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El 1990 un grup d’investigadors va provar
d’exaltar el color purpura d’unes petinies
introduint transgenicament copies extres d’un
dels gens responsables de la fabricacié del
pigment (1). En lloc d’aconseguir el seu objectiu,
les petanies creades van resultar blanques.
Sense saber-ho, aquests investigadors van
activar una via molt antiga i evolutivament
conservada de silenciament genic. El fenomen
es va anomenar co-suptressio: un transgen
inhibia el seu homoleg i s’inhibia a ell mateix. Es
va obrir llavors la porta de la investigacio del que
es va acabar anomenant post franscriptional gene
silencing (PTGS). Uns anys més tard es va trobar
un fenomen similar en animals i en aquest
cas es parla dinterferencia d’RNA (RNAY).
Avui sabem que el mecanisme basic d’aquests
processos és essencialment el mateix. Per
simplificar patlarem doncs d’aquest fenomen
com a RINAz.

L’auge de PRNA/ arriba en adonar-se la
comunitat cientifica de la seva potéencia com a
eina per inhibir gens. En plantes es van inhibir
tota classe de virus de RNA i en animals es
va utilitzar per l'estudi de la funcié genica.
La inhibicié es produecix introduint RNA de
cadena doble (dsRN.A) amb homologia de
seqiiencia amb el gen del qual volem apaivagar
Pexpressio. Aquest dsRINA dispara una resposta
que degrada els missatgers del gen en questié

d’una manera molt forta i especifica. Ara sabem
que el significat fisiologic d’aquesta resposta és
protegir-se de parasits moleculars tals com virus
o transposons, i netejar la cellula de RNAs
aberrants.

El mecanisme

Aquest mecanisme es dispara en preséncia de
dsRNA (fig. 1a). L’enzim DICER talla aquest
dsRNA en trossos petits d’aproximadament
21-23 nucleotids, els siIRNAs
(short  interfering RINAs)  primaris.  Aquests
sIRNAs primaris poden seguir basicament 2
vies, depenent de U'especie. En Drosophila me-

anomenats

langgaster 1 altres organismes (fig. 1b) aquests
sIRNAs entren a formar part d’'un complex
multienzimatic anomenat RISC (RNA induced
silencing complex), mitjancant el qual i utilitzant
com a guia la cadena antisentit (antisense) de
siIRNA es produeix el tall de '#ZRNA al bell
mig de la zona de complementarietat. En altres
organismes com el nematode Cuenorhabditis
elegans es produeix un pas previ d’amplificacié
(fig. 2¢) mediat per una RNA polimerasa RN.A
dependent (RARP); d’aquesta manera i gracies a
P’actuaci6 per segona vegada de 'enzim DICER
s’aconsegueix la produccié de #RNAs se-
cundaris en quantitats majors. Aquests $ZRNAs
secundaris s’introdueixen al RISC per degradar
els #RINAs diana.
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Els microRNAs

Reflexionant sobre el mecanisme de
I’RNA7 hom podtia pensar en una petita
questio: donat que tenim un mecanisme
de silenciament genic efectiu i senzill que
funciona amb RNAs exogens, per que
no utilitzar-lo per silenciar gens d’una
manera normal, fisiologica? Tenint en
compte que en biologia res no té sentit
si no és des del punt de vista evolutiu,
la pregunta esdevé hipotesi: donat que el
sistema produeix un silenciament rapid
i simple en els gens, és probable que
I'evoluci6 hagi adoptat el mecanisme per
silenciar gens propis quan convingui a
l'organisme.

Perqué aixo passés hauria de ser or-
ganisme mateix qui sintetitzés un RNA
de doble cadena capa¢ de disparar la
resposta de silenciament. Aquest RN.A
hauria de ser homoleg a la seqiiencia del
gen que convé silenciar endogenament.
Ens podem aventurar, doncs, a dir que
aquest RNA hauria de ser codificat al
genoma i transcrit reguladament en el
moment que interessi.

