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Introduccié

En els darrers anys s’ha evidenciat un interésxeneien
l'estudi dels microRNAs (d'ara endavant miRNAs).h&’
descobert que tenen un paper destacat en difareiédties,
com ara neuroldgiques, cardiovasculars, digestiVies i tot

s’han postulat com a possibles dianes terapéutiquegota
manera, bona part dels estudis s’han centrat erarap de
'oncologia (1). La seva implicacié en diferentstidtats

bioldgiques es deu, principalment, a la seva ppawo en la
regulaci6 de processos cel-lulars tan destacats m
diferenciacio, el desenvolupament, la proliferaci@poptosi
(2).

Aquest document se centra en revisar com actueniBIEAs
sobre diferents aspectes relacionats amb el delsgavoent
del cancer de colon i recte (CCR) i com el seudigbot
influr en la detecci6 precog, el pronostic o
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ladurant decades,

quimiosensibilitat (3). La seva analisi, tot i ge® considera
molt prometedora, es troba en una fase inicial, qua

probablement sera necessari recérrer un llarg edans de
poder posar en practica els coneixements assofitgaldra
aprofundir tant en aspectes metodologics (materiditzat

per la seva analisi, variables preanalitiques, abtracio)

com en la identificacié dels candidats més adeqfetsells
de miRNAS) i en la interpretacié dels resultatsirapits (4).

Actualment, tot i trobar-nos en un moment emergést,
habitual que se'n faci referéncia en publicacionge e
centren a revisar la utilitat de nous biomarcage@sCCR (5—
9).

1.1 Definicio i descripcio dels miRNAs

El genoma huma conté milers de regions no codificaque
per la manca d'evidencia de

la seva
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transcripcio i per tant d’'una suposada no part@dpa®n la
codificacio o traduccié a proteines, s’han consitddDNA

temps és capac d'unir-se al mRNA diana i regulasdaa
expressié mitjancant I'aparellament especific deebaa la

brossa. Procediments basats en la sequenciaciooda nregié 3' no traduida (3'UTR) a través d’una seqignie 2-8

generacio rjext generation sequencingn angles) i les
micromatrius (nicroarrays en angleés) han demostrat que
aquestes regions no codificants sén transcritesfodma
generalitzada, evidenciant que fins al 75 % debgemhuma
és transcrit a RNA, tot i que menys del 2 % codiffer a
proteines (10). Aquesta enorme fraccié del trapsmma
huma inclou una quantitat important d’'RNA funciopald no
codificant (ncRNASs) (11). De forma general aquestRNAS
es classifiquen en tres grups en funcié de la sevgitud:
ncRNAs de mida curta, mitjana i llarga. Els miRNi#&smen
part dels ncRNAs de mida curta. Es tracta de fragsne
d'RNA de cadena uUnica d'uns 19 a 25 nucleétids gse
troben tant en el regne vegetal com animal i qtexvanen en
la regulacio post-transcripcional. El seu descobnirdata de
'any 1994, quan es va descriure-inun ncRNA curt, en el
nematodeéCaenorhabditis elegan(d2).

1.2 Sintesi dels miRNAs

Els miRNAs se sintetitzen a partir de dues viesrdificiades
(canodnica i nocanonica) que tenen lloc al nuclitoptasma
cel-lulars (Figura 1). L'origen és comi en ambdues, on
els gens dels miRNAs son transcrits per 'RNA peliesa |l.
En la via canonica els miRNAs primaris (pri-miRNA$n
processats dins el nucli a través de I'RNasa tipilis
coneguda com a Drosha, generant un precursor drons
nucleodtids (pre-miRNA). A la via nocanodnica, en \darls
pre-miRNAs sén generats a partir de processos #iggede
la sintesi de 'RNA missatger (mRNA), sense pagsarla
digesti6 de la Drosha. A partir d'aquest punt anasduies
tornen a ser comunes, i els pre-miRNAs sén recdsqIgr un
transportador (Exportin 5) que facilta el seu pab
citoplasma. Al citoplasma, una altra RNasa tipug I

nucledtids a I'extrem 5’, denominada regio llaveedd region
en angles). La complementarietat entre els miRNAglsi
corresponents mRNAS pot ser parcial o total, ocasib una
supressio de la traduccié o degradacid, respecgmantn
mMiRNA pot unir-se de manera sequencial a diferefRNAs

