBS en suspension al 50 %. Se agreg6
una mezcla de microesferas/suspension (100 ul) a 1 mL de lisado celular y 500 ul de lisado exosomal, y se incubo a
4 °C durante 10 minutos. Se eliminaron las microesferas mediante centrifugacién a 14 000 xg a 4 °C durante 10
minutos y se descartaron los sedimentos. Se agrego anticuerpo Dicer (5 ug en el caso de células y 10 ug en el caso
de exosomas) a 500 ul de lisado celular 0 250 ul de lisado exosomal (1 pg/ul células, 10 pug/ul exosomas) y se incubd
durante la noche a 4°C en un agitador orbital. Se agregaron 100 ul de suspension de microesferas de
agarosa/sefarosa en proteina A 0 G y se dejaron a 4 °C durante la noche. Luego del centrifugado, se descarto el
sobrenadante y se lavaron las microesferas 3 veces con amortiguador RIPA helado en el caso de células o
amortiguador de urea/SDS en el caso de exosomas. Se hirvieron las microesferas de agarosa/sefarosa durante 5
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minutos para disociar los inmunocomplejos de las microesferas. Se recogieron las microesferas mediante centrifugado
y se llevo a cabo transferencia Western con el sobrenadante.

Condiciones de cultivo en presencia de ionéforo de Ca?* A23187. Se cultivaron células (8 x 107 células) a 5 x 10°
células/ml en DMEM. Para tratar las células, se agregd A23187 (concentracion final 200 nM, Calbiochem, La Jolla,
CA) a los cultivos cuatro horas después. Se cultivd medio de células tratadas y no tratadas y se recogieron exosomas.

Inyeccion ortotépica de células en rafones lampifios. Se midid el crecimiento tumoral ortotopico mediante inyeccion de
células epiteliales mamarias no tumorigenas MCF10A, células epiteliales mamarias no tumorigenas MCF10A
expuestas a exosomas derivados de MDA-MB231 y células de cancer de mama MDA-MB-231 (1 x 105 células en
0.2 ml de PBS) en el paniculo adiposo mamario de ratones lampifios atimicos hembra de 3 semanas de edad, tal
como se describid previamente (Welch, 1997). Se controld el crecimiento tumoral semanalmente mediante medidas
de la longitud y el ancho tumorales con un calibre y se inform6é como diametro promedio, tal como se describié
previamente (Welch, 1997). Todos los animales fueron sometidos a eutanasia 21 dias después de la inyeccion de las
células tumorales.

Estadisticas. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD) entre replicados biologicos. Se llevaron a cabo
triplicados técnicos y bioldgicos de cada experimento. Se calculd la significancia estadistica mediante prueba t de
Student.

Ejemplo 2 - Resultados

Aislamiento e identificacion de exosomas. Se aislaron exosomas de células cancerosas (carcinoma metastasico
humano triple negativo MDA-MB231, adenocarcinoma de mama humano MCF7, carcinoma de mama no metastasico
de ratédn 67NR y carcinoma de mama metastasico de ratdén 4T1) y células de control (mama epiteliales humanas no
tumorigenas MCF10A y mama epiteliales de ratdn no tumorigenas NMuMG) mediante métodos de ultracentrifugado
(Figura 10A) (Luga et al., 2012; Thery ef al., 2006). Se analizaron los exosomas cultivados mediante microscopio
electronico de transmision (TEM) y microscopio de fuerza atomica (AFM). Se identificaron las particulas de entre 40-
140 nm de tamano (Figuras 1A-B) (Thery et al., 2002). Asimismo, se confirmo la identidad de los exosomas mediante
deteccion de TSG101 y CD9, dos marcadores de exosomas (Figura 1C) (Ostrowski et al.,, 2010). Los exosomas
aislados también fueron positivos para el marcador CD9 cuando se analizaron mediante microscopio electronico con
marcaje con inmunooro (Figura 1A). También se analizaron microesferas de latex acopladas a exosomas mediante
citometria de flujo que presentan expresidn superficial de las tetraspaninas CD9, CD63, TSG101 y flotilina1, las que
son marcadores de exosomas comunmente utilizados (Figura 1D). Adicionalmente, se utilizd espectroscopia de
dispersion de luz (LSS) (Fang et al., 2007; ltzkan ef al., 2007; Bang y Setabutr, 2010; Benitez-vieyra ef al., 2009;
Khairkar ef al., 2010; Min et al., 2010) para demostrar que las muestras aisladas revelan una distribuciéon de tamafio
estrecha con un pico en diametro de 104 nm (Figura 1E, panel derecho). El sistema de LSS permitid la deteccion
precisa de todos los tamafos de particulas en extractos de exosomas mediante microesferas de cristal de diferentes
didmetros como controles internos. LSS también excluyd la contaminacién con desechos celulares o bacteriales y
microvesiculas posibles en dichos aislados (Figura 1E, vea el recuadro en la grafica derecha). Asimismo, y de acuerdo
con los datos de LSS, el analisis de seguimiento de nanoparticulas NanoSight reveld particulas con una distribucion
de tamafo con un pico en un diametro de 105 £ 1.0 nm (Figura 1F) que excluye adicionalmente la existencia de
posibles contaminantes de diferentes intervalos de tamafo que existen en soluciéon cuando no se filtra (Figura 1F,
grafica derecha). Se emplearon ensayo de viabilidad celular colorimétrica (MTT), ensayo de tincién con dUTP mediado
por desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL), analisis mediante citometria de flujo de Anexina V y yoduro de
propidio e inmunotransferencias con citocromo C de exosomas (Figuras 10C-E) para demostrar la viabilidad de las
células previamente a la extraccidén de exosomas con el fin de excluir la posibilidad de contaminacion de los aislados
con cuerpos apoptoticos o desechos celulares aleatorios. Se hace referencia a los exosomas aislados de células
cancerosas en conjunto como oncosomas, tal como se definié anteriormente (Lee ef al., 2011). Se hace referencia a
los exosomas aislados de células de control colectivamente como normosomas.

Oncosomas especificamente enriquecidos en miARN oncogénico en comparacién con normosomas. Se analizo el
contenido global de miARN de oncosomas y normosomas. El andlisis de microfluidos de ARN aislado de exosomas
reveld un aumento en el contenido de ARN pequefio de oncosomas en comparacién con normosomas (Figura 2F).
Asimismo, se observd una baja correlacidén entre los niveles de miARN en normosomas (derivados de MCF10A) y
oncosomas (derivados de MDA-MB-231) con un valor de R? de 0.35 (Figura 2A). El andlisis de arreglo de miARN
global mostrd un enriquecimiento del contenido de miARN en oncosomas en comparacién con normosomas. Este
analisis también reveld un perfil de expresidbn de mIARN muy distintivo en oncosomas en comparacion con
normosomas. Los datos de arreglo de miARN mostraron 305 miARN expresados en forma diferencial entre oncosomas
y normosomas (Tabla 5) con un enriquecimiento global de contenido de miARN en oncosomas en comparacion con
normosomas. El enriquecimiento de miARN en oncosomas no fue un mero reflejo de un aumento en miARN en las
células cancerosas porque las células cancerosas mostraron una reduccion en la cantidad general de ARN pequefio
total en comparacioén con las células no tumorigenas (Figura 11A). Por lo tanto, la acumulacién de miARN en exosomas
parece ser especifica y dirigida.