La manera que hem considerat com a
ortodoxa en el control de Pexpressio
genica fins ara ha estat aquella en que
el control es produeix sempre a través
de proteines, bé siguin activadores o
Un
RNAs ens resultaria molt més senzill

repressores. control  mitjangant
a primera vista, ja que ens estalviaria
el pas a proteines, tot i que parlar en
aquests termes sense un estudi acurat és
frivolitzar. Tot i aix{ la pregunta queda a

Iaire: per que no?

El descobriment

A principis dels anys 90 es va caracteritzar
el mutant /Zn-4 de C. elegans, més tard es
va descobrir /r-7. Tots dos causaven
heterocronies al desenvolupament (2):
tipus cel lulars larvals romanien presents
a P'adult. El més curiés de Pafer era que
aquestes mutacions, clonades per genética
classica, van resultar correspondre a
zones del genoma que es transcrivien
perd no donaven proteina. Al llarg dels
anys 90 es va veure que aquests RNAs
prenien conformaci6 de branca, formant
un RNA de doble cadena, i que aquest
RNA era processat per DICER d’igual
manera que els /RNAs. La nostra qiies-
ti6 inicial comengava a quedar resolta, la
hipotesi a confirmar-se.
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A Tentrada del nou mil leni diversos
grups es van llancar a la recerca i
clonatge de més d’aquests RNAs, que
es van anomenar #zcroRNAs o miRNAs
(3-5). Es tractava de RNAs de 60-70
nucleotids que es plegaven i donaven
branques de doble cadena (fig. 2).
Aquesta doble cadena era susceptible
de ser processada per Ienzim DICER,
donant lloc en aquest cas a RINAs petits,
de cadena senzilla i també de 21-25
nucleotids. Aquests RINAs son els que es
recuperaven amb el procés de clonatge.
La seqiiencia d’aquests 21-25 nt és la
que correspon al gen diana, tot i que en
aquest cas no és cent per cent homologa:
hi ha malaparellaments (wismatches), 1
aixo els diferencia dels /RNAs.

El mecanisme dels miRNAs

Recentment s’ha vist que el mecanisme
de silenciament que duen a terme no
és igual que el que els zZRNAs fan: en
Drosophila 1 C. elegans no hi ha un tall
de I'mRNA siné que es produeix una
repressié traduccional. S’ha demostrat
que si artificialment fem que la com-
plementarietat entre #zRNA i diana
sigui completa, llavors es produeix una
resposta de tall del #RNA en comptes
de la repressi6 de la traduccié (6).
Aquesta homologia és, doncs, el tret que
diferencia els dos mecanismes.

Tot i aixi els experiments dels quals

hem parlat es van fer en animals i és
alla on sén valids. Els #RNAs també
s’han trobat a plantes, pero en aquests
casos, els que s’han trobat utilitzen
un mecanisme més propi de 'RNAz
I’homologia de seqiiencia és perfecta i
es destrueix I'#ZRNA del gen diana. Aixo
ens obre la qlesti6 de si els mecanismes
pels quals operen aquests mzRNAs
son diferents en plantes i animals o la
poca realitat experimental que es té ens
condueix a pensar-ho tot i que sigui fals.
Existeixen #RN.As en animals que d’una
manera natural entrin a la via de PRIN.A/
i degradin, tallin PRNA diana? Hi ha
miRNAs  repressors  traduccionals en
plantes? Encara és d’hora per saber-ho.
Quan hem parlat I’RNA7 hem definit
molt clarament com la resposta de tall
de '’ZRNA diana es produia, almenys en
els organismes més estudiats, mitjangant
un complex multienzimatic que hem
anomenat RISC. Es el moment ara de
preguntar-nos quin és l'artifex material
de la resposta dels mzZRINA que veiem
en els animals, és a dir, la repressio
traduccional. L’any 2002 va veure la
llum un descobriment al qual potser no
s’ha donat la importancia que es mereix:
diversos 7/RINAs es van trobar formant
part d'un complex ribonucleoproteic,
que es va anomenar 7RINP (7).