i un sol mRNA pot ser objectiu de diferents miRNAsdent
regular I'equilibri de diferents processos cel-isla
Recentment també s’ha descrit que independentnmenrad

unid dels miRNAs als 3'UTR dels mRNA, aquests son

capacos d'unir-se també a la regié 5’ no tradusddTR) o al

marc obert de lectura (ORF, sigles de I'anglpen reading
framg, ambdds localitzats en regions codificants, aoesit

l'activacio de la traduccié dels mRNA. Tanmateixrdge
aquests dos ultims models no estan del tot aceepdiafjue és
d’esperar que els ribosomes que rastregen les 5’'UER

OREF eliminin els miRNAs units.

Definir les funcions dels miRNAs s’ha convertit &t un

repte, ja que el descobriment de nous gens quéicqueti per
miRNAs creix de manera exponencial, presentant-se
panorama cada vegada més complex (12).

1.4 Participacié dels miRNAs en el cancer

Els ncRNAs més estudiats en el desenvolupamentadeler
sén, amb diferéncia, els miRNAs. S’ha vist que exfipdels
miRNAs en teixits amb preséncia de cel-lules makg@és
diferent al dels teixits normals, observant-se g&ughiferencies
entre diferents tipus de tumors.

S’ha demostrat que el rol dels miRNAs és clau en
tumorogeénesi, actuant de forma similar als oncogeras
gens supressors.

Les alteracions que afavoriran el desenvolupameintahcer
es classifiquen basicament en dos tipus; per umaabas

coneguda com a Dicer, escindeix el pre-miRNA de lepoden produir modificacions epigenétiques, com &a

estructures en forma de forquilla, i el miRNA madenerat
s’uneix al complex RISC (acronim de lI'angRBlA-induced

hipermetilacié, i per laltra alteracions genétigugue en
definitiva acabaran afectant la sintesi dels pRINAs, i en

silencing complex configurant el que s’anomena miRISC, conseqiiéncia, dels miRNAs madurs, i per tant lesancions
gue juntament amb la proteina Argonauta, actua @m amb el mMRNA diana.

regulador transcripcional.

Aquest procés, que esquematicament es diferendia aa
part nuclear (enzim Drosha) i una part citoplascaaenzim
Dicer), cal que estigui molt ben regulat sobretativell de
I'enzim Drosha perqué és considerat el punt méie cté tota
la sintesi. Tanmateix, se sap que un elevat nondare
miRNAs madurs estan localitzats a nivell nuclear,laa
mitocondria o dins de petites vesicules; d’aquimportancia
gue tenen els processos nocanodnics en la sintasiRAS.
Concretament, s’ha demostrat que els miRNAs presaht
nucli cel-lular poden regular la maduracié d'alim@®NAs, o

fins i tot es poden unir també a altres ncRNA Harg

modificant la seva expressio i maduracio (12).
1.3 Funci6 dels miRNAs

La funcié dels miRNAs va ser descrita per primeggada a
finals de segle XX. El seu punt clau se centraaeari6 del

Una de les primeres associacions observades eidre
miRNAs i el desenvolupament del cancer va serefattié del
miR-15 i miR-16 en la leucémia linfocitica croniate
cel-lules B. S’ha observat també la seva partiagipaa el
desenvolupament del cancer de mama i ovari i taeé
melanomes, principalment a partir de miRNAs logzali$ en

regions fragils de cromosomes. Recentment tamb@ s’h

demostrat que alteracions que afecten els gensaglitquen
TARBP2 (proteina que forma part del complex RIS@ger i

Exportin 5, tots tres involucrats en la sintesi mMERNAS,

tenen un paper rellevant en la transformacié malide les
cel-lules (2).

2. Metodologia

2.1 Variables preanalitiques en I'analisi de
MiRNAs

miRNA madur al complex RISC (miRISC) que al mateixLes diferencies en la recollida, manipulacié i gssament de
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les mostres, la variabilitat biologica interindival i els
controls de qualitat emprats constitueixen una faolet
variabilitat considerable en I'analisi dels miIRN@s).

A continuacié es descriuen tres variables preagadis
fonamentals: l'extraccid6 d’'RNA, el control de qteli i

I'estabilitat dels miRNAs. De la seva estandarditzadepén
en bona part, minimitzar la variabilitat del diagtié basat en
I'estudi dels miRNAs.

Extraccié de miRNAs

Els miRNAs es poden extreure d'una amplia gamma
mostres biologiques, en fresc 0 emmagatzemadesmipier
d’extraccio organica (per exemple, amb fenol i @lorm), a
través de procediments basats en columnes i filoes
fonamentats en particules magneétiques. Es necegsad,
optimitzar l'extraccié del
comparatius dels diversos procedimemts existeotsserven
diferencies en els resultats obtinguts segons sfueactiu
utilitzat per aillar I'RNA total (mirVana, Exiqon iRCURY,

es produien miRNAs addicionals durant el procés de
coagulacio. A més, els diferents tipus d'anticoagtsl poden
influir en els resultats. Aixi, Kinet al. (23) van observar que
les concentracions de miR-16 i miR-223 s6n mésdsaamb
heparina i més altes amb oxalat, mentre que ambAEDT
s’obtenen resultats similars al serum. L’hemoksnbé és un
factor que afecta I'analisi d'alguns miRNAs, indiomiR-16,
miR-451, miR-92a i miR-486-5p, que son alliberatsr p
eritrocits, un fet a tenir en compte, com es coa@nimeés
endavant, a I'hora d’identificar miRNAs en la fenaque a
més de miRNAs provinents del colon se’n poden datec
d’altres provinents del sagnat de les lesions quesdm

deresents.

També es recomana eliminar les plaquetes per zaralitls
miRNAs en plasma, aixi com utilitzar tubs amb gglaradors
guan s’estudien en sérum (24, 25).

El temps que passa entre l'extraccid6 de la mostra

miRNAs ja que en estudisl'aliquotacid del plasma o sérum també afecta etsltats,

encara que segons la majoria dels autors, els m&RBk
biomarcadors estables. A més, McDoretldl (26)mostraren
gue els miRNAs son estables a temperatura ambigaht24

miRNeasy, TRIzol) (14-16). Aixi per exemple, segonshores i refrigerats o congelats fins a 72 hores.dlstant,

McAlexanderet al. (17), el reactiu Exigon miRCURY Bio-
fluids supera els altres procediments d'aillamefRNé
provats amb plasma, incloent els reactius ExiqolhiGdant,
TRIzol, mirVana i miRNeasy. Per contra, Kret al (18)
suggeriren que amb el reactiu miRNeasy de Qiagartesiia
de 2 a 3 vegades més concentracié d’'RNA que arrdnetiu
mirVana.

Control de qualitat

El control de qualitat de 'RNA és essencial pealdrar la
quantitat, la puresa i la integritat de I'RNA. Hahiment, la
qualitat de I'RNA s'avalua mitjancant una combiéade
procediments basats en I'espectrometria d'absonoi@cular
a l'ultraviolat (UV) i electroforesi en gels d'agae/
poliacrilamida o quantificacié6 basada en tints faszents.
Cada enfocament té inconvenients que poden afdatar
mesura dels miRNAs, com per exemple generacié darés
d'absorbancia enganyoses a causa de la presenBiblAl®
de reactius provinents de [I'extraccid. Alguns siste
comercials, com ara el sistema Bioanalyzer
'espectrometre NanoDrop™ i el
proporcionen excel-lents controls de qualitat d’RMéduint
la sobre o infraestimaci6 d’RNA en assaigs de d#dec
permetent la comparacio entre estudis.

Estabilitat dels miRNAs

En el plasma i el serum els miRNAs son resistefiisctivitat
endogena de I'RNasa, als canvis de temperatura pHie
extrems, a 'emmagatzematge perllongat i a mukigieles
de congelacio/descongelacié (19, 20). En plasma,

Rice et al (27), obtenint plasma en diferents moments,
demostraren que el temps fins a I'extraccié denmasflueix
en valors deACt en un 45 % dels miRNAs assajats. Sobre la
base d'aquests resultats, els autors recomandnateid en
plasma abans de les 12 hores.

2.2 Variables postanalitiques: normalitzacio de ledades

L'analisi de miRNAs requereix d’'una normalitzacicls
resultats obtinguts per tal de minimitzar la vaitiett de
dades. La variabilitat en la mesura dels miRNAsecassajos
es pot atribuir, com hem comentat anteriormentjferehts
fonts, com l'extracci6 de I'RNA, la quantitat i ditat
d'aquest, o l'eficiencia del procediment de la $@ipciod
reversa i de la reacci6 en cadena per la polimepaaatitativa
en temps real (QRT-PCR). La normalitzaci6 de lededaés
essencial per obtenir resultats homogenis entrerewpnts i
convertir les dades crues en resultats valids. rSfaa servir
diverses estrategies per tal de normalitzar -elsellsiv
d’expressio dels miRNAs, com ara la normalitzacdbael

(Adilent valor de cicle de quantificacié (Cq) promig de taits
fluorometre Qubit®, mMIRNAs mesurats en l'assaig (només per assajosuangoan

nombre de miRNASs), la normalitzaci6 amb un miRNA
endogen (miR-16, RNU6B, SNORDA43) i la normalitzacio
amb un control exogersgike-in controlen anglés), que és un
oligoRNA afegit durant I'extracci6 d’'RNA (cel-miR93 cel-
miR-54 i cel-miR-238). Actualment no hi ha consesbre
quin gen o control de referéncia és el més adegeat
normalitzar els resultats de la quantificacié delBRNAs.
Aixd continua sent el major obstacle per a la atilclinica
dels miRNAs ja que gairebé tots els estudis putsliaélitzen
lan procediment relatiu de quantificacio com la RTR per

resistencia a la degradacié6 és major quan els m&RNAdetectar I'expressié de miRNAs.

s’associen amb proteines Argonauta a l'espai efttalar
que quan es troben encapsulats en vesicules (Bah &escrit
diferéncies en la circulacié de les concentracibmsniRNAS

El miRNA de referéncia ideal hauria de ser indepandie la
variabilitat biologica, de l'estadi de la malaltia dels

entre plasma i serum. Waegjal (22) trobaren quantitats més tractaments, i amb una estabilitat, propietats tléexi6 i

elevades de miRNAs en serum que en plasma, suggeen

eficiencia de quantificacio similars als del miRNdana.
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Existeixen diversos algoritmes, com el programafgrm i
NormFinder, Utils per seleccionar el material déenéncia
més estable d'un llistat de candidats. No obstait,
normalitzador ideal, sobretot quan es treballa dimbids
corporals, no existeix (28) i I'ls de gens de mfera
endogens és controvertit. Actualment, no existeizemntrols
de referencia validats per I'analisi de I'express@miRNAs
en CCR i els diferents estudis publicats presenésultats
contradictoris (0 no homogenis o discordants). Bam¢t al

(29) realitzaren una revisié sistematica per tadleditificar
miRNAs de referéncia estables en CCR, excloennd@®NAs

gue regulen oncogens o gens supressors tumorals.

Els autors reportaren que diferents combinacionsmife-

En els ultims anys, alguns grups han suggerit tlasm
procediment de quantificaci6 absoluta com la reéacen
cadena per la polimerasa digital (dPCR) per quaeatifels
miRNAs ja que no requereix I'Gs d'un gen de refgeenté
una major sensibilitat que els procediments basatsla
reaccid6 en cadena per la polimerasa quantitati\RCR)
convencionals (35).

2.3 Procediments de deteccio de miRNAs

Després de l'aillament dels miRNAs de diferentugiple
mostres cliniques, aquests es poden analitzar vaéstrde

diferents procediments (Taula 1), que inclouen els

520d, miR-1228 i miR-345 proporcionen els miRNAs demicroarrays (36), la reaccié6 en cadena per la polimerasa

referencia expressats de manera més estable enne®s
plasma i teixit i que per tant es podrien utilitzar futures
investigacions com a gens normalitzadors. En cafamg et
al. (30) en un estudi en qué es valida un perfil dBNAS
pronostic per CCR, determinaren que miR-16 eraiBINA
meés adequat per la normalitzaci6 de I'expressié deRNAs.
No obstant, miR-16 pot ser inadequat ja que els s@tells
d'expressié poden veure's afectats significativamper
I'hnemolisi (25, 26).

Niu et al (31), d’altra banda, en el seu estudi per idieatif
els miRNAs de referéncia Optims per l'analisi mitant
gRT-PCR en pacients amb CCR i controls sans, pewspos

guantitativa en temps real (QRT-PCR) (37) la seqiaeio de
nova generacié (NGS, acronim de l'angiext generation
sequencing i el sistema d'expressid génicsanostring
nCounter(38). Aquestes sbn els procediments emprats en la
majoria dels estudis clinics relacionats amb pediéxpressio

de miRNAs. S’ha de tenir en compte que les proliesjoes

han de ser rapides, sensibles, precises, facileedézar i
rendibles per tal de ser practicades en el trejafidia.

Altres procediments existents per analitzar elsMAR, pero
utilitzats només en recerca, son els basats enetacad
electroquimica o potenciometria (39, 40), Northern Blot

miR-93-5p, miR-25-3p i mIiR-106b-5p com a gens de(41)ilaressonancia de superficie plasmonica (42)

referencia més adequats. No obstant, aquests fiRN AR
difereixen significativament entre els individusnsai amb
cancer de pulmo de cel-lules petites o cancer deamde
manera que no es poden utilitzar com a gens deerefia en
aquests dos tipus de cancer.

Quantificar I'expressié de miRNAs en plasma, sénualtres
liquids corporals mitjancant controls endogens
particularment dificil ja que no s'ha trobat camtool de
referéncia estable.

L'ds de controls exogenspike-in pot ser una solucié a
aquest problema (32). L'addicié d'un miRNA sinté&tiogen
(per exemple, els derivats deaenorhabditis eleganscel-
miR-39, cel-miR-54 i cel-miR-238, o deAfabidopsis
thaliana ath-miR-159a) a la fase fenolica permet moniarit
I'eficacia de la transcripcio reversa i de la gRTHR malgrat
que no té en compte la variabilitat bioldgica. Mt et al

Micromatrius (microarrays)

Els procediments basats ericroarrayss’usen per quantificar
un gran nombre de miRNAs simultaniament en un sshig.
Juntament amb el procediment basat en la qRT-P@Ras6
plataforma més utilitzada per avaluar I'expressmiRNAS

éconeguts. El métode en el qual estan basats ébriddtio

d'acids nucleics entre les molécules diana a aaalit les
corresponents sondes complementaries. Les sondes
complementaries poden ser de DNA, RNA o d'altreslsac
nucleics com ara acids nucleics bloquejats o LNZkd@im de
l'angléslocked nucleic acid

Els microarrays sén actualment la base dels procediments
d'alt rendiment més utilitzats per mesurar els ltEve
d’expressio de miRNAs (36, 43) i d'eleccié pel daea la
identificacié6 i validaci6 de nous perfils de miRNAs

(19) proposaren I'is combinat de cel-miR-39, cel-miRi54 Tanmateix elsnicroarraystenen un potencial molt limitat per
cel-miR-238 per quantificar I'expressid6 de miRNA$ e al descobriment de noves sequéncies de miRNAddgedcia
plasma. Sourvinoet al (33) en canvi va concloure que elsde la NGS), i no poden discriminar les variantsna'u

resultats milloren quan la normalitzacié6 es basa l&n
combinacio de controls exogens (cel-miR-39) i ermhdg
(miR-16), ja que es compensen les diferéncies nmistrals
en la recuperacié de miRNAs i en la sintesi de cDRAr

determinada espécie de miRNA ni tampoc distingtreean

miRNA madur i el seu precursor. D’altra banda, indenera
similar a la NGS, és possible realitzar I'analiaigh lela de
diferents mostres com, per exemple, mostres deemtaci

contra, McDonaldet al (26) demostraren que la imprecisio malaltsversuspacients amb abséncia de malaltia.

era més alta utilitzant el control endogen miR-1& @mb
'exogen cel-miR-39, perqué miR-161com ja hem

La quantitat d’RNA total inicial necessaria per als
microarrays és aproximadament 100-150 ng per assaig, la

esmentdll és susceptible a 'hemolisi. Els controls exdgensqual és molt menor que la quantitat necessaria per assaig

particularment cel-miR-39, semblen ser, per taatfdrma
optima de normalitzar I'expressi6 de miRNAs en abise
d'un control endogen ideal (34), tot i que calrtem compte
la variabilitat bioldgica per millorar la mesuradsleniRNAs.

de NGS £ 1000 ng). Aquest és un avantatge important dels
procediments amiicroarraysquan el volum de la mostra és
un factor limitant. El miRNA purificat primer és sfesforilat

a I'extrem 3' i marcat amb un fluordfor. El miRNArida
després almicroarray des de diverses hores fins a dies.



L. Foj et al./ In vitro veritas2019;20:4-21

Després de diversos passos de rentat, que elimunsevol
miRNA marcat no unit, s'escaneja la fluorescéna@analitza
les dades mitjangant eines bioinformatiques. Raeralisi de
les dades obtingudes amb el procediment amnapoarraysés
necessaria la normalitzacio.

Alguns dels desavantatges s6n que és un procedfgirat,
llarg, només proporciona quantificacions relativigs,baixa
sensibilitat i especificitat i pot ser costos sitiktzen acids
nucleics bloquejats (LNA) en el disseny de la sonda

Reaccid en cadena per la polimerasguantitativa en temps
real (QRT-PCR)

Actualment, els procediments basats en la gRT-P&@Rdg

La NGS també es pot utilitzar per mesurar petitsefis de
miRNAs d'un nombre gran de mostres, cosa que siéentel
treball quotidia al laboratori clinic. Alguns incamients és
gue continua sent unprocediment d’alt cost, sobtmparat
amb la gRT-PCR, consumeix molt temps, encara na est
totalment automatitzat, l'avaluacié de dades encarasta
estandarditzada, i malgrat que en recerca ja édawvapter,
encara no es practica en el treball quotidia aberktoris
clinics.

Sistema d'expressio génica Nanostring nCounter

La plataforma NanoString® nCounter (Nanostring
Technologies, Seattle, WA, EUA) és un dels sistemes

referencia gold standarden anglés) per a la quantificacié de emergents més prometedors per generar perfils d:REA

miRNAs. Es un procediment per mesurar I'expressits d
miRNAs individuals (o un nombre limitat), i s'hallittat de
forma rutinaria tant en mostres de sang (44, 46) de femta
(46, 47) per a la deteccid del CCR. Després d'allaniRNA,
aquest es converteix en cDNA mitjan¢cant PCR destirducio
reversa. La sequéncia dinterés s'amplifica i esunaeen
temps real mitjancant sondes fluorescents.

Com que els miRNAs tenen una longitud curte2
nucleotids), les cues poli (A) a I'extrem 3’ delRNA o I'Gs
d'encebadorsptimers en anglés)steem-loopespecifics de
miRNA permeten la transcripcié reversa, millorard |
sensibilitat i l'especificitat de deteccio de miRNAen
comparacio amb els encebadors lineals. Durant Facagio,
els productes de PCR poden ser monitoritzats &grde la
incorporacié d'un tint fluorescent, com el SYBR &rgo
mitjancant l'alliberament d'un fluoréfor d'una sand
Tagman® unida a la sequeéencia diana (37).

La gqRT-PCR és la base de procediments de trebatidig, té
alta sensibilitat i especificitat analitica, i éardt comparada
amb altres procediments. Tanmateix, €s sensible

tracta d'un sistema de rendiment mitja, basat dmbladacio
per mesurar els nivells d'expressio de mRNAs i mieN
capa¢ de detectar molécules d'acid nucleic espeefi a
partir de quantitats petites de mostra inicial samecessitat de
transcripcié reversa o d'amplificaci6 de cDNA (5@l

sistema es basa en un nou metode de codis de barres

moleculars i deteccid digital de molécules diandjam¢ant
I'ls de parells de sondes codificades per colarda@odi de
barres de color s’'uneix a una Unica sonda espadificdiana
corresponent al mMiRNA o gen d'interes.

Els perfils de miRNAs de nCounter s'utilitzen péeinciar
entre grups dintre de l'interval de referénciaupgrpatologics
en diferents malalties, entre elles el cancer §2), A més,
els panells s'han utilitzat amb exit per a l'eicacié dels
pacients (53).

En comparacié amb gRT-PCR o etgcroarrays NanoString
té diversos beneficis: és més rapid, el metodéoritiacio
utilitzat evita passos d'amplificacié i proporcionana
guantificacié absoