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Els micro-RNA (miRNA) sén molécules reguladores de I‘expressio génica en la traduccio
dels RNA missatgers (RNAm) a proteina. Tenen un paper fonamental en I'establiment de
la identitat cel-lular i ajuden a la determinacié de la funcionalitat. Aixi, contribueixen a
expressar determinats grups de gens en cada tipus de cél-lula d’un organisme. Algunes
disfuncionalitats en components de la maquinaria de sintesi o en els miRNA per se han
estat associades a diverses malalties humanes, com ara el cancer. Darrerament, s’ha
trobat que els miRNA tenen un paper important en molts processos cel-lulars alterats
en el cancer, com ara la diferenciacio, la proliferacié i I'apoptosi. Som només al principi
d’entendre les repercussions funcionals del guany o de la pérdua d'un micro-RNA
particular; tot i aixo, el camp aporta prometedores aplicacions médiques en el diagnostic,

pronostic i tractament del cancer.

Ls micro-RNA (miRNA) s6n una classe

de molécules de RNA petites que re-

gulen l'expressi6 geénica després de la
transeripci6. Es van trobar per primera vegada
en el cuc Caenorhabiditis elegans, i aleshores
van ser considerades una peculiaritat dels ne-
matodes, fins que es va observar que algunes
d’aquestes molécules eren conservades filoge-
néticament en una amplia varietat d’'organis-
mes, incloent-hi els humans. Ara, s’ha trobat la
importancia que tenen com a reguladors de I'ex-
pressib génica. I també que permeten de man-
tenir la seva identitat a les cél-lules; ja que, quan
no hi ha els nivells normals, sovint es perd la di-
ferenciaci6 cel-lular, un procés comu en el des-
envolupament tumoral. Per tant, com es podria
esperar, les alteracions en la via dels miRNA
afecten molts processos cel-lulars que normal-
ment s’alteren en el cancer, com ara la prolife-
racio, la diferenciaci6, l'apoptosi, el procés de
metastasi i el manteniment dels telomers.
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Els miRNA: genomica, biogénesi i meca-
nisme d’acci6

Els miRNA sén una llarga familia de RNA que
no codifiquen proteines i mesuren entre 19 i 25
nucleotids. El 2011, la base de dades de miRNA
tenia 17.341 entrades, descoberts en 142 orga-
nismes (mirbase.org vi16). Al voltant de mil
d’aquestes entrades han estat documentades
en humans, pero els models computacionals en
prediuen més.

Aproximadament, la meitat dels gens que codi-
fiquen miRNA estan organitzats en grups po-
licistronics, és a dir, que codifiquen més d’una
molécula alhora; pero sén processats per cons-
tituir-ne d’individuals. La resta és transcrita
individualment. Més de dues terceres parts
dels miRNA comparteixen unitats de transerip-
ci6 amb gens codificadors de proteina o RNA
llargs no codificadors. Aquests darrers es po-
den transcriure sota el control dels seus propis



promotors, de promotors de gens propers o de
promotors dels seus gens hostes. Gran part dels
miRNA que sorgeixen de gens codificadors de
proteines es troba en introns, mentre que els
que sorgeixen de RNA codificadors més llargs
es poden trobar en introns o en exons. D’altra
banda, almenys un ter¢ de les families de miR-
NA esta molt conservat entre espécies, i el 60 %
dels loci de miRNA esta conservat de ratolins a
humans.

Lesquema basic de la biogenesi dels miR-
NA es va descobrir recentment (figura 1). La
major part es transcriu a partir de la RNA-
polimerasa II com a transcrits primaris (pri-
miRNA) que contenen una estructura 5' CAP i
una cua 3' poliadenilada. Aquests pri-miRNA,
que poden ser de diversos milers de nucleo-
tids, son processats per I'enzim RNAasa III,
anomenat Drosha, i per la proteina d’'uni6 a
RNA de doble cadena DGCRS, i es generen
un o més precursors (pre-miRNA, figura 2).
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Els pre-micro-RNA sén formats per 65-85
nucleotids i presenten una forta complemen-
tarietat interna que els fa plegar-se i establir
estructures en forquilla, que s’assimilen a les
que tenen els RNA de doble cadena. Els pre-
miRNA sbn exportats al citoplasma mitjangant
el factor d’exportacié nuclear exportina-5 i el
seu cofactor RAN-GTP. Un cop al citoplasma,
els pre-miRNA s6n processats per un altre
enzim RNAasa III (anomenat Dicer) i gene-
ren RNA de doble cadena d’'uns 22 nucledtids.
Recluten la proteina Argonauta 2 (hAgo2) i
es completa aixi el complex silenciador induit
per RNA (RISC). Només una de les dues ca-
denes (cadena guia) quedara en el complex
RISC. El factor que sembla determinar quina
d’aquestes cadenes roman en el complex RISC
és lestabilitat de l'anellament que s’ha format.

Lexpressi6 de 'RNA missatger es pot re-
primir de dues formes, segons com es comple-
mentin el miRNA i la seva diana. Si el miRNA
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4Figura 1. Esquema de

la biogénesi dels miRNA. Els
gens dels miRNA sén transcrits
per 'RNA-polimerasa Il, que
afegeix la modificacié 5' (CAP)

i la cua poli-A a la regié 3'.
Aquest transcrit conté un RNA
primari anomenat pri-miRNA,
que és reconegut i tallat pel
complex format per I'RNAasa lll
anomenada Drosha i per la
proteina d'unié a RNA DGCR8
resultant en un RNA plegat

en forquilla, per la seva alta
autocomplementarietat de bases
de 84 nucleotids, anomenat
pre-miRNA. L'exportina-b i

el RAN-GTP transporten el
pre-miRNA al citoplasma, on
una altra RNAasa lll, Dicer, en
associacié amb la proteina d'unié
a RNA TRBP, el processa per
formar un RNA de doble cadena
amb dos nucleotids protuberants
que és reclutat pel complex
silenciador induit per RNA
(RISC). A continuacié, una de les
cadenes, la cadena passatgera,
s'elimina del complex i és
degradada, i 'RNA madur guia
el RISC cap als RNAm diana
per inhibir-ne la traduccié. La
inhibicié de la traduccié dels
RNAm pot fer, mitjiangant la
inhibicié de la traduccié proteica,
la degradaci6 del missatger o el
segrest d’aquest en unes regions
citoplasmatiques especialitzades
anomenades cossos P. A més,
encara que no s’ha inclos en
aquesta figura, la biogénesi dels
miRNA esta regulada a diversos
nivells.
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AFigura 2. Prediccié
termodinamica del plegament
bidimensional del precursor
huma pre-mRNA. Els pre-miRNA
mostren una estructura en
forquilla deguda a una extensa
complementarietat interna. Els
diferents colors indiquen la forca
d'enllag (vermell-fort, blau-feble).
El miRNA caracteritzat és el
miR-21, que es troba
sobreexpressat en la major

part dels tumors analitzats fins
ara incloent-hi neuroblastoma,
glioblastoma, cancer de pulmd,
de mama i de pancrees,
leucémies i limfoma. Diversos
estudis funcionals han mostrat
que el miR-21 té un paper
oncogenic i esta implicat en

vies importants en cancer que
inclouen: apoptosi, proliferacio,
migracio, invasié i metastasi, i
pot reprimir I'activitat de gens
supressors tumorals, com ara
PTEN, TPM1 i PDCD4.

.......... secesecssessccsscss o

s'uneix amb una complementarietat perfecta o
gairebé perfecta a 'RNAm, és fragmentat pel
complex RISC i degradat. Aquest mecanisme es
dona principalment en plantes, tot i que també
s’ha trobat en animals. Si la uni6 del miRNA al
seu RNAm és imperfecta, s'inhibeix la traduc-
ci6 proteica i el missatger es degrada de manera
variable. Aquest darrer escenari és el més comu
en animals i la interacci6 es dona més freqiient-
ment en les regions sense traduir 3' (UTR).
S’han suggerit diversos mecanismes d’inhibi-
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ci6 de la traduccid, que inclouen: el bloqueig de
I'inici de la traduccid, el bloqueig de 'elongaci6 o
el segrest dels RNAm en els cossos P (P-bodies),
compartiments especialitzats del citoplasma on
es dona la repressi6 transcripcional i la degra-
daci6 dels RNAm. Encara que no s’ha indicat
a la figura 1, la maduraci6 posttranscripcional
dels miRNA esta regulada com a resposta a un
estimul de proliferaci6 i diferenciaci6 cel-lulars.

Les funcions dels miRNA com a regula-
dors: les seves dianes

No tots els gens codificadors de proteines estan
regulats pels miRNA. Alguns gens que exercei-
xen funcions basiques del metabolisme cel-lular
presenten una regi6 3' UTR curta sense gairebé
regions d’'uni6 als miRNA. No obstant aix9, s’ha
estimat que al voltant d’'un 30 % de tots els gens
codificadors de proteines presenten regulada
la seva expressi6 mitjancant miRNA. Per tant,
és concebible que els miRNA regulin una bona
part de les rutes biologiques cel-lulars.

La predicci6 dels missatgers diana que son re-
gulats pels miRNA és dificil pel fet que la major
part de les vegades la uni6 amb la diana es re-
alitza de manera parcialment complementaria.
Com a complexitat afegida, hi ha gens que pre-
senten 3' UTR alternatives, la qual cosa pot fer
que estiguin regulats per grups de miRNA di-
ferents. S’han desenvolupat diversos algoritmes
bioinformatics per predir dianes, la major part
dels quals es basa en la preséncia d’'una seqiien-
cia anomenada llavor (Figura 3), de set nucleo-
tids situats entre les posicions 2 i 8 del miRNA
madur. Un altre factor utilitzat en aquests algo-
ritmes és la conservaci6 filogenética d’aquests
llocs d’'uni6 als miRNA de les regions 3' UTR de
les dianes i I'absencia d’estructures secundaries
estables. S’ha estimat que un simple miRNA pot
regular 200 gens diferents, per la qual cosa se-
rien intrinsecament pleotropics. Aixi, una fun-
ci6 aberrant dels miRNA podria desencadenar
un trencament del balan¢ homeostatic cel-lular
que podria contribuir a una malaltia sistemica.

Els miRNA i el cancer

El cancer és una malaltia complexa on un grup
de cel-lules anormals perd identitat i creix sen-
se control, essent capa¢ d’envair i de colonitzar
altres teixits. Aquest comportament invasiu
pot desembocar en una fallida organica fatal.
Hi ha moltes evidéncies que la carcinogénesi
és un procés seqiiencial de multiples passes, on
les cél-lules malignes acumulen alteracions ge-
netiques i epigenetiques que condueixen a una



Posici6 genomica

hsa-let-7a-1 09:95978060-95978139
hsa-let-7a-2 11:121522440-121522511
hsa-let-7a-3 22:44887293-44887366
hsa-let-7b 22:44888230-44888312
hsa-let-7c 21:16834019-16834102
hsa-let-7d 09:95980937-95981023
hsa-let-7e 19:56887851-56887929
hsa-let-7f-1 09:95978450-95978536
hsa-let-7f-2  0X:53600878-53600960
hsa-let-7g 03:52277334-52277417
hsa-let-7i 12:61283733-61283816
hsa-mir-98 0X:53599909-53600027

Seqiiencia madura
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
TGAGCTACGTAGGTTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT
AGAGGTAGTAGGTTGCATAGT
TGAGCTAGGAGGTTGTATAGT
TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGT
TGAGETAGTAGTTTGTGCTGT
TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT

family seed

transformacié progressiva en cel-lules malig-
nes. D’aquesta manera, les poblacions tumorals
seleccionen alteracions en gens que promouen
la progressié tumoral (oncogens) o que la difi-
culten (gens supressors tumorals). Al final del
procés de transformacio, les cel-lules malignes
perden la identitat cel-lular i adquireixen inde-
pendeéncia pel que fa al creixement, a la invasio
ialaresistencia a la senescéncia i a I'apoptosi.

Atés que els miRNA poden alterar I'expressio
génica, son candidats al manteniment del ba-
lang en la proliferaci6 cel-lular. Els estudis pio-
ners van mostrar l'existencia d'una expressio di-
ferencial dels miRNA entre els teixits tumorals
i els teixits normals. Tanmateix, aixo no vol dir
que tots els miRNA pertorbats estiguin directa-
ment implicats en el desenvolupament tumoral;
molts d’'aquests miRNA podrien ser simplement
espectadors indirectament alterats pels canvis
genomics i epigenomics que sorgeixen durant la
carcinogenesi, sense ser-ne els agents causants.
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No solament s’han relacionat miRNA espe-
cifics amb el cancer, sin6 que també hi han estat
relacionats alguns components de la maquina-
ria de biogenesi. Recentment s’ha vist que mu-
tacions de Drosha, de DGCR8 o de Dicer (prote-
ines basiques de la biogénesi) també col-laboren
en la transformacié tumoral. Aquestes troballes
concorden amb resultats anteriors de la pérdua
d’expressio de Dicer en alguns tumors, i una
pérdua global d’expressi6 de miRNA en tumors,
quan es comparen amb teixits normals. D’altra
banda, en cel-lules mare embrionaries de rato-
li, la perdua condicional de Dicer o de DGCRS8
impedeix la diferenciaci6 i proliferaci6 cel-
lulars, cosa que podria conduir a l'aparici6 de
processos neoplastics. Altres components de la
maquinaria de biosintesi dels miRNA que s’han
relacionat amb el cancer inclouen els membres
de la familia de proteines Argonauta (hAgo1/
EIF2C1, hAgo3/EIF2C3, hAgo4 i HiWi). Les
proteines hAgo1, hAgo3 i hAgo4 s’agrupen en la
regié cromosomica 1p34-35, que sovint es perd

it reder W e e 4
miR-26a TS ciclina D2, ciclina E2

miR-15a, miR-16-1 TS BCL2

let-7 (familia) TS RAS familia, HGMA2, MYC, CDK6, CDC25
miR-34 (familia) TS E2F3, CDK4, CDK6, CCNE2, BIR3, DCR3, BCL2
miR-17-92-1 0G E2F familia

miR-21 0G PTEN, TPM1,PDCD4

miR-155 0G TP53INP1

miR-372, miR-373 0G LAST2

Omnis Cellula 29

Desembre 2012

4Figura 3. El gen

Lethal-7 (let-7) va ser

descobert inicialment com

un gen fonamental en el
desenvolupament del nematode
C. elegans i és un dels primers
miRNA descoberts. En humans,
s’han trobat dotze membres de la
familia let-7 que codifiquen nou
miRNA madurs (ja que hi ha tres
copies de let-7a i dues de let-71).
Les sequiencies de let-7 madures
s’han conservat molt bé al llarg
de I'evoluci6, de manera que, per
exemple, les let-7a d’humans, de
ratolins i de cucs comparteixen

la mateixa sequencia. S'indica la
posicié genomica del pre-miRNA.
La sequiencies dels miRNA
madurs es mostren a la dreta.

La sequencia llavor de familia
GAGGTAG, present en tots

els membres, s'utilitza per

a definir els membres de la
familia let-7 i té implicacions
funcionals per determinar els
transcrits diana. S'ha demostrat
que el let-7 regula I'expressio
d'importants gens implicats en

el desenvolupament tumoral,
com ara RAS, HGMA2 i MYC,

i s’ha revelat com un important
supressor tumoral, cosa que ha
fet que sigui un dels miRNA més
estudiats.

...............................



en alguns tumors humans, com ara el de Wilms,

el neuroblastoma i alguns carcinomes de pit, de
fetge i de colon. D’atra banda, la sobreexpressio
de HiWi (que pertany al grup de proteines Argo-
nauta implicades en el manteniment de la linia
germinal) ha estat relacionada, entre d’altres,
amb tumors germinals.

Els miRNA es poden classificar en oncogens
0 en supressors de tumors, segons que promo-
guin o impedeixin el desenvolupament tumoral.
La taula 1 exposa alguns dels miRNA relacio-
nats amb el cancer més representatius i el seu
paper regulador de proteines clau en el desen-
volupament tumoral. No obstant aixo, ates que
els efectes dels miRNA so6n intrinsecament ple-
otropics, aquesta classificaci6 s’hauria de consi-
derar flexible.

Els miRNA i el seu futur ts en clinica:
diagnostic, pronostic i terapia

Encara que l'era dels miRNA va comencar fa no-
més uns quants anys, sembla oferir grans pro-
meses per al diagnostic, per al pronosticiperala
terapia en medicina. El rapid desenvolupament
de técniques per a analitzar-los i estudiar-los,
com ara les micromatrius de miRNA (miRNA
microarrays), els perfils de miRNA basats en la
tecnologia de comptes, les PCR quantitatives de
miRNA i les tecnologies antisentit, s’espera que
tingui, a curt termini, un impacte important en
la clinica oncologica.
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Ates que els miRNA tenen un paper impor-
tant en la determinaci6 de la identitat cel-lular,
es va pensar que podrien ser ttils en el diagnos-
tic del cancer. Els perfils d'expressi6 de miRNA
podrien permetre d’identificar patrons tnics
per discernir entre cel-lules tumorals i d’altres
que no ho son. De fet, els perfils d'expressié de
miRNA semblen més informatius per a classi-
ficar les mostres pel seu origen tissular, per la
seva capacitat de generar tumors i pel seu grau
de diferenciaci6 que no pas els perfils emprats
tradicionalment. Aixi, per exemple, en un estu-
di recent el perfil de només 200 miRNA va ser
suficient per classificar tumors poc diferenciats
amb més precisié que utilitzant 16.000 RNAm.
Un altre estudi va aconseguir classificar, amb
una precisi6 sorprenent, el teixit d’origen de
400 mostres tumorals de 22 tipus de teixit di-
ferents. En la mateixa linia, un altre treball va
mostrar l'efectivitat dels miRNA com a biomar-
cadors per determinar el teixit d'origen de can-
cers d’origen desconegut, un problema freqiient
en clinica.

Pero els perfils dexpressi6 dels miRNA tam-
bé forneixen una informacié valuosa sobre el
pronostic dels pacients. Aixi, per exemple, es
va trobar que els perfils de miRNA es correla-
cionaven amb la supervivéncia d’adenocarcino-
mes de pulmo. D’aquesta manera, nivells baixos
d’expressi6 de la familia miRNA let-7 (figura 3)



estaven relacionats amb un prondstic
pitjor. En un altre estudi en cancer de
pulmo es van relacionar nivells alts de
miR-2211 de let-7a amb una certa protec-
ci6, mentre que nivells alts de miR-137,
de miR-372 i de miR-182 es van relacio-
nar amb un pronostic pitjor. A més, els
nivells d’aquests miRNA van ser ttils per
predir una recaiguda tumoral. En la ma-
teixa linia, un altre estudi va mostrar que
nivells alts d’expressi6 de miR-21 s’asso-
ciaven a un pronostic pitjor i a una baixa
resposta terapeutica.

Altres experiments han posat en relleu
la possible utilitat terapeutica dels miR-
NA. Per exemple, en models animals s’ha
trobat una eficacia en experiments de
terapia genica que restitueixen la funcid
dels miRNA supressors. D’altra banda,
la inhibicié de l'activitat de miRNA on-
cogenics també ha demostrat que té un
efecte terapeutic. Aquests experiments
es basen en tecnologies d'oligonucleotids
antisentit que poden bloquejar especi-
ficament l'activitat patogenica. Aquests
anti-miR (anomenats antagomirs) sbén
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