En un primer moment un pensaria que
és aquest complex el que fa de mitjancer
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Figura 1: Mecanisme basic de 'RNAi



de la repressi6 traduccional. El que
va tresultar curios va ser la semblanca
entre aquest complex i la mateixa
RISC, caracteritzada en Drosophila pero
no en humans. Altres experiments van
oferir més suport encara a aquest pa-
ral lelisme.

Si admetem que aquesta #RNP és
la. RISC humana
que admetre que la RISC descrita en
Drosophila setia la mediadora del si-
lenciament per repressié traduccional
que porten a terme els #RN.As propis de
la mosca- un es pot preguntar la seglient

—seria el mateix

questié: com és que aquesta RISC conté
RNAs que es classifiquen com a zRNAs
—provenen del genoma codificats en
un segment que es plega, etc- i no
en trobem cap #RNA? Si la »zRNP
també s’encarrega de la resposta RNA7
en defensa de virus, silenciament de
transposons, etc. llavors deuriem poder
aillar-los juntament amb la »/RNP. La
resposta a aquesta pregunta no es coneix
encara i només en podem donar una
d’especulativa: potser els sZRNAs no sén
tan freqiients com els 7RN.As o almenys
no al model concret en que es descriu la
miRNP, que sén les cellules Hela i
altres linies cel lulars humanes. No hem
de pensar que un cultiu de cél Tules Hel .«
hagi de respondre a una infecci6 virica
via RNAz per exemple. De fet en els
clonatges massius de #RN.As tampoc
es van trobar sZRNAs, exceptuant algun
cas puntual.

Incognites

El punt de misteri del cas el posen uns
components moleculars ben especials.
Tant la #RINP com la RISC de Drosophila
tenen entre els seus components una
proteina  PPD. D’aquestes proteines
—que deuen el seu nom al fet que tenen
els dominis PAZ i PIWI, dels quals
encara es desconeix la funcié— se n’estan
trobant cada vegada més i implicades en
diferents processos (per a una revisio
vegeu 8). S6n els actors misteriosos de la
comedia de la nova biologia de 'RNA i,
pel que se sap, quan es reveli el seu paper
poden pasar a tenir una importancia
extrema.

Fins ara se sap poc de les funcions
d’aquests mRNAs, és a dir, de les
funcions dels gens diana, aquells als
quals regulen (per a una revisié vegeu

9). Només tenim 4 7/RNAs que s’hagin
trobat per genctica classica, a partir de
la funcié. De la resta, la deduccié de
la funcié no és tan simple per culpa de
I’homologia parcial de les seqiiencies
reguladores i regulades. I’aproximacio
computacional té encara molt cami per
recorrer.

Tot i aixi el que si que s’ha vist és que
les funcions deuen estar conservades
entre organismes. El que almenys es
comprova ¢és que molts #/RNAs estan
molt conservats en seqiencia entre
diferents organismes. Aquesta conser-
vaci6 tan important (la seqiencia de /ez-7,
de C. elegans i Homo sapiens és identica, per
exemple) constitueix també un misteri.
O bé un indicatiu de la gran importancia
que aquests petits RNAs han de tenir
evolutivament parlant en diversos pro-
cessos del desenvolupament i de la bio-
logia en general.

