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E1L MECANISME DE SILENCIAMENT GENIC PER PETIT RNA
NO CODIFICANT

REsum

El Premi Nobel de Fisiologia o Medicina 20006 s’ha concedit a
dos genetistes nord-americans, Andrew Z. Iire i Craig C. Mel-
lo, «pel seu descobriment del silenciament genic per RNA de
doble cadena». Durant molts anys, en el camp de la transcrip-
ci6 es va donar per fet que el DNA de doble cadena és transerit
a RNA de cadena simple, el qual finalment és traduit a protei-
na. La idea que 'RNA també podia ser de doble cadena ni tan
sols es considerava. A comencaments dels anys noranta es va
descobrir el fenomen de la cosupressié (supressio de I'expres-
si6 de dos gens en intentar sobreexpressar-se un dels dos),
pero el mecanisme responsable va romandre desconegut fins
que Fire i Mello el van aclarir el 1998 en adonar-se que 'RNA
de doble cadena causava una interferéncia potent i especifica
sobre I'expressié genica.

PARAULES cLAU: silenciament genic, expressié génica, interfe-
rencia genica, RNA, RNA de doble cadena, transcripcio, cosu-
pressio.

ABSTRACT

The 2000 Nobel Prize in Physiology or Medicine was awarded
to two American geneticists, Andrew Z. Iire and Craig C. Mel-
lo, «for their discovery of RNA interference - gene silencing by
double-stranded RNA». A long held belief in the transeription
field was the assumption that double-stranded DNA is tran-
seribed into single-stranded RNA which in turn is translated

into protein. The idea that RNA could also be double-stranded



was not considered. In the early 1990’s the phenomenon of
co-suppression has been discovered but the mechanism re-
sponsible for it remained unknown until Fire and Mello dis-
covered it in 1998 finding that the double stranded mixtures
caused potent and specific interference with gene expression.

Key worps: gene silencing, gene expression, genic interference,

RNA, double stranded RNA, transcription, co-supression.

Durant molts anys en el camp de la transcripci6 es va donar
per fet que el DNA de doble cadena és transcrit a RNA de ca-
dena simple, el qual finalment és traduit a proteina. La idea
que I'RNA també podia ser de doble cadena ni tan sols es con-
siderava. Les primeres indicacions que proposaven I'RNA
com a modulador de I'expressi6 genica les van trobar Napoli i
collaboradors a partir d’estudis duts a terme a comen¢aments
de la decada de 1990." en els quals havien intentat sobreex-
pressar un gen que regula la pigmentacié dels petals de les
flors de petinia. Sobreexpressant el gen que produeix la pig-
mentacié porpra dels petals de la flor, tots esperaven aconse-
guir flors amb un color porpra més intens. Es van sorprendre
en constatar que les flors de la planta transgenica resultant no
eren de color porpra siné blanques o bé tenien regions blan-
ques sobre el fons porpra del fenotip salvatge. Quan van exa-
minar els nivells de RNA missatger van descobrir que a les
plantes transgeniques que sobreexpressaven la pigmentaci6
porpra, en comptes de trobar-hi un increment dels nivells de
RNA missatger, n’hi trobaven cinquanta vegades menys. Cu-
riosament, les expressions de tots dos gens (el salvatge i I'in-
troduit) es trobaven suprimides. El fenomen es va anomenar
cosupressio. pero el mecanisme responsable romania descone-

gut.

1. Navoriet al. (1990).
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Malgrat que ja s’havia demostrat abans que la intro-
duccié de RNA a les cel-lules podia disminuir la funci genica,?
aquest efecte es va atribuir a una funcié antisentit de 'RNA
introduit, de manera que I'RNA introduit s’unia a I'RNA sal-
vatge tot produint la inactivacié de I'RNA salvatge (interfe-
rencia de 'RNA). L’any 1998, Andrew Z. Fire, Craig C. Mello
i altres col-laboradors? estudiaven el mecanisme de la interfe-
rencia de RNA en el nematode Caenorhabditis elegans. Van
introduir RNA (sentit), RNA antisentit i RNA doble cadena
(sentit + antisentit) per a un gen especific d’aquest nematode.
Sorprenentment, van trobar que I'RNA de doble cadena era
substancialment més efectiu en produir interferencia que cap
de les dues cadenes per separat. Van trobar que les cadenes
simples purificades només produien un efecte limitat, mentre
que barreges de doble cadena causaven una interferéncia po-
tent i especifica sobre I'expressié genica. Encara més intrigant
resultava el descobriment que una quantitat petita de copies
de 'RNA de doble cadena podia interferir RNA molt abun-
dants. Aixo indicava que el mecanisme d’accié no era un me-
canisme antisentit. D’aquesta manera va néixer la historia de
la interferencia de 'RNA i el 2006 Andrew Z. Fire i Craig C.
Mello van rebre el Premi Nobel de Fisiologia o Medicina pel
seu treball punter.

D’enca de la publicacio de I"article de Fire i Mello de
1998, ens hem adonat que, en la majoria dels organismes, a
partir de precursors de doble cadena, es produeix una mena
de RNA petit, que s’anomena microRNA (miRNA). Els miRNA
tenen una llargada aproximada de 21 nucleotids (nt) que en
els sistemes mamifers sovint produeixen una repressio de la
traducci6 de gens que codifiquen proteines. La maquinaria
enzimatica implicada en la biogénesi dels miRNA es manté en

2. Cocontet al. (1990).
3. Fre et al. (1998).



plantes i animals. E1 miRNA madur és processat a partir de
molécules precursores llargues, pels enzims anomenats dro-
sha (*sermd” en hebreu) i dicer (nom anglées d’un estri de cuina
que serveix per tallar les verdures en bastonets o a daus). Ini-
cialment, els miRNA son transcrits per la RNA-polimerasa 11
com a transcrits primaris llargs, que son tallats per una RNAa
Il endonucleasa. drosha, tot alliberant un bucle de ~60-70 nt
que ¢és conegut com a pre-miltNA.* Una vegada transcrit, el
pre-miRNA es plega sobre ell mateix i forma un RNA de doble
cadena que pren una forma semblant a la d’un clip per als
cabells (hairpin). Després el pre-miRNA és transportat al ci-
toplasma, on un segon enzim RNAa lIl, dicer, intervé en el
processament final del miRNA tallant asimétricament el hair-
pin de doble cadena a ~22 nt del lloc de tall de drosha, i aixi
allibera el miRNA madur.® Dicer també ¢és I'enzim responsa-
ble del processament de RNA de doble cadena exogens per
generar petits RNA inhibitoris (siRNA) de ~22 nt de llargada
que poden intervenir en la interferéncia de RNA en animals.
L’RNA lin-4, un gen que es coneix que controla el pro-
grama de desenvolupament de la larva de Caenorhabditis ele-
gans, va ser el primer miRNA identificat, quan es va descobrir
que no codificava per a cap proteina sin6 que produia un petit
RNA que donava lloc a una repressio de la traduccio. Aquest
resultat va obrir el cami per al descobriment d'una nova i
abundant categoria de RNA reguladors no codificants: els
miRNA.” La importancia d’aquesta classe de RNA reguladors
en la regulacié genica es va comprendre amb el descobriment
d’un segon RNA regulador, el let-7.% aixi com amb el reconei-
xement posterior de tants altres miRNA i les respectives dia-

4. Leeeral (2002); LEE et al. (2003); CuLLEN (2004).
CARMELL i HANNON (2004); HUTVAGNER et al. (2001).
6. BERNSTEIN ef al. (2001).

7. Leeetal. (1993); WicHTMAN ef al. (1993).

8. Remmart et al. (2000); Stack et al (2000).
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nes de regulaci6. Es creu que els miRNA d’animals reconeixen
els seus RNA missatgers diana per aparellament de bases in-
complet, del qual resulta una inhibicio de la traduccio de la
diana. Els miRNA de plantes son més exactament comple-
mentaris respecte a les seves dianes i actuen com a guia per tal
d'iniciar la degradaci6 del transcrit mitjancant la interferen-
cia de ’'/RNA.?

Les analisis de les localitzacions geniques dels >200
miRNA de mamifer identificats respecte a les unitats de trans-
cripeié conegudes van revelar que la majoria (~70%) dels
gens de miRNA s’originen a partir d'unitats de transcripci6
independents que sovint contenen agrupacions de miRNA."
Les funcions biologiques d’alguns dels miRNA han estat iden-
tificades en plantes i animals. S’ha vist que hi ha miRNA im-
plicats en el control de la mort cellular i la proliferacié cel-

lular en mosques,"

en la regulacié de la diferenciaci6 del
llinatge hematopoetic en mamifers.'? en el patronatge neuro-
nal en nematodes' i en el control del desenvolupament de la
fulla i la flor en plantes." Més recentment, el descobriment
que el miRNA /et-7 regula I'expressié del protooncogen RAS
tant en Caenorhabditis elegans com en humans, juntament
amb les observacions segons les quals els nivells d’alguns
miRNA es veuen reduits en una varietat de cancers, obre la
possibilitat que alguns miRNA actuin com a gens supressors
de tumors."” Recentment hem aillat un complex que contenia

9. PaLamNIK et al. (2003); Tanc et al. (2003).

10.  Robricuez et al. (2004).

11. BRENNECKE e al. (2003); Xu et al. (2003).

12, CHeNet al. (2003).

13, JonnstoN i HoerT (2003).

14, AuKerRMAN et al. (2003); CheN et al. (2004); EMERY el al.
(2003): PALATNIK e al. (2003).

15, JomnsoN et al. (2005); GreGory, R. 1. i SHIEKHATTAR, R.
(2005).



drosha i que constitueix la maquinaria cel-lular responsable
del processament del pri-miRNA a pre-miRNA.'® Aquest
complex, «microprocessador», conté drosha i la proteina
d'uni6 a RNA de doble cadena DGCR8, un gen delecionat en
la sindrome de DiGeorge."” La sindrome de DiGeorge produ-
eix deficits congenits al cervell i al cor i afecta un de cada
4.000 nounats.

Independentment si 'origen dels petits RNA de 21-23 nt
és a partir del processament de miRNA endogens o de RNA de
doble cadena exogens. els petits RNA resultants s6n incorpo-
rats com a RNA de cadena simple en un complex ribonucleo-
proteic, conegut com a RISC (complex de silenciament induit
per RNA)." El complex RISC és guiat fins als mRNA diana
pel siRNA o el miRNA i depenent del grau de complementari-
etat entre el petit RNA guia i la seva diana. (¢ lloc un tall en-
donucleolitic de 'mRNA o, si no, una repressi6 de la traduccié.
Si el siRNA o el miRNA és totalment complementari a la seva
diana, I'endonucleasa de RISC talla 'mRNA en un lloc proxim
a la meitat de la complementarietat del siRNA (o miRNA),
mesurant des de I'extrem 5” del siRNA i tallant entre els nucle-
otids que s’aparellen en els residus 101 11 del siRNA." Enca-
ra que RISC ha estat purificat en cel'lules de mosca i humanes,
la seva composici6 polipeptidica exacta roman desconeguda.?
No obstant aixo, estudis recents han demostrat que la proteina
Argonauta2 (Ago2) és I'endonucleasa catalitica del complex

RISC.*!

16.  GRECORY el al. (2004).

17, Smonama et al. (2003); YAMAGISHI i SRIVASTAVA (2003).

18. Hammonp e al. (2001): SONTHEIMER i CARTHEW (2004).

19. Esastir et al. (2001a); Esastir et al. (20010).

20.  Hammonp et al. (2001): HUTVAGNER i ZaMORE (2002); Marri-
NEZ et al. (2002).

21. Lwet al. (2004); MEISTER el al. (2004).
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ForMACIO D HETEROCROMATINA CONDUIDA PER RNAT

El genoma dels eucariotes esta empaquetat en forma de cro-
matina, la unitat fonamental de la qual és el nucleosoma.?? El
nucleosoma esta compost per ~146 pb de DNA enrotllats al
voltant d'un octamer d’histones que conté dues copies de cada
H2A, H2B, H3 i H4.? I.’heterocromatina és diferent estructu-
ralment i bioquimicament i és important per al manteniment
de la integritat del genoma. Les histones associades a I’hetero-
cromatina pateixen modificacions posttraduccionals dife-
rents, incloent-hi metilacio de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9).?* Addicionalment, proteines especialitzades no his-
tones estan associades amb aquestes configuracions repressi-
ves de cromatina. La proteina d'uni6é a heterocromatina 1
(HP1) és reclutada per metilacié H3K9 i és un component es-
tructural de I'heterocromatina pericentromerica en un alt
nombre d’especies divergents.”

Recentment s’ha trobat que components de la via de
RNAi estan implicats en la regulacio a escala de DNA i croma-

tina a Arabidopsis,*

a Drosophila,”" a Tetrahymena,® i a
Schizosaccharomyces pombe.? Significativament, aquests di-
versos exemples tenen en comu que en cada organisme hi ha
involucrat algun membre de la familia argonauta; aixo reforca
la hipotesi que les proteines argonauta formen la subunitat
central d'un nombre de complexos efectors diferents que uti-
litzen una seqiiencia especifica de reconeixement per diri-

22, Worrre (1998).

23, Luckr et al. (1997).

24, NAKAYAMA et al. (2001).

25, EIssENBERG i ELGIN (2000).

20.  ZwBERMAN ef al. (2003); CHAN et al. (2004).
27. PaL-BHapra ef al. (2004).

28, Mocrizuki et al. (2002).

29. Vorre et al. (2002); HavL et al. (2002).



gir-se ja sigui a RNA o a DNA.? Potser I'exemple més ben ca-
racteritzat és el del centromer a Schizosaccharomyces pombe.
Curiosament, es va trobar que petits RNA inicien aquestes es-
tructures d’heterocromatina, i estudis genetics van identificar
tres gens de RNAi requerits: una RNA-polimerasa dirigida per
RNA (Rbp1), dicer, i un membre de la familia argonauta,
Agol, que esta codificat per la fissi6 del llevat.’" La delecié de
qualsevol d’aquests gens resulta en una perdua del silencia-
ment del gen reporter integrat en repeticions centromeri-
ques.” A més a més, aquests RNAi mutants resulten en una
reduccio de la metilacio H3K9, i en una deslocalitzacio de
Swi6 (l'ortoleg HP1 de llevat) respecte al centromer. L’hete-
rocromatina implica arranjaments en tandem de repeticions
d’una seqiiencia, les dues cadenes de DNA d’aquestes repetici-
ons son transcrites™ i aquests RNA de doble cadena sén pro-
cessats per dicer a petits RNA de ~22-25 nt, que es creu que
serveixen com a guies per dirigir els complexos efectors de
RNAI fins a la cromatina que conté repeticions.™ Dicer també
és necessaria en céllules de vertebrat per a la formacié de
I’heterocromatina centromerica.* Recentment s’ha aillat el
complex d’iniciaci6 del silenciament génic transcripcional in-
duit per RNA (RITS) a Schizosaccharomyces pombe i conté
Agol, la proteina chromodomain Chp 1, aixi com també Tas3,
una proteina de funcié desconeguda, i siRNA, que sén com-
plementaris a les repeticions centromeriques.”® RITS és neces-
sari per a la formacié de I'heterocromatina, encara que el me-
canisme a través del qual RITS dirigeix la modificacio

30, KIDNER i MARTIENSSEN (2004).

31. Voree et al. (2002); HaLL ez al. (2002).

: Vorre et al. (2002).

Vorre et al. (2002).

REINHART i BARTEL (2002).

Fukacawa et al. (2004); KaxeLLorouLou et al. (2005).
VERDEL el al. (2004).
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d’histones i la formacié d’heterocromatina és desconegut, de la
mateixa manera que es desconeix si RITS s™uneix al DNA del
gen diana o bé a 'RNA transcrit a partir de les posicions diana.

A part de la formacio de I'heterocromatina centromeri-
ca dirigida per RNAi en llevats, 'RNA de doble cadena adre-
cat a seqiiencies de DNA de promotors genics desencadena si-
lenciament transcripcional en plantes,®” i informes recents
suggereixen que aquesta via també podria existir en humans.*
La introduccié exogena de siRNA dirigits a illes CpG del pro-
motor d’E-cadherina va resultar en una metilacio del DNA,
aixi com també una metilacié de les histones (H3K9) de la
regi6 del promotor, i aixo es correlacionava amb la regulaci6 a

la baixa de I'expressié genica d’E-cadherina.®

CONCLUSIONS

Des del comencament de la déecada del 2000 fins ara s’han
descobert centenars de miRNA tant en plantes com en ani-
mals. La recerca actual esta explorant els possibles papers
d’aquests miRNA en desenvolupament i fisiologia. Aquest és
un nou camp de recerca fascinador amb un ampli potencial
per ajudar a entendre més bé la regulacio genica i per desen-

volupar terapies noves i eficaces.
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