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letters to nature

ARN EN LA REGULACION DE LA SINTESIS
PROTEICA / FUNCIONES CELULARES

Potent and specific

genetic interference by
double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans

Andrew Fire*, SiQun Xu*, Mary K. Montgomery*,
Steven A. Kostas*t, Samuel E. Driveri & Craig C. Mello:

1998, Nature: La inyeccion de ARN de doble
cadena en el gusano C. elegans producia una
inhibicion potente y especifica a la cadena de

ARN inyectada.



* E| descubrimiento se extendio a otros
modelos animales: |a era del ARN de
interferencia.

* Aplicacion Experimental: La inhibicion
especifica de la expresion de genes
permite realizar ensayos de pérdida de
funcion (knockdown) en virtualmente
todos los genes codificantes de proteina.




La revolucion fue tan profunda que tan solo 8 afios después de la publicacion

de este articulo, se les concedio a los autores de este trabajo el premio Nobel
de Medicina.

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
‘ Andrew Z. Fire, Craig C. Mello

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006

Nobel Prize Award Ceremony

Andrew Z. Fire Craig C. Mello
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MicroRNAs (2001)

ARN pequenos (18-20 nucledtidos).

Enddgenos (codificados por nuestros
genes).

Utilizan la maquinaria del ARN de

interferencia (DICER y RISC).
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MicroARNs y Cancer

« Componentes de la maquinaria celular que procesa los microARNs y los
microARNSs por si mismos se han encontrado implicados en procesos que
afectan a diversas patologias (entre las que se incluye el cancer). como
proliferacion, diferenciacion y apoptosis, etc.

« MicroARNs se han encontrado mutados o con expresion aberrante en

cancer.

« Algunos microARNs (oncomiRs) son capaces de regular genes que
presentan un papel fundamental en el desarrollo del cancer.

Representative miRNA involved in cancer, proposed role (TS, tumor suppressor; OG, oncogen) and
representative targets tested experimentally

miRNAs Role

miR-15¢ miR-16-1 TS
let-7 family - TS
miR-34 family TS
miR-17-92-1 cluster oG
miR-21 0G
miR-155 oG
miR-372 miR-373 0G

Representative targets fested experimentally
BCL2
RAS family, HGMA2, MYC, CDK6, CDC25
E2F3, CDK4, CDKé6, CCNE2, BIR3, DCR3, BCL2
E2F fomily
PTEN, TPM1,POCD4

TP53INPI

LAST2

Medina PP & Slack FJ, Cell Cycle 2009



La familia de microARNSs Jet-7

Lethal-7 (let-7) fue descrito en C. elegans por primera vez.
Fue el primer microARN descubierto en humanos.

En humanos la familia de microARNs esta compuesta por 12
genes, que codifican 9 microARNs maduros.

hsa-let-7a-1
hsa-let-7a-2
hsa-let-7a-3
hsa-let-7b
hsa-let-7¢
hsa-let-7d
hsa-let-7e
hsa-let-7f-1
hsa-let-7f-2
hsa-let-7g
hsa-let-7i
hsa-mir-98
family seed

Genome position
09:95978060-95978139
11:121522440-121522511
22:44887293-44887366
22:44888230-44888312
21:16834019-16834102
09:95980937-95981023
19:56887851-56887929
09:95978450-95978536
0X:53600878-53600960
03:52277334-52277417
12:61283733-61283816
0X:53599909-53600027

TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGGTTCTGTGGTT
TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT
AGAGGTAGTAGGTTGCATAGT
TGAGGTAGGAGGTTGTATAGT
TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT
TGAGGTAGTAGTTTGTACAGT
TGAGGTAGTAGTTTCTGCTGT
TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT

*GAGGI:AGQ*********!***



Evidencias de su funcion como supresor
tumoral en cancer de pulmon I:

let-7 pierde su expresion en el proceso carcinogeénico.
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El 44% de las muestras perdian mas de un 80% de la expresion de let-7

Takamizawa et al, 2004.



Evidencias de su funciéon como supresor
tumoral en cancer de pulmon ll:

El pronostico de los pacientes esta directamente
correclacionado con los niveles de expresion de /et-7.
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Relative A549 cell number

Evidencias de su funcién como supresor
tumoral en cancer de pulmon ll:

La inhibicion de let-7 promueve la division de las lineas celulares de
cancer de pulmon, y la expresion de /et-7 inhibe su proliferacion.

* Inhibition of /et-7 promotes proliferation
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Evidencias de su funcién como supresor
tumoral en cancer de pulmon lll:

let-7 regula negativamente la expresion de oncogenes importantes:

Ras oncogene family (HRAS, KRAS, NRAS)

let-7 HGMA2
MYC o
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¢Funciona /let-7 como un gen supresor tumoral
in vivo?

Valor terapeutico de |la reintroduccion de let-7:

- Modelo de Xenotransplante de cancer de pulmon.
(synthetic let-7).

- Modelo de cancer de pulmoén inducido por KRAS G12D
(lentivirus let-7).

Repercusiones de la inhibicion de la actividad de let-7:

- Modelo de cancer de pulmoén inducido por KRAS G12D
(antimiRs).
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Inhibicion del crecimiento de tumores
xenotransplantados de cancer de pulmoéon mediante
la introduccion de oligonucleétidos let-7

Lung cancer (H460) xenografts 20 days Xenograft

~
o
o

-— miR-NC

1 == let-7b

1 —&— PBS
-—a— SiPORT

s 8883
S S S S 9

tumor size (mm?)

ot

{ njections
] Lol 5 R T

e 5 8 1114 3 20 29
days

Controls:

*  miR-NC: microRNA scramble

* siPORT: vehicle (transfect agent)
* PBS: empty




La administracion de let-7 en xénografts H460 reduce la

proliferacion y viabilidad celular.
H&E Ki-67 (proliferation marker)

: let-7b
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(scramble microRNA control)

v viable cells

d non viable cells. #¢ SiPORT
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let-7 inhibe la expresion de RAS, CDK6 and CDC25
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/ Conclusiones \

« La administracion de /et-7 en xénografts H460 reduce la
proliferacion y viabilidad celular.

/et-7 inhibe la expresion de RAS, CDK6 and CDC25

\_ /
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let-7 inhibe la expresion de la familia RAS
(Johnson et al 2005).

B6;129-Kras2™4TV LSL-KRAS G12D lung cancer mouse model
Strain Code: 01XJ6

KRAS gene
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Efecto terapeutico de la expresion ectopica de
let-7 en el modelo de cancer de pulmon
inducido por KRAS G12D

LSL-KRAS G12D 10 weeks l6t7 4 weeks
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El tratamiento con /et-7 reduce la proliferacion celular y la carga tumoral
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La expresion ectopica de /et-7 reduce la proliferacion

celular y la carga tumoral
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Inhibicion de /let-7 mediante antimRs en el
modelo de cancer de pulmon KRAS G12D

LSL-KRAS G12D 7 weeks
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Anti-/et-7 incrementa la carga tumoral en el modelo
de cancer de pulmon KRAS G12D
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f Conclusiones \

*La expresion ectopica de /let-7 reduce la proliferacion celular vy
la carga tumoral en el modelo animal de cancer de pulmon
KRAS G12D.

*Anti-let-7 aumenta la formacion tumoral en el modelo animal
de cancer de pulmon KRAS G12D.

let-7 es un supresor tumoral in vivo y la reintroduccion de su
ctividad puede tener un valor terapeéutico.