Se evalud adicionalmente la expresion de 15 miARN en las células cancerosas y exosomas derivados de dichas
células que se determind que se expresaban en forma diferencial en el arreglo de miARN entre oncosomas vy
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normosomas (Tablas 4 y 5). Se ha determinado la implicacion de seis miARN de esta coleccion en la evolucion del
cancer (MIARN oncogénicos: miR-10a, miR-10b, miR-21, miR-27a, miR-155 y miR-373) y se informd que nueve
mMiARN presentaban funciones de supresion tumoral (miARN supresores de tumores: let7a, miR15b, miR26a, miR31,
miR125a, miR125b, miR200a, miR200¢, miR335) y se expresaron en células y exosomas derivados de dichas células
(Figuras 11B-C y Tabla 4). Para determinar la semivida de miARN en exosomas, se desarrolld un sistema libre de
células para estudiarla en exosomas aislados. Se colocaron exosomas purificados, libres de células, en medio de
cultivo y se incubaron durante 24 horas o 72 horas a 37 °C. Luego del periodo de incubacién, se analizaron los
exosomas para determinar su contenido de miARN y se compararon a las células a partir de las que se originaron. Se
redujeron los valores de correlacion de dichos miARN en los oncosomas en comparacion con las células tras 72 horas
en comparacion con 24 horas (R? = 0.60 a R? = 0.43), mientras que se mantuvo una correlacion elevada entre
normosomas y células MCF10A (células usadas para derivar los normosomas, R? = 0.98 a R? = 0.98) (Figura 2B). Se
observd una regulacion por aumento importante de los seis miARN oncogénicos analizados exclusivamente en
oncosomas cultivados durante 72 horas en comparacion con oncosomas cultivados durante 24 horas con un cambio
promedio de 17.6 y 13.2 veces para oncosomas derivados de MDA-MB231 y 4T1, respectivamente, lo que da sostén
adicional a un aumento especifico del contenido de miARN en oncosomas con el transcurso del tiempo (graficas del
medio e inferior de la Figura 2C y a graficas a la derecha, superior € inferior de la Figura 11D). Se notan diferencias
insignificantes de miARN supresor de tumores cuando se cultivan los oncosomas durante 24 horas o 72 horas (Figura
2cy Figura 11D). Los normosomas no revelaron diferencias en su contenido de miARN independientemente del tiempo
de cultivo (Figura 2C y Figura 11D). La presencia de todos los 15 miARN fue idéntica en normosomas cultivados
durante 72 horas y en las células a partir de las que se derivaron y tuvo un coeficiente de correlacion de 0.93 (Figura
2E, izquierda). Los coeficientes de correlacion de exosomas MDA-MB231 y 4T1 fueron significativamente menores (12
= 0.56 y 0.42, respectivamente), lo que apoya adicionalmente una alteracidén especifica en los niveles de miARN de
oncosomas con el transcurso del tiempo (Figura 2E, centro y derecha). Adicionalmente, los niveles de correlacion se
reducen con el aumento de las neoplasias malignas de las lineas celulares cuando se comparan los oncosomas de
MCF7 (r2 = 0.76), MDA-MB231 (r?2 = 0.56), 67NR (12 = 0.64) y 4T1 (> = 0.42) (Figura 2E y Figura 11E). Por lo tanto, el
contenido de miARN de los normosomas fue reflejo de su célula de origen en todo momento, al tiempo que se alteré
el contenido de miARN de los oncosomas con el transcurso del tiempo en una forma independiente de las células.

Cuando se compar6 el contenido de miARN de oncosomas MDA-MB231 y 4T1 al de los normosomas de células
MCF10A y NMuMG, se observd un enriquecimiento de miARN oncogénico en los oncosomas cultivados durante 24
horas con un cambio promedio de 2.7 y 2.0 veces, respectivamente (Figura 11B). Al cumplirse 72 horas se detecté un
cambio promedio de 30 y 18.2 veces en miARN oncogénicos en oncosomas derivados de MDA-MB231 y 4T1,
respectivamente, en comparacion con normosomas derivados de MCF10A y NMuMG (Figura 11B). Se confirmé la
regulacién por aumento de miR-10b y miR-21 exclusivamente en oncosomas mediante transferencia Northern, lo que
apoya tanto el arreglo de miARN como el analisis mediante gPCR (Figura 2D).

Oncosomas contienen pre-miARN y proteinas centrales de RLC. El cultivo libre de células de oncosomas
recientemente aislados resultd en un aumento del contenido de miARN, lo que sugiere la biogénesis activa en
exosomas. Adicionalmente, el analisis microfluido también sugirid la presencia de moléculas de ARN mayores (Figura
2F). Por lo tanto, se exploréd la posible presencia de pre-miARN en preparaciones de normosomas y oncosomas. Se
llevd a cabo el cultivo libre de células de exosomas durante 24 horas o 72 horas luego de su aislamiento y se sometio
a tratamiento con RNasa para eliminar cualquier ARN extraexosomal posible. A continuacion se detectaron pre-miARN
en exosomas. Los pre-miARN analizados fueron los correspondientes a los 15 miARN maduros previamente
evaluados (Tabla 4).

Tabla 4 15 miARN expresados en forma diferencial entre oncosomas y normosomas

ID de microARN Referencias

miR-let7-a Kim et al., 2012; Spizzo et al., 2009

miR-15b Cimmino et al., 2005; Palamarchuk ef al., 2010
miR-26a Kota ef al., 2009

miR-31 Valastyan et al., 2009

miR-125a Guo et al., 2009; Spizzo et al., 2009

miR-125b Spizzo et al., 2009; Zhang et al., 2011

miR-200a Park ef al., 2008; Spizzo ef al., 2009

miR-200c¢ Park ef al., 2008; Spizzo ef al., 2009

miR-335 Heyn ef al., 2011; Scarola et al., 2010; Tavazoie ef al., 2008
miR-10a Tan et al., 2009

miR-10b Spizzo et al., 2009; Yigit et al., 2012

miR-21 Spizzo et al., 2009; Yan et al., 2008

miR-27a Guttilla y White, 2009; Mertens-Talcott et al., 2007
miR-155 Mattiske et al., 2012

miR-373 Spizzo et al., 2009; Voorhoeve ef al., 2006

La totalidad de los 15 pre-miARN analizados se encontraban presentes en exosomas (normosomas y oncosomas)
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(Figura 3A y Figura 12A). Tal como se observa con miARN, los oncosomas se enriquecieron mucho en pre-miARN
oncogeénico, al tiempo que los pre-miARN supresores de tumores se vieron subrepresentados (Figura 3A y Figura
12A). Cuando se cultivaron los exosomas durante 24 horas o 72 horas, se observd una regulacion por disminucion
significativa de pre-miARN oncogénicos en oncosomas cultivados durante 72 horas al compararse con oncosomas
cultivados durante 24 horas. No se observo dicha variacion en normosomas (Figura 3B y Figura 12B). Los pre-miARN
supresores de tumores no presentaron diferencia alguna en oncosomas o normosomas (Figura 3B y Figura 12B).
Asimismo, se observaron cantidades reducidas de pre-miARN oncogénicos en oncosomas, pero no en normosomas,
luego de 96 horas de cultivo, momento en el que los niveles de pre-miARN oncogénicos alcanzaron niveles de pre-
miARN supresores de tumores (Figura 3E y Figura 12E). Se confirmé la regulaciéon por disminucion de pre-miARN
oncogénicos en oncosomas mediante transferencia Northern para pre-miR10b y pre-miR21 (Figura 3C). A
continuacion, se llevé a cabo un andlisis conforme al transcurso de tiempo de pre-miARN y miARN en exosomas. Al
cultivar oncosomas aislados durante 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas, se observé
que los niveles de los 6 pre-miARN analizados eran inversamente proporcionales a sus respectivos miARN con tiempo
de cultivo aumentado (Figura 3D). Aumentd la cantidad de miARN maduros entre 24 y 72 horas de cultivo, luego de
lo que llegaron a una meseta (Figura 3D). Por lo tanto, se elimina el contenido de pre-miARN de los oncosomas al
tiempo que se aumentan sus miARN maduros respectivos con el transcurso del tiempo. Esta observacion llevo a la
hipotesis de que los oncosomas tienen la capacidad de biogénesis de miARN.

