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MicroRNAs: Introduccio

»MicroRNAs (miRNAs or miRs):
molecules petites RNA no codificant

DNA “”% S ¢ 4 que regulen negativament I’expressio
GV génica.
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MicroRNAs: Introduccio

- Descoberts inicialment en C.elegans,
com a reguladors del desenvolupament.

(Ambros et al.;
Ruvkun et al. 1993)

- Deteccid dels miRNAs en humans. Descobriment del let-7 (uvkun et al. 2000)

>2500 miRNAs humans. Regulen traduccié de més del 60% dels gens que
codifiquen per a proteines.

Regulacié de multiples processos biologics:

Desenvol men Diferenciacio
Metabollsme

/ miRs supressors tumorals

T~

miRs oncogens (oncomiRs)

- Un miRNA pot regular d'1 a centenars de gens diana, i, a la vegada, un
MRNA pot ser diana per a un o varis miRNAs.



MicroRNAs: Introduccio

- L'expressio de miRNAs es troba alterada en els teixits tumorals vs els teixits
sans.

MicroRNA expression profiles classify human
cancers
Jun Lu™**, Gad Getz'*, Eric A. Miska®*1, Ezequiel Alvarez-Saavedra®, Justin Lamb!, David Peck’,

Alejandro Sweet-Cordero™, Benjamin L. Ebert"*, Raymond H. Mak'*, Adolfo A. Ferrando®, James R. Downing®,
Tyler Jacks™®, H. Robert Horvitz” & Todd R. Golub'**
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MicroRNAs circulants: prometedors biomarcadors no-invasius

MiRNAs estan presents en sang

Circulating microRNAs as stable blood-based i poden ser detectats en serum i
markers for cancer detection p|asma

Patrick S. Mitchell*®, Rachael K. Parkin®*, Evan M. Kroh*®, Brian R. Fritz*%, Stacia K. Wyman®,
Era L. Pogosova-Agadjanyan®, Amelia Peterson®, Jennifer Noteboom/, Kathy C. O"Briant™*, April Allen®*,

=1 ] Daniel W. Lin!****, Nicole Urban**, Charles W. Dreschertt, Beatrice S. Knudsen®®, Derek L. Stirewalt?, Cell Research (2008) 18:997-1006.
vd Robert Gentleman®™, Robert L. Vessella’®*, Peter 5. Nelson*Y, Daniel B. Martin®sé, and Muneesh Tewari*.77 ©2008 IECE, SIBS, CAS  All vights resenved 1001-060208 § 30.00 @
Divisions of THuman Biclogy, "Clinical Research, and TPublic Health Sciences, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA 08105; www nature comicr
- $5|nstituta for Systems Biology, Saattle, WA 98103; IDepartment of Urology, University of Washington, Seattle, WA 08195;
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Characterization of microRNAs in serum: a novel class of
biomarkers for diagnosis of cancer and other diseases
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- Alliberament passiu
(apoptosi/ necrosi cel.lular)
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-Alliberament actiu
(cél.lules tumorals/microambient)




Aplicacions de la recerca en miRNAs per a estudis traslacionals




Estudi I: Classificacié molecular del cancer colorectal basat en perfils

d’expressio de miRNAs

Imaging, Diagnosis, Prognosis

Unique miRNA Profiles

Colorectal Cancers with Microsatellite Instability Display

Resultats Microarray:

N-C Lynch MSI
|

a-miR-365

a-miR-24-1*
hsa-mil R-133b
hsa-mil R-99a
hsa-miR-192*
hsa-miR-125b-2*
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-340
hsa-miR-181¢c
hsa-mil R-656
hsa-miR-454
hsa-miR-490-3p
hsa-mil R-129*
hsa-miR-20b*
hsa-miR-363
hsa-miR-214*
hsa-miR-101*
hsa-miR-30c-2*
hsa-mil R-551b
hsa-miR-137
hsa-miR-582-3p
hsa-miR-138
hsa-mil R-603
hsa-miR-647
hsa-mil R-220b

a-miR-1228*
hsa-mil R-1290
hsa-mil R-1826
hsa-mil R-583
hsa-miR-300
hsa-miR-1321
hsa-miR-1183
hsa-miR-622
hsa-mil R-1184

hsa-miR-302b*
hsa-mil R-938
hsa-mil R-1238
hsa-mil R-544
hsa-miR-612

n=74 training set and n=82 test set

Els perfils d’expressio de miRNAs en teixits
tumorals poden discriminar entre diferents
subtipus de CCR: tumors esporadics MSI, MSS i
els hereditaris sindrome de Lynch.

Aixo pot contribuir a millorar el diagnostic,
pronostic i tractament del CCR.

IN-C

(Balaguer F, Gironella M et al. Clinical Cancer Research, 2011)



Estudi Il: miRNAs plasmatics com a biomarcadors no-invasius per a la

deteccid precoc¢ del cancer colorectal

CLINICAL GASTROENTEROLOGY AND HEPATOLOGY 2013;11-681- 688

Circulating MicroRNAs as Biomarkers of Colorectal Cancer: Results
From a Genome-Wide Profiling and Validation Study

Objectiu:

Analitzar la capacitat del perfil de miRNAs plasmatics de diferenciar pacients amb neoplasia
colorectal avancada (AA or CCR) dels individus sans, per tal de trobar nous biomarcadors no-
invasius per al cribatge del CCR

ENCOMEWNN  aa.ccn  (esultats Microarray

d=0.05

R-5209

13 miRNAs
(Giralaez MD, Gironella M et al. Clinical Gastroenterology and Hepatology, 2013)



Estudi Il: miRNAs plasmatics com a biomarcadors no-invasius per a la

deteccid precoc¢ del cancer colorectal

Resultats qRT-PCR
n=135
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(Giraldez MD, Gironella M et al. Clinical Gastroenterology and Hepatology, 2013)



Estudi lll: Nous biomarcadors basats en miRNAs per a la deteccio precoc

del cancer de pancrees

ORIGINAL ARTICLE

MicroRNAs for Detection of Pancreatic Neoplasia

Biomarker Discovery by Next-generation Sequencing and Validation in 2 .
Objectius_ Independent Cohorts o N
_ _ _ Resultats NGS (n-15) .y
-Analitzar el miRNoma de 'adenocarcinoma NZARN
ductal pancreatic (PDAC) i de la lesi6 1733 miRNAs s
precursora tumor papilar mucinds intraductal
(IPMN) mitjiancant NGS. @ FDR < 0.05
: . : : PDAC
-Sel.leccionar i validar miRNAs amb potencial oo G
com a biomarcadors que puguin ser detectats
en mostres ECO-PAAF. ﬂ FC > 2; mean counts > 400
Resultats qRT-PCR (n=141)
A) NGS set B) qRT-PCR s=et
S . E— __—-I-II- m . @ max |QR-|0g intra_group=1_4

QRT-PN @

“* (Vila-Navarro E, Gironella M et al. Annals of Surgery, 2016)




Estudi lll: Nous biomarcadors basats en miRNAs per a la detecci6 precoc

del cancer de pancrees

AUC ROC miRNA (PDAC vs H)
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(Vila-Navarro E, Gironella M et al. Annals of Surgery, 2016)



Estudi IV: Nous biomarcadors no-invasius per a la deteccid precoc del

cancer de pancrees

Objectiu:
-Analitzar el potencial dels miRNAs obtinguts

a I'estudi anterior com a biomarcadors no-
invasius en mostres de plasma .

Metodes:

Prospective collection of 182 plasma samples from Hospital Clinic of Barcelona and Hospital
Universitario of Donostia: (94 PDAC; 19 IPMN; 21 CP; 51 Healthy)

Plasma Separation
U al 1.600g, 107, 4°C + L al 16.000g, 10°, 4°C

7/ N

Circulating microRNAs Extraction CA19.9 Analysis

miRNeasy MiniKit; Qizgen . .
( 4 gen) Carbohydrate Antigen Detection

1 {CORE Laboraory; Biomedic Diagostic Centar;

Anzlysis of 17 candidate microRNA by qRT-PCR
+ celmiR-39 (Normalization) 1

N\

Evaluation of their diagnostic potential

Hospital Clin ¢ of Barcelona)

+ miR-451 (Hemolysis control)
{ lagMan; Life Technologies)

(unpublished results)

Resultats en plasma:

17 miRNAs
(n=182)

1 ppac

16 miRNAs p<0.05

1 miRNA
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-Alguns miRNAs individuals tenen una millor
capacitat de diferenciar els pacients amb
PDAC dels individus sans que el CA19.9.

-Algunes combinacions de miRNAs junt amb el
CA19.9 milloren la capacitat discriminativa
arribant a valors AUC de 0.94.




Estudi V: Funcioé dels miRNAs en la oncogénesi digestiva a través de

I’estudi dels seus gens diana

RESEARCH ARTICLE

MiRComb: An R Package to Analyse

miRNA-mRNA Interactions. Examples across

Five Digestive Cancers
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Venn diagram for miRComb miRNA-mRNA interactions between
5 digestive cancers.

(Vila-Casadesus M, Gironella M et al.Plos One, 2016)



Estudi VI:Estudi funcional de miRNAs sel.eccionats en la oncogéenesi

pancreatica a través de I’estudi dels seus gens diana

miRComb PDAC
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(work in progress)
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