I’ RNAi com a mecanisme de
defensa antiviral

Una de les accions més importants que
realitza 'RINAZ
silenciar

de manera natural és
transposons 1 virus. Perque,
que ¢és un virus si no un grapat de gens
ordenats i coordinats? Es una diana
perfecta per aquest mecanisme (cal
recordar pero que els experiments que
demostren que I'RNA7 esta involucrat
en el silenciament de virus només estan
ben desenvolupats en plantes, men-
tre que en altres organismes com a C.
elegans o Drosophila només se’n tenen
evidencies indirectes, 10). A més a més,
IRNA:
caracteristiques
amb el sistema immunitari (SI) dels
vertebrats. Tot seguit destaquem alguns

conceptualment comparteix

unes molt marcades

punts necessaris per poder comparar el
RNA7 amb el SIL

Reconéixer un cos com a agent
estrany

Aix{ com el SI reconeix epitops estranys
merces a la presentacié d’antigen, el
RNA; haura de
reconeixer algun senyal indicador de la

complement, etc.,

preseéncia d’un agent ali¢ a I'organisme.
Pero per qué la molécula inductora
d’aquest procés és el AsRIN.A? En principi
en una celfula sana gairebé no existeix

RNA en la seva forma bicatenaria,
per tant la cel lula, en detectar la seva
preseéncia, “interpreta” que ha estat
infectada per un virus i provara de
destruir els seus missatgers via RN.AZ
Molts virus ’RINA  presenten una fase
de dsRNA durant la seva replicacié (en
vegetals es calcula que son el 90 per cent
dels virus), per tant ja tenim un bon
marcador de Pexistencia d’un cos estrany.
Recordem pero que en vertebrats la
presencia de dsRINA activa la resposta
de Tinterferé ja que també s’interpreta
com una infecci6 viral. Val a dir que hi
ha altres formes de 'RNA que també
disparen la via de 'RINA7 perd no estan
involucrades directament amb la infeccié
virica (11). Aquest dsRINA sera reconegut
i processat per DICER (fig. 1a).

Generar una resposta especifica
contra ’agent alié.
Ia  majoria  dels processos de

reconeixement d’elements estranys al
SI s6n altament especifics (receptor
de cellules T, anticossos,...), 'RNA7
presenta també una elevada especificitat
d’accié. El RISC (fig. 1) carregat amb el
siRNA separa les dues cadenes d’aquest
per buscar homologia de seqiiéncia amb
algun missatger i un cop en troba un
amb el qual faci una unié perfecta per
complementarietat de bases, I’hidrolitza.
Un malaparellament  (wzsmatch) dun
nucleotid no genera resposta, d’aqui la
especificitat.

Arala pregunta és: per que 21 nucleotids?
S’ha calculat que 21 nucleotids (dues
voltes d’helix) sén homologia (12) i
redundancia suficient com per distingir
amb precisi6 d’una base qualsevol
mRNA de 1Kb., amb 1 probabilitat
d’error entre 10"

Sensibilitat i amplificacié del senyal
Sensibilitat: per induir una resposta
inflamatoria en un organisme immuno-
competent, només cal injectar unes
(p.ex.:
les capsides d’un virus) a la sang de
lindividu.

Amplificacié: se sap que els promotors

poques molecules  exogenes

de les immunoglobulines s6n dels més
potents que existeixen, ja que han de
fer front a organismes com virus o
bacteries amb elevadissimes capacitats
de replicacio.
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Per tant, caldra que ’RNA/
generi un resposta molt
potent i ho fa amplificant el
senyal donat per un dsRINA
de tres maneres basiques
(13):

I) Tallar el dsRNA inicial
(llarg) en s7/RNAs, cadascun
amb activitat propia. Aixo
amplifica el senyal de 10 a 20
vegades (fig. 1a).

II) Un mateix /RNA in-
sertat al RISC pot ser utilitzat
multiples vegades de manera
catalitica per hidrolitzar di-
ferents #ZRINAs (fig. 1b).