Se controlaron los seis miARN en células de MDA-MB-231 silenciadas para exportina-5 (XPO5) para entender por qué
el procesamiento de pre-miARN en exosomas cultivados comienza luego de 24 horas y no en forma inmediata (Figuras
12C y D). XPO5 es responsable del transporte de pre-miARN del nucleo al citoplasma (Yi et él., 2003). El
silenciamiento de XPO5 evita el flujo de pre-miARN desde el nucleo al citoplasma y permite que se evalue el
procesamiento de premiARN citoplasmatico sin introducir nuevo pre-miARN citoplasmatico desde el nucleo. Se
controld el microARN-21 en células MDA-MB-231siXPO5 antes y después de centrifugar (Figuras 12C y D), lo que
ocurrié a 4 °C durante 3 horas para imitar las condiciones de aislamiento de exosomas. No se observo regulacién por
aumento significativa de miR-21 en los mismos momentos entre células centrifugadas y no centrifugadas, aunque las
primeras sufren un periodo de retraso de 24 horas (Figuras 12C y D). Por lo tanto, tanto las células como los exosomas
requieren un periodo de tiempo para recuperarse de la tension de la centrifugacion a 4 °C para iniciar el procesamiento
de pre-miARN. Se espera dicha aclimatacion para las actividades enzimaticas en células cultivadas luego del pasaje
del cultivo de tejido.

Oncosomas contienen proteinas centrales de RISC (RLC). Los oncosomas reducen mucho su concentracion pre-
mMiARN con aumento simultaneo en sus miARN maduros respectivos con el transcurso del tiempo. Esto lleva a evaluar
las capacidades de biogénesis de miARN y procesamiento de pre-miARN en exosomas. La biogénesis de microARN
requiere componentes proteicos clave de RLC, Dicer, TRBP y AGO2 (Chendrimada ef al., 2005). Previamente se ha
demostrado que Dicer y TRBP forman un complejo que provee estabilidad a la proteina Dicer, al tiempo que luego se
recluta AGO2 en la via de biogénesis para favorecer la seleccidn de cadenas y el proceso de desenrollamiento de
ARN (Chendrimada et al., 2005). Se detectd proteina Dicer en oncosomas derivados de células cancerosas MCF7,
MDA-MB231, 67NR y 4T1 (Figura 1C y Figuras 4A-B). Se elimind la posibilidad de detectar proteina Dice
extraexosomal contaminante al tratar todas las preparaciones de exosomas con proteinasa K antes de la extraccion
de proteinas exosomales, tal como se describio anteriormente (Montecalvo et al., 2012) (Figura 1C y Figuras 4A-B).
Adicionalmente, varias lineas de células cancerosas, tales como A549 (cancer de pulmén humano), SW480 (cancer
colorrectal humano), HelLa (cancer de cuello uterino humano) y 4T07 (cancer de mama de ratén) también producen
exosomas que contienen Dicer (Figura 13H). No se detectd proteina Dicer en normosomas producidos por lineas
celulares MCF10A (células epiteliales de mama no tumorigenas humanas) y NMuMG (células epiteliales de mama no
tumorigenas de ratén) (Figura 1C y Figura 4A). Se corrobor6 la presencia de proteina Dicer en oncosomas, pero no
en normosomas, mediante marcaje con inmunooro de exosomas y microscopio electrénico de transmision (Figura 4B
y Figura 13A). Adicionalmente, se utilizé anticuerpo anti-GFP como otro control negativo en experimentos de marcaje
con inmunooro, y no se detectd nada en los exosomas (Figura 13B).

La proteina Dicer se sobreexpresd aun mas con una etiqueta Flag en extremo N en células MCF10A y MDA-MB231
(Figura 13C). La inmunotransferencia y la microscopia confocal confirmaron adicionalmente la presencia de la proteina
Dicer-Flag especificamente en oncosomas y no en normosomas (Figura 4C). Los niveles intracelulares de Ca2+ en
aumento estimulan la secrecidn de exosomas (Savina et al., 2003). Se agrego6 iondforo de Ca?* A23187 al medio de
cultivo de células MCF10A y MDA-MB231 y se recogieron exosomas. Se observo un aumento significativo en la
produccion de exosomas conforme a la expresion de CD9 (Figura 4D). Se detectd proteina Dicer en oncosomas, pero
no en normosomas (Figura 4D). Ademas, dichos resultados sugirieron que no es la cantidad de exosomas que
determina el contenido, sino un mecanismo especifico que lleva a la acumulacién de Dicer. Adicionalmente, se redujo
la expresion de Dicer mediante la expresion estable de dos construcciones de horquilla corta en células MCF10A y
MDA-MB-231 (Figuras 13D-E). Los oncosomas derivados de células MDA-MB-231shDicer contenian
significativamente menos Dicer en comparacion con células progenitoras MDA-MB-231 o shScramble mediante
inmunotransferencia 0 marcaje con inmunooro (Figuras 4E-F). Tampoco se detecté Dicer en normosomas derivados
de células MCF10AshDicer (Figura 4E).

De manera adicional, también se detectaron proteinas de RLC, AGO2 y TRBP en oncosomas, pero no en normosomas

(Figuras 4G-H). Se extrajeron exosomas de células MCF10A y MDA-MB231 transfectadas con una AGO2 marcada
con GFP (Figura 41). Se detectd la presencia de GFP-AGO2 en exosomas extraidos de células MDA-MB231-GFP-

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2966 571 T3

AGO2 con un anticuerpo anti-GFP (Figura 4J). Con el silenciamiento de ARNip de AGO2 en células de MCF10A y
MDA-MB231, se observo una regulacion por disminucion de proteina AGO2 en oncosomas derivados de MDA-MB231
(Figuras 4K-L). Se demostro mediante inmunoprecipitacion que AGO2 se une a Dicer en oncosomas, al tiempo que
ninguno de los dos es detectable en normosomas (Figura 4M). La TRBP es un adjunto fundamental que induce la
estabilidad de Dicer y favorece su actividad de escision de pre-miARN (Chendrimada ef al., 2005; Melo et al., 2009).
La inmunoprecipitacion reveld la presencia de complejo de Dicer y TRBP en oncosomas, pero no en normosomas
(Figura 4N).

La inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-Dicer reveld que AGO2 se une a Dicer en oncosomas, al tiempo que
ninguno de los dos es detectable en normosomas (Figura 13F). La TRBP es un adjunto fundamental que induce la
estabilidad de Dicer y favorece su actividad de escisién de premiARN (Chendrimada ef al., 2005; Melo ef al., 2009).
La inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-Dicer reveld la presencia de complejo de Dicer y TRBP en oncosomas,
pero no en normosomas (Figura 13G).

Oncosomas usan RLC para procesar pre-miARN para generar miARN maduro. Se evalud la funcion de las proteinas
de RLC (propiedades de fraccionamiento y silenciamiento) en oncosomas para generar miARN maduro a partir de
pre-miARN. Se extrajeron exosomas carentes de Dicer de las células MCF10AshDicer, MDA-MB231shDicer y
4T1shDicer (Figura 14A). El contenido de pre-miARN y miARN no reveld cambios significativos en los exosomas con
regulacion por disminucion de Dicer con el transcurso del tiempo, lo que indica que no se proceso pre-miARN para
generar miARN en ausencia de Dicer en oncosomas (Figuras 5A-B y Figuras 14B-C). A continuacidn, se insertaron
anticuerpos anti-Dicer y anti-TRBP en exosomas mediante electroporacion y se compararon a oncosomas y
normosomas electroporados con anticuerpo de control anti-actina tratado con proteinasa K luego de la electroporacion
para evitar la presencia de anticuerpos fuera de los exosomas (Figura 5C). Los oncosomas electroporados con el
anticuerpo anti-actina de control exhibieron las mismas variaciones en niveles de pre-miARN y miARN, tal como se
menciond anteriormente (Figuras 5D-E y Figuras 14D-E). En oncosomas con anticuerpos anti-Dicer y anti-TRBP, se
observaron cambios insignificantes en los niveles de pre-miARN y miARN con el transcurso del tiempo, lo que sugiere
una inhibicion del procesamiento de pre-miARN (Figuras 5D-e y Figuras 14D-E). Se evaluo el contenido total de miARN
mediante arreglos de expresion de miARN de oncosomas (derivados de MDA-MB-231), oncosomas electroporados
de anticuerpo anti-Dicer (derivados de MDA-MB231) y normosomas (derivados de MCF10A) luego de 72 horas de
cultivo libre de células. El contenido de miARN total de oncosomas con anticuerpo anti-Dicer se asemejaba mas al de
normosomas de MCF10A (R? = 0.79) que oncosomas derivados de MDA-MB231 (R? = 0.48). Al comparar oncosomas
con oncosomas que contienen anticuerpo anti-Dicer, se observaron 198 miARN con expresion diferencial, de los que
el 48 % se encontraban significativamente regulados por reduccién (Tabla 6). De ellos, 19 % son oncogénicos y solo
1 % informé presentar propiedades de supresion de tumores con base en bibliografia previamente publicada (Figura
14F, Tabla 6).

Se sabe que la reaccion enzimatica que transforma un pre-miARN en un miARN maduro es espontanea y no requiere
factores mas alla de las tres proteinas de RLC, pre-miARN incorporado, y Hsp90, una proteina presente en exosomas
(Maniataki y Mourelatos, 2005; McCready et al., 2010). Se electroporaron oncosomas con geldanamicina, un farmaco
que inhibe selectivamente la actividad de Hsp90, para confirmar adicionalmente esto (Miyata, 2005). Se determiné
una reduccién significativa en la cantidad de miARN maduro sintetizado en presencia de geldanamicina en
comparacién con los controles (Figura 6A). Dos procesos potencialmente superpuestos podrian mediar el efecto de
las proteinas Hsp90 sobre la expresién de miARN maduro: un papel activo para favorecer la actividad de AGO2 en la
biogénesis de miARN y la estabilizacidon de miARN maduros unidos a proteinas AGO2 en RISC.

Para confirmar adicionalmente la capacidad de procesamiento de pre-miARN especifica de los oncosomas, se
electroporaron pre-miARN sintéticos 10b y 21, asi como el pre-miARN pre-cel-1 precursor de C. elegans, en exosomas
para estudiar su procesamiento (Figura 15A). Se observd regulacion por disminucién significativa de pre-miARN y
regulacién por aumento de sus miARN respectivos en oncosomas luego de 72 horas de cultivo (Figuras 6B-C). Los
oncosomas con anticuerpo Dicer no presentaron una diferencia en contenido de pre-miARN luego de 72 horas de
cultivo (Figuras 6B-C). Los oncosomas derivados de células shDicer no presentaron una diferencia en contenido de
pre-miARN luego de 72 horas de cultivo (Figuras 6B-C). De manera adicional, se marcaron internamente pre-miR-
10b, 21 y cel-1 con biotina-desoxitimidina (dT) y se transfectaron en células de MCF10A. Se procesaron los pre-miARN
modificados con dT y como resultado, se generaron miARN maduros, lo que confirmé que el marcaje no altera su
potencial de procesamiento (Figuras 15B-C). Se utilizaron los pre-miARN en ensayos de fragmentacion para demostrar
que los exosomas que contienen Dicer son especificamente capaces de procesar pre-miARN y generar miARN
maduro (Figuras 6D-F).

CD43 citoplasmatico en células cancerosas contribuye a la movilizacion de Dicer. Los cuerpos multivesiculares (MVB)
son organelos celulares que contienen endosomas que eventualmente se liberan como exosomas luego de la fusién
con la membrana plasmatica (Pant ef al., 2012). Se explora un posible mecanismo que permite reclutar proteinas de
RISC en endosomas y su posterior liberacién en exosomas. En primer lugar, se evaluo si Dicer se asocia con MVB en
células cancerosas en comparacion con células de control. Se comparé la distribucidon celular de Dicer junto con
marcadores de la via de biogénesis de exosomas y MVB. Hrs y BiG2 son marcadores de endosomas tempranos y
TSG101 es un marcador de MVB (Razi y Futter, 2006; Shin ef al., 2004). Se colocalizé Dicer con Hrs, BiG2 y TSG101
en células de MDA-MB231 y 4T1 (Figura 16A). Las células absorben fosfotidiletanolamina marcada con N-rodamina
(NRhPE) y se retiene en los MVB (Sherer ef al., 2003). La tincion con Dicer en células de MDA-MB231 y 4T1 se
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colocalizd principalmente con NRhPE en MVB, lo que eventualmente genera exosomas. Dichos datos concuerdan con
observaciones previas en estudios de fraccionamiento conjunto en los que aparecen Dicer, TRBP y AGO2 en
fracciones posteriores de endosomas/MVB (Shen et al., 2013). En contraste, no se produjo colocalizacion de Dicer
con Hrs, BiG2, TSG101 o NRhPE en células de control (NMuMG y MCF10A) (Figura 16A). Asimismo, se silenciaron
los genes Hrs y TSG101 con dos ARNip diferentes, asi como BiG2 con dos ARNhp diferentes, en células MDA-MB231
y MCF10A, y se evalud la expresion de proteina Dicer (Figura 16B). El silenciamiento de Hrs, BiG2 y TSG101 impide
la formacion de MVB y lleva a la regulacién por disminucién de la produccion de exosomas (Figuras 16C-E). Se
observo aumento de proteina Dicer en el citoplasma y el nucleo de células MDA-MB231 con siHrs, shBiG2 o siTSG101.
Se obtuvieron resultados similares cuando se utilizan células 4T1 en lugar de células MDA-MB231. Cuando se
silenciaron los genes Hrs, BiG2 0 TSG101 en células MCF10A, no se observaron ubicacién (citoplasma) ni expresion
de proteina Dicer alterada. Curiosamente, se redujo la expresion de ARNm Dicer en siHrs, shBiG2 y siTSG101 de
células MDA-MB231 y 4T1 (Figura 16F). Esto podria representar un bucle de respuesta negativo entre la cantidad de
proteina Dicer en la célula y sus niveles de transcripcion. Estos resultados sugieren que la exportacion de proteinas
Dicer mediada por exosomas puede ser una etapa limitante de velocidad para la eliminacidén de Dicer en células
cancerosas. El impedimento de formacion de MVB llevo a la acumulacion de proteina Dicer en el citoplasma y el nucleo
sin aumento de niveles de transcripcion de Dicer.

Los MVB también secuestran proteinas ubiquitinadas para la posterior degradacion mediante lisosomas (Luzio ef al.,
2009). Se ha demostrado que la proteina Dicer no se ubiquitina y no se colocaliza con LAMP-1, un marcador
ampliamente utilizado para lisosomas. Dichos resultados sugieren que Dicer no es seleccionada como objetivo de
degradacién en células cancerosas, sino que es secretado a través de exosomas (Figura 16G).

Las sefales enviadas por proteinas diana a los MVB y exosomas son mayormente desconocidas. Recientemente, se
especuld que una variedad de proteinas ancla de membrana plasmatica, tales como CD43, son posibles mediadores
del transporte de proteinas hacia MVB y exosomas (Shen et al., 2011b). CD43 es predominantemente una
sialoglicoproteina transmembrana leucocitaria que se expresa en gran medida en células cancerosas (en su forma
citoplasmatica trucada) y no en células de control (Shelley ef al., 2012). Se detecta CD43 en muchos tumores sdélidos
que incluyen cancer de mama y en los que se correlaciona con la evolucion del cancer y las metastasis (Shelley ef al.,
2012). Se exploro la posibilidad de que CD43 contribuya al transporte de proteinas de RISC a MVB. Se demostr6 que
Dicer se inmunoprecipita con proteina CD43 en células MDA-MB231 (Figura 9A). Cuando se regula por disminucion
CD43 con ARNip en células MCF10A y MDA-MB231, los niveles de Dicer se reducen significativamente en oncosomas
(Figuras 9B y 16H) con una acumulacion citoplasmatica y nuclear de proteina Dicer. Se observd una regulacién por
disminucion de la expresion de ARNm de Dicer en células cancerosas MDA-MB231siCD43, pero no en células no
tumorigenas MCF10AsiCD43, tal como también se observd anteriormente con siHrs, shBiG2 y siTSG101 (Figura 161).

[0106] Oncosomas alteran el franscriptoma de células diana en una forma dependiente de Dicer. Se transfectaron
células cancerosas (células MDA-MB231) con CD63-GFP, un marcador de exosomas (Escola et al., 1998). Se
emplearon células MDA-MB231 CD63-GFP para aislar exosomas GFP+, los que posteriormente se incuban con
células MCF10A. Se demostré que los exosomas de MDA-MB231-CD63-GFP eran verdes mediante el uso de
NanoSight complementado con un rayo laser que detecta particulas que emiten fluorescencia verde (Figura 17A). Se
demostré que los oncosomas CD63-GFP+ ingresaban en las células MCF10A, en las que aparecen en el citoplasma.
Se demostré que las células MCF10A expuestas a oncosomas derivados de MDA-MB231 adquieren un nuevo perfil
de expresién de miARN distinto al de las células progenitoras MCF10A y similar al de las células MDA-MB231 con
arreglos de expresion de miARN. Se demostro que las células MCF10A expuestas a oncosomas derivados de MDA-
MB-31 adquieren un nuevo perfil de expresion de miARN distinto al de las células progenitoras MCF10A con arreglos
de expresion de miARN. El perfil de transcriptoma global de MCF10A tratado con oncosomas se asemeja mas al de
las células MDA-MB231. Tal alteracion significativa del perfil de expresion de ARNm se revierte cuando se exponen
las células MCF10A a oncosomas MDA-MB231 con anticuerpo Dicer, y el patrén de expresion se reaglomera con las
células progenitoras de MC10A.

Un analisis profundo de los perfiles de expresién de miARN y ARNm de las células progenitoras MCF10A expuestas
a oncosomas MDA-MB231 comparadas a células MCF10A reveld una importante regulacion por aumento de
determinados miARN y una regulacion por disminucion de sus dianas de ARNm descritas en células MCF10A tratadas.
Por ejemplo, se regularon por aumento miARN-21 y 10b (4.6 y 2.3 veces, respectivamente) en células MCF10A
tratadas, entre otros miARN oncogénicos. Se ha determinado la implicacién de microARN-21 y 10b en la evolucion del
cancer de mama, su invasividad y sus metastasis (Ma et al, 2007; Yan et al., 2011). Tal como se demostro
anteriormente, se sintetizaron miR-21 y 10b en oncosomas a partir de sus pre-miARN. Se describen PTEN y HOXD10
como dianas de miR-21 y miR-10b y se eliminaron en el analisis de arreglo de expresion de células MCF10A tratadas
con oncosomas cuando se comparan con las células MCF10A de control. El andlisis de transferencia Western
demostro la eliminacién de los niveles de PTEN y HOXD10 en células MCF10A expuestas a oncosomas (Figuras 7A-
B). Para evaluar si miR-21 y miR-10b en oncosomas pueden silenciar PTEN y HOXD10 en células receptoras
MCF10A, se transfectaron células MCF10A en forma transitoria con indicadores de luciferasa que contienen 3'UTR
de genes PTEN o HOXD10 de tipo salvaje capaces de unirse a miR-21 y miR-10b. Se emplearon vectores 3'UTR de
PTEN o HOXD10 mutantes como controles. Se observd una reduccidn de actividad de indicador de luciferasa en
células MCF10A incubadas con oncosomas, lo que confirman el suministro funcional de miARN de oncosomas a
células receptoras (Figura 7C). Se evaluaron los niveles de expresién de PTEN y HOXD10 en diferentes momentos
en las células MCF10A incubadas con oncosomas. Se detectd una reduccidn significativa de expresion de PTEN y
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HOXD10 inmediatamente después de tratar las células con exosomas cultivados durante 72 horas (Figuras 7A-B).
Los niveles de expresion de PTEN y HOXD10 cambiaron en forma minima en células MCF10A tratadas con exosomas
recientemente aislados, lo que sugiere que es posible que no hubiera una concentracién suficiente de miARN maduros
en dicho momento (Figuras 17B-C). Las células MCF10A tratadas con oncosomas cultivados durante 72 horas con
anticuerpo anti-Dicer revelaron una regulacion por disminucion insignificante de PTEN y HOXD10 (Figura 7D y Figura
17G). Adicionalmente, no se alterd el procesamiento de miR-15 en células, un miARN no detectado en oncosomas
derivados de MDA-MB231, debido al tratamiento de las células MCF10A con exosomas MDA-MB-231 que contienen
anticuerpo Dicer, lo que muestra un efecto insignificante del anticuerpo Dicer en las células tratadas (Figura 17D).
Algunos informes muestran la regulacion por disminucion de dianas de miARN en células incubadas con exosomas
sin necesidad de periodos de cultivo extensos (Kosaka ef al., 2013; Narayanan ef al., 2013, Pegtel ef al., 2010). MiR-
182-5p es uno de los miARN regulado por aumento en células MCF10A luego del tratamiento con oncosomas y
Smad4, una diana de miR-182-5p (Hirata et al., 2012), es uno de los genes regulados por disminucion luego del
tratamiento con oncosomas de dichas células (Figura 7E). No se observo regulacidén por aumento de miR-182-5p en
oncosomas durante el periodo de cultivo y no se detectd pre-miR182-5p en oncosomas (Figura 17E). Por lo tanto, los
oncosomas también empacan miARN maduro sin que sea necesario el procesamiento de pre-miR. Si dichos miR
maduros se encuentran en cantidades estequiométricas relevantes, podrian regular la expresion génica de células
receptoras, tal como se demostro previamente (Ismail et al., 2013; Kogure ef al., 2011; Kosaka ef al., 2013; Narayanan
et al., 2013, Pegtel ef al., 2010; Valadi et al., 2007; Zhang et al., 2010). Sin embargo, si algunos miARN maduros no
se encuentran presentes en exosomas, pero si se encuentran sus pre-miARN, estos también pueden tener un efecto
biologico sobre sus dianas debido a que se procesaran en miARN asociado a RLC maduro.

Se produjo un aumento de la viabilidad y la proliferacion celular de células MCF10A tratadas con oncosomas cultivados
durante 72 horas, lo que no se observd cuando se utilizaron oncosomas recientemente aislados (Figura 7F). No se
observd diferencia cuando se trataron células MCF10A con oncosomas derivados de MDA-MB231 que contienen
anticuerpos anti-Dicer (Figura 7F). Se cumple el mismo patron para la capacidad de formacion de colonias de las
células MCF10A tratadas con oncosomas (Figuras 7G y 17F). Las células MCF10A tratadas con colonias de
oncosomas cultivadas durante 72 horas para formar colonias en comparacion con células no tratadas (Figura 7G). No
se observo dicha formacion de colonias cuando se utilizaron oncosomas de Dicer AB u oncosomas recientemente
aislados (Figura 7G).

Oncosomas inducen la formacion de tumores de células epiteliales no tumorigenas y activan fibroblastos. Estudios
recientes sugieren que los exosomas derivados de células estromales mesenquimales de la médula 6sea dan sostén
al crecimiento celular del mieloma multiple (Roccaro et al., 2013). En lo que respecta al potencial oncogénico funcional
de células MCF10A y MCF10A previamente expuestos a oncosomas (oncosomas células MCF10A), se inyectaron
dichas células en forma ortotépica en los paniculos adiposos mamarios de ratones nu/nu hembra, de manera similar
al protocolo recientemente descrito (Luga et al., 2012). Las células MCF10A no formaron tumores en dichos ratones,
tal como también se informé anteriormente (Mavel et al., 2002; Thery et al., 2002) (Figura 7H). Los oncosomas-células
MCF10A formaron tumores luego de 21 dias, al igual que las células MDA-MB231 de control (Figura 7H). Las células
MCF10A incubadas con oncosomas que contienen anticuerpo anti-Dicer (pero que no contienen anticuerpos anti-
actina de control) exhibieron una reduccion significativa en su volumen tumoral (Figura 7H). Dichos resultados apoyan
la conversion oncogénica de células MCDF10A al exponerse a oncosomas que contienen proteina Dicer (Figuras 7F-
Hy Figura 17F).

Exosomas en suero de pacientes con cancer contienen Dicer y procesan premiARN para generar miARN maduro. Se
evaluaron los exosomas de tumores humanos para determinar la presencia de proteinas de RISC. Para lograr
especificidad de células cancerosas, se injertaron en forma ortotopica partes de tumores de ovario, mama y endometrio
humanos recientemente aislados en los 6rganos adecuados de ratones atimicos nu/nu hembra (Figuras 18A-B). Se
evaluaron los exosomas en suero de dichos ratones mediante microscopio electrénico (Figura 18C). Se demostro la
existencia de proteina Dicer exclusivamente de origen humano (hsa-Dicer) mediante transferencia de proteinas con
exclusion por tamafio del contenido aislado de dichos exosomas (Figura 8A y Figura 18D). Se utilizaron extractos de
proteinas de exosomas derivados de 4T1 y células 4T1 como controles para mostrar Dicer de origen de ratdn, el que
exhibe un peso molecular diferente (mmu-Dicer) (Figura 8A).

Se incubaron oncosomas de células MDA-MB231 con fibroblastos dérmicos humanos (HDF). La obtencion de perfil
de expresion génica global de los fibroblastos incubados con oncosomas revela un impacto significativo en su
transcriptoma cuando se compara con las células de control. Se observd regulacién por aumento de aSMA (ACTA)
(18 veces), COL1A1 (12 veces), TGFB1 (15 veces), CTGF (8 veces), Ras (6 veces) y ERK (4 veces). Los fibroblastos
incubados con oncosomas proliferaron a una velocidad mayor (Figura 8l). Estos resultados sugieren que los
oncosomas pueden activar fibroblastos estromales para que se asemejen a un fenotipo de miofibroblastos y presenten
caracteristicas asociadas con fibroblastos asociados a carcinoma.

A continuacion, se aislaron exosomas de 100 pl de muestras de suero fresco de 8 individuos sanos (H) y 11 pacientes
con carcinoma de mama (BC) (Figura 8B). Se distinguieron membranas de bicapa lipidica en los exosomas mediante
microscopio electronico (Figura 8C). El suero de pacientes con cancer de mama contuvo significativamente mas
exosomas en comparacion con el suero de donantes sanos (Figura 8D). Cuando se colocaron cantidades iguales de
exosomas en cultivo durante 24 y 72 horas, se observd que los 6 pre-miARN se regularon por disminucion
exclusivamente en pacientes con cancer de mama y sus miARN maduros respectivos se regularon por aumento luego
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de 72 horas de cultivo, lo que sugiere que los pre-miARN se procesaron en forma madura en los exosomas de suero
fresco de pacientes con cancer de mama y no en los controles sanos (Figuras 8E-F). A continuacion, se inyectaron
exosomas solos o combinados con células MCF10A en forma ortotdpica en el paniculo adiposo mamario de ratones
nu/nu hembra. De los 11 exosomas de suero derivados de pacientes con cancer de mama combinados con células
MCF10A, 5 formaron tumores. Ninguno de los exosomas de donantes sanos o0 exosomas solos formo tumores (Figura
8G). Cabe destacar que se demostrd que los exosomas que formaron tumores también presentan el mayor aumento
expresado en veces de la cantidad de miARN maduro luego de 72 horas de cultivo (Figuras 8E-F).

Se aislaron adicionalmente los exosomas de un nuevo conjunto de muestras de suero obtenidas de 5 individuos sanos
(C46, C45, C44, C43, y C41) y 4 pacientes con carcinoma de mama metastasico (Met219, Met354, Met299 y Met356).
Se observo expresion de Dicer en exosomas unicamente en muestras de carcinoma de mama metastasico y no en
exosomas de suero de individuos sanos (Figura 8H).

Tabla 5. miARN expresado en forma diferencial entre oncosomas (derivados de MDA-MB231) y normosomas
(derivados de MCF10A)

miARN Valor p
mmu-miR-709 1.30E-06
hsa-miR-1308 3.71E-06
mmu-miR-615-3p 9.08E-06
hsa-miR-1260b 1.06E-05
mmu-miR-1937a 1.36E-05
mmu-mir-321-A 1.54E-05
hsa-miR-615-3p 1.80E-05
hsa-miR-1979 2.10E-05
mmu-miR-1937b 2.72E-05
hsa-mir-373 3.15E-05
mmu-miR-1937¢ 3.28E-05
hsa-miR-1273d-P 3.68E-05
mmu-miR-720 4.08E-05
mmu-miR-1274a 4.45E-05
hsa-mir-565-A 6.63E-05
mmu-miR-1931 6.77E-05
hsa-miR-1246 7.35E-05
hsa-mir-594-P 7.56E-05
hsa-mir-321-A 7.83E-05
mmu-miR-2145-1-P 9.36E-05
hsa-mir-639-P 9.54E-05
hsa-miR-720 0.000112771
hsa-miR-1280 0.000116
mmu-miR-3473 0.000136388
hsa-miR-1260 0.000178848
hsa-miR-1281 0.000193167
mmu-miR-1224-P 0.00019941
mmu-miR-690 0.000223064
hsa-miR-375-P 0.000242513
hsa-miR-4301 0.000254614

mmu-miR-700

0.000322167

mmu-miR-125b-5p

0.000333431

mmu-miR-1191-P

0.000412736

hsa-miR-1274a

0.000420621

hsa-miR-3197 0.00042765

mmu-miR-1935 0.000459256
hsa-miR-1975-P 0.000467699
hsa-miR-4324 0.000595518

hsa-miR-886-3p

0.00060906

hsa-miR-1274b

0.000643024

mmu-miR-1957 0.000679996
hsa-miR-933 0.000752624
hsa-mir-675 0.000775607
hsa-miR-595 0.000835784
mmu-miR-2137 0.000867405
hsa-mir-572-P 0.000935968
mmu-miR-1195 0.000971222
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miARN Valor p
hsa-miR-4294-P 0.001008217
mmu-mir-1899-P 0.00104201

mmu-miR-689-P

0.001048727

hsa-miR-199b-3p

0.001330193

hsa-miR-3117-P

0.001331776

mmu-mir-321-P

0.001407081

mmu-miR-1961-P

0.001479699

hsa-mir-10a

0.001756816

mmu-miR-669d-P

0.001842801

mmu-miR-1937b-2-P

0.001855411

hsa-miR-3125-P

0.00206976

mmu-miR-1934-P

0.002222993

hsa-miR-574-3p

0.002231887

hsa-miR-718 0.002533178
mmu-miR-1198 0.002640837
mmu-miR-2182-P 0.002722356
hsa-miR-1273 0.002723198
mmu-miR-2133-P 0.002794947
hsa-miR-92b* 0.003046008
hsa-miR-1290 0.003307286
hsa-miR-448 0.003318093
mmu-miR-689 0.003367203

mmu-miR-449a

0.003657703

mmu-miR-1937b-4-P

0.004021961

hsa-miR-4286

0.004068181

mmu-miR-1947

0.00408589

mmu-miR-342-3p

0.004178728

hsa-miR-1303-P

0.004771531

mmu-miR-2132

0.004826438

hsa-miR-4321-P

0.004925885

hsa-miR-4256-P

0.004994658

hsa-miR-4311 0.005120539
mmu-miR-130a 0.005138148
mmu-miR-1939 0.005186979
hsa-miR-1268-P 0.005383176
mmu-miR-31 0.005491579
mmu-miR-99b 0.005498217
mmu-miR-2141 0.005742427

hsa-miR-1202-P

0.005825202

mmu-miR-466b-3p

0.005831681

mmu-miR-2133 0.005962416
hsa-miR-1268 0.006022349
hsa-miR-466 0.006338384
mmu-miR-494 0.006386665
hsa-miR-1289 0.006571828
hsa-miR-320b 0.006612583
hsa-miR-4254 0.006670963
hsa-mir-7-3-P 0.00673441

hsa-miR-923 0.006748425
hsa-miR-764 0.006790693

mmu-miR-291a-3p

0.007141562

mmu-miR-883b-3p

0.007204478

hsa-mir-594-A 0.00721747

mmu-miR-1948-P 0.007524668
hsa-miR-206 0.007553353
hsa-mir-565-P 0.007700663
mmu-miR-467¢e* 0.00778865

hsa-miR-1826 0.007812174
mmu-miR-467a* 0.007840082
mmu-miR-1983 0.007889552
hsa-miR-324-5p 0.008058633
mmu-let-7¢ 0.008070282
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miARN Valor p
mmu-miR-1965 0.00810043
hsa-mir-632-P 0.008277449

hsa-miR-181a*MM2GT/AC

0.008292477

hsa-miR-1265 0.008367622
hsa-miR-323b-5p 0.008373161
hsa-mir-1914 0.008444953
hsa-mir-1910 0.008458754
hsa-miR-21 0.008557419
hsa-miR-431* 0.008595529

hsa-miR-3135-P

0.008851151

mmu-miR-187-P

0.009290275

mmu-miR-126-3p

0.009334952

mmu-miR-669a-P

0.00943601

hsa-miR-367

0.009568574

mmu-mir-320-P

0.009788835

hsa-miR-181a*MM1G/C

0.009821714

mmu-miR-484-P

0.009847016

mmu-miR-467c-P

0.010318688

hsa-miR-3154

0.010452692

mmu-miR-466d-3p

0.01047819

hsa-miR-3162-P

0.010642567

mmu-miR-201

0.010827783

mmu-miR-1946a

0.010877863

hsa-miR-937 0.011009279
hsa-miR-3147 0.011883963
hsa-mir-596-P 0.012205467
hsa-miR-3148 0.012245577
hsa-miR-1304 0.012451991

hsa-miR-222MM2GG/AC

0.012512207

mmu-miR-125a-5p

0.012630083

hsa-miR-1272-P

0.012893462

hsa-miR-638 0.012956727
hsa-mir-320 0.013366703
hsa-miR-545* 0.013713081

hsa-mir-1908-P

0.01374103

hsa-let-7d-v2-P

0.013846844

mmu-mir-30d-P

0.014771375

hsa-miR-4297

0.015365603

mmu-miR-182

0.015432962

hsa-miR-3166-P

0.015893116

hsa-miR-494 0.015960208
mmu-miR-6690-P 0.016133286
hsa-miR-566 0.01616152

mmu-miR-1188 0.016736136

mmu-miR-2134-AP

0.016811955

hsa-miR-4259-P

0.016856716

mmu-miR-152

0.01715464

mmu-miR-2134 0.017178929
hsa-miR-3193-AP 0.017496022
hsa-miR-125b 0.017917521
hsa-miR-3124-P 0.018466818
hsa-miR-10b 0.018671177

hsa-miR-455-5p

0.018771585

mmu-miR-144

0.019121516

hsa-miR-130a 0.019424172
hsa-miR-1285 0.019710834
hsa-miR-516b* 0.020003951
hsa-miR-27a 0.020049082

hsa-miR-138-1*

0.020302422

mmu-miR-471

0.020513954

hsa-miR-4298-P

0.020520647

hsa-miR-301b

0.0205242
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MiARN

Valor p

hsa-mir-147-P

0.020570657

hsa-miR-362-5p

0.020602873

mmu-mir-471-P

0.020639505

mmu-miR-466a-3p

0.020737186

hsa-miR-561 0.020878532
hsa-miR-486-5p 0.021122352
mmu-miR-2861 0.021313137
hsa-miR-587 0.021396357

mmu-miR-375

0.021423748

hsa-mir-329-2-P

0.021718025

mmu-miR-2861-P

0.022230123

hsa-miR-144*

0.022500042

hsa-miR-1255a-P

0.022928296

hsa-mir-519a-2-P

0.023328916

hsa-miR-34c¢-5p

0.023452529

mmu-miR-466e-3p

0.023486196

mmu-miR-743b-5p

0.023621503

mmu-mir-350-P

0.023797354

mmu-miR-181d

0.024929082

hsa-miR-376a*

0.025160569

hsa-miR-1308-P

0.025400926

mmu-miR-467g 0.025684158
mmu-miR-1946a-P 0.025903246
hsa-miR-147-P 0.025981647
hsa-miR-923-P 0.026407247
mmu-miR-465¢-5p 0.026498492
hsa-miR-891a 0.026826475
hsa-miR-28-5p 0.026908406
hsa-miR-4292 0.02699168

mmu-miR-677-P 0.027117156
hsa-miR-4257 0.027412394
hsa-miR-4326 0.027447003

hsa-miR-17*MM2GG/AA

0.02747134

hsa-miR-939-P

0.027590618

mmu-miR-2182

0.027770773

hsa-miR-220c-P

0.027834269

hsa-miR-3132-P

0.027949304

hsa-miR-532-5p

0.028123552

mmu-miR-1947-P

0.028342198

mmu-miR-29a

0.028448253

hsa-miR-3162

0.028472579

hsa-miR-375MM1C/G

0.028539316

hsa-miR-768-3p

0.028631264

mmu-miR-182-P

0.028668937

mmu-miR-205-P

0.029630816

hsa-miR-505

0.029688956

hsa-miR-3146-P

0.02981021

mmu-miR-721

0.029874269

mmu-miR-376¢

0.030446032

hsa-miR-1179-P

0.030947356

mmu-miR-1970 0.030975459
hsa-miR-3133-P 0.031120572
hsa-miR-200¢ 0.031203313
hsa-miR-220a 0.031358991

mmu-miR-100

0.031556595

hsa-miR-1255b

0.031601448

hsa-miR-222MM1G/A

0.031650652

hsa-miR-885-3p

0.031822949

hsa-miR-517b 0.032138191
hsa-miR-200a 0.032181877
hsa-miR-3141 0.032551657

mmu-miR-669h-3p

0.033076965
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miARN Valor p

hsa-miR-1301 0.033141515
hsa-miR-877 0.033292052
hsa-mir-941-2 0.033355824
hsa-mir-487b-P 0.033372231
hsa-miR-4302 0.033621907
hsa-miR-99b 0.033827759
hsa-miR-1253 0.034018422
hsa-let-7a* 0.034034943

hsa-miR-34aMM2CT/TC

0.034301895

hsa-miR-3181-P

0.034366501

hsa-miR-3200 0.034397879
hsa-miR-3129-P 0.034538091
hsa-miR-93* 0.03464146

hsa-miR-548q-P 0.035140723
mmu-miR-466g 0.035388049

mmu-miR-155

0.035624947

hsa-miR-2278-P

0.03584678

hsa-miR-3065-5p

0.035885091

hsa-miR-633 0.035994294
hsa-miR-4265 0.036055664
mmu-miR-2135-P 0.036119609
hsa-miR-190 0.036305474
mmu-miR-669f 0.036533893
hsa-miR-1323 0.036541729
hsa-miR-588 0.036661363
mmu-miR-183* 0.037276389
hsa-mir-941-4 0.037411697
hsa-mir-1913 0.037527439
hsa-miR-2116* 0.037682483
hsa-miR-1178 0.037847724

mmu-miR-196a

0.038163687

mmu-miR-574-3p

0.038418252

hsa-miR-346

0.038809144

mmu-miR-1199

0.039417628

mmu-miR-681

0.039465517

hsa-miR-4292-P

0.039841449

hsa-miR-522 0.040524939
hsa-mir-611-P 0.040860413
hsa-miR-3171 0.040895673
hsa-miR-635 0.041506047
hsa-miR-1197-P 0.041944121
hsa-miR-604 0.04380685

mmu-let-7a* 0.043829675
hsa-miR-335 0.043971349
mmu-miR-466¢-3p 0.044407376
mmu-miR-466i 0.044504428
hsa-miR-1297 0.04456723

mmu-miR-338-5p

0.044824503

hsa-mir-526a-2-P

0.044992512

hsa-miR-181aMM2GC/AG

0.045005369

hsa-miR-15b*

0.0452752

hsa-miR-924-P

0.045840226

Tabla 6. miIARN expresado en forma diferencial entre oncosomas (derivados de MDA-MB231) y oncosomas con

anticuerpo Dicer (derivados de MDA-MB231)

miARN Cambio expresado en veces
mmu-miR-3470a-P -68.72008593
mmu-miR-1186 -37.7790082
mmu-miR-3470b -25.9441337
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mmu-miR-1935 -21.29735527
mmu-miR-3473-P -17.73956758
hsa-miR-665-P -11.30652094

mmu-miR-3470a

-21.53678167

hsa-miR-1975-P

-8.378567946

mmu-miR-1195 -14.95080951
mmu-miR-1196 -41.418791

mmu-miR-669h-3p 7.716169349
mmu-miR-466| 6.182505826

mmu-miR-1954-P

-8.004541887

mmu-miR-681-P

-5.576609952

mmu-miR-467a*

7.720120341

hsa-miR-4294-P

-6.14881956

hsa-miR-718

-5.926179859

hsa-mir-1910-P

-5.828360182

hsa-miR-3188-P

-7.974527314

hsa-miR-324-5p

-5.711776077

mmu-miR-1937b-4-P

-5.520796704

mmu-miR-669d-P

6.842367137

mmu-miR-3473 -5.977639047
hsa-miR-595 -6.658387264
hsa-miR-3197 -6.118703616

hsa-miR-4256-P

4.894289461

mmu-miR-201

5.429305446

mmu-miR-689 -3.348018214
hsa-miR-4257 -4.323649906
mmu-miR-466d-3p 3.585840199
hsa-miR-923 -3.344759672
mmu-miR-1931 -4.744652197
hsa-mir-650-P -6.161006285
mmu-miR-466g 3.874674458
mmu-miR-1191-P -4.045803649
hsa-mir-1538 -3.744109297
hsa-miR-1246 -3.337472797
hsa-miR-124* 3.31414605

hsa-miR-4321-P

-7.691122096

mmu-miR-1946a-P

-6.219634371

hsa-miR-1972-2-P

-5.073720863

hsa-miR-3200

3.335177401

mmu-miR-1947

-7.215369611

mmu-miR-6690-P

3.389226018

mmu-miR-466e-3p

3.534048216

mmu-miR-707

3.877366764

hsa-miR-4297

-6.529597429
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hsa-miR-4313 -4.609062464
mmu-miR-1935-AP -10.94537064
mmu-miR-467g 4.667383343
mmu-miR-2133 -4.243694889
hsa-miR-923-P -3.64025311

hsa-miR-1236 3.197494004
hsa-miR-1280 -6.234163314

mmu-miR-1937b-2-P

-5.358528363

mmu-miR-499-P

3.275110007

hsa-miR-1263-P

3.338653962

hsa-miR-466

3.265124658

hsa-mir-595-P

-3.780075724

hsa-miR-1285-1-P

-3.392089631

mmu-miR-338-5p

3.139715849

hsa-miR-3140 3.152896366
mmu-miR-2182 -4.235843782
hsa-miR-23b* -5.32306966

hsa-mir-639-P -7.052485203
mmu-miR-1947-P -5.939897094
mmu-miR-22 -3.74236459

mmu-miR-1970 -3.108998272

mmu-miR-665-P

-3.597686151

hsa-miR-3065-5p

3.113930424

mmu-miR-467c-P

3.155074202

hsa-miR-1268 -2.922890303
mmu-miR-24-2* -3.48139554
hsa-mir-1914 -3.832959976

hsa-miR-3118-5-P

2.977569863

mmu-miR-1306-P

-3.281316308

mmu-miR-669f

5.194629536

mmu-miR-466b-3p

3.438581421

hsa-miR-1268-P

-3.678227949

hsa-mir-1913 -3.946642192
mmu-miR-3470b-P -4.037857355
mmu-miR-32 2.989834039
hsa-miR-1826-P -4.872011411
hsa-miR-147-P 3.923947787
hsa-miR-3172-P 3.056599217
hsa-miR-801 -6.14009908

hsa-miR-941-1 -4.658601465

mmu-miR-301a-P

2.770796433

mmu-miR-669a-P

3.643950881

hsa-miR-1289

3.559525037

hsa-miR-548]

2.858203465
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hsa-miR-877* -3.015914917
hsa-miR-10a -5.70499997
mmu-miR-181¢ 2.79663413

hsa-miR-3149-P

3.067063437

mmu-miR-3099*

-3.100792371

mmu-miR-705-P

-4.314489552

mmu-miR-2861

-3.008526128

hsa-miR-1976

-2.80557125

mmu-miR-1934-P

-6.614312993

hsa-miR-138-1*

2.769430194

hsa-miR-1243 2.78669354

hsa-miR-3160 -3.16046745

hsa-miR-500 2.766201976
mmu-miR-1945 -3.975181107
hsa-mir-941-4 -4.644133225
hsa-miR-4301 -16.10443714
hsa-miR-1208 -3.230411171
hsa-mir-565-A -8.232319234
hsa-miR-1244 2.796864338
mmu-miR-669j 3.675114173
hsa-miR-4314 2.810648214

hsa-miR-502-5p

2.743400714

hsa-miR-371-5p

2.607678279

mmu-miR-10b

-3.034387515

mmu-miR-26a

-3.497092003

mmu-miR-483*

-2.743822775

hsa-mir-487b-P

4.073173842

mmu-miR-1930-P

-3.656852693

hsa-miR-1255a

2.690838416

hsa-miR-202

-3.352756633

hsa-miR-4311

-2.706852207

hsa-miR-1226*

2.753774039

mmu-miR-1943-P

2.568476663

hsa-mir-594-P -7.693094002
hsa-miR-21 -3.331077571
mmu-miR-466a-3p 2.590518002
hsa-miR-1301-P 2.83454983
hsa-miR-638 -5.006318026
hsa-mir-320 -3.08053158
mmu-miR-667 -2.55941239
hsa-miR-1254 3.039211354
hsa-miR-1259 2.60142506
mmu-mir-1904 2.553756257
hsa-miR-320e -3.6162361
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hsa-mir-373 -9.005026193
hsa-miR-3191-P 2.777191568
mmu-miR-700 -4.536931094
hsa-mir-539-P 2617416119
hsa-miR-4259-P 3451286701
hsa-miR-548h 2.525655861
mmu-miR-669e-P 2.554714867
mmu-miR-207-P -3.619675577
hsa-mir-1908-P -3.739948569
hsa-miR-4254 -4.156361026
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REIVINDICACIONES
1. Una terapia anticancerigena para uso en un método para tratar el cancer en un sujeto que comprende:
(a) medir en una muestra biolégica del sujeto el nivel de:
(i) Dicer en una fraccion de exosoma de la muestra; y/o

(i) actividad de procesamiento de Dicer de un miARN primario 0 miARN precursor en una fraccion de exosoma de la
muestra;

(b) identificar al sujeto que tiene o que no tiene un biomarcador de cancer comparando el nivel de Dicer o actividad
de procesamiento de Dicer en la muestra del sujeto con el nivel de Dicer o actividad de procesamiento de Dicer en
una muestra de referencia; y

(¢) administrar un agente anticancerigeno al sujeto que tiene niveles aumentados de Dicer o actividad de
procesamiento de Dicer en relacion con la muestra de referencia.

2. La terapia anticancerigena para uso de auerdo con la reivindicacion 1, en la que la terapia anticancerigena es una
quimioterapia, una radioterapia, una terapia hormonal, una terapia dirigida, 0 una inmunoterapia.

3. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la muestra
es:

(i) esencialmente libre de células, o
(ii) una muestra de linfa, saliva, orina o plasma.

4. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende
ademas purificar una fraccion de exosoma de la muestra 0 aumentar la produccion de una fraccién de exosoma de
la muestra.

5. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el
cancer es cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de cabeza y cuello, cancer de prostata, cancer de eséfago,
cancer de traquea, cancer de cerebro, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estomago, cancer de
pancreas, cancer de ovario, cancer de Utero, cancer cervical, cancer de testiculo, cancer de colon, cancer de recto o
cancer de piel.

6. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el
cancer es un cancer de mama.

7. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende
ademas:

(i) medir el nivel de uno 0 mas miARN(s) seleccionados de los miARNs proporcionados en la Tabla 5 en una fraccion
de exosoma de la muestra; o

(ii) medir el nivel de AGO2 o TRBP.

8. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende
ademas medir el nivel de un miARN precursor que comprende medir el nivel de un precursor de uno de los
MiARN(s) de la Tabla 5.

9. La terapia anticancerigena para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el sujeto
ha sido tratado previamente por un cancer, o en la que al sujeto se le ha extirpado previamente un tumor
quirdargicamente.
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