III) El #RNA pot actuar

pre-miRNA

—

DICER

LLLLLLLIL miRNA

\ (21nt)

RISC

de variabilitat, a causa de les altes
taxes de mutaci6 i recombinacié
que posseeixen. De fet, es creu
que els virus de RINA sén els que
han exercit una pressi6 de seleccié
sobre el sistema immunologic
fent que hagi augmentat pro-
gressivament la seva variabilitat
fins a assolir els nivells actuals,
equiparable a la d’aquests virus.
Les plantes van solucionar aquest
problema utilitzant el cos estrany
(dsRNA  viric)
per fabricar els seus anticossos
(s/RNAs); aixi, independentment
del nombre de mutacions que

com a motllo

pugui generar el virus, la resposta
sera

com a encebador del que seria
sorprenentment una mena
de PCR endogena, guiant la
RdRp cap als #RNAs; aquests es trans-
formarien en dsRNAs i altre cop per
I'acci6 de DICER es generarien nous
siRNAs (fig 1c).

A les plantes la primera opcié més la
tercera sén les que semblen actuar de
manera més generalitzada.

Un dltim i sorprenent pas d’amplificacio
és lacci6 sistemica que manifesta
I’RNA7 (en plantes o en C. elegans). El
senyal de silenciament que es genera
en una cellula s’expandeix a llargues
distancies en un teixit, i arriba a passar al
floema de les plantes o a tot 'organisme
en C. elegans. Aixi, quan una cel lula
és infectada per un virus, encara que
aquesta no el controli, les veines tindran
la maquinaria de silenciament a punt
per quan el virus provi d’atacar-les. En
aquest punt se’ns fa inevitable comparar
els ZRNAs amb les immunoglobulines,
ja que aquests s’uneixen especificament
als mRINAs invasors, els “opsonitzen” i
guien el RISC perque els talli. Finalment
els #RNA es dispersen sistemicament,
com també poden fer-ho els anticossos.

Memoria

Se sap que plantes que hagin patit un
contacte previ amb un virus al qual
aconsegueixen silenciar, en produir-se
una segona infeccié ja tenen la ma-
de preparada

per generar una resposta més rapida i

quinaria silenciament

efectiva. Les analogies amb el sistema im-
munologic i les vacunes son evidents.
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Figura 2: Mecanisme basic dels miRNAs

Finalment, i com a culminaci6 del
procés, les
organismes) utilitzen alguna molécula,
siIRNAs, per dirigir
per homologia de sequéncia I'addicié

plantes (i potser altres

segurament els

de grups metil al gen que s’esta
silenciant. Malgrat que la metilacié té
més importancia com un fenomen per
silenciar transposons, virus amb fases
d’integracié al DNA també en patirien
les consequeéncies, ja que si la metilacid
es producix en una zona reguladora
d’un gen impedeix que els factors de
transcripcié s’hi puguin unir, reprimint
per tant la transcripcié. Obviament
hi ha virus que han evolucionat per
tal de superar les barreres que imposa
aquesta defensa: es coneixen actualment
diferents proteines codificades per virus
que bloquegen aquest procés en diversos
punts (per exemple la proteina He-Pro del
Potyvirus, 14). Sorprenentment s’ha trobat
recentment a Drosophila un virus que
codifica una d’aquestes proteines (15),
fet que fa que ens preguntem: serveix
I'RNA: a Drosgphila com a defensa
antiviral?; 1 en organismes supetiors, es
pot activar la via de 'RNA7 en presencia
d’un virus ’RNA?, o potser aquesta via
ha estat suplantada per la de interferé?,
isi és aixi, per que?

Variabilitat

Potser el problema més gran amb el qual
el SI es troba per fer front a una infeccié
de virus RNA és la seva elevada capacitat

especifica.  Aparentment

sembla més eficient que generar
immunoglobulines a Iatzar com

fa el sistema immunologic, ja que la gran
majoria no s’uniran a cap patogen i a
més petites mutacions en I'epitop diana
les fan gairebé inservibles. Per tant, el
perque 'RN.A/ no continua jugant un
paper primordial a la immunologia dels
vertebrats segueix sent un misteri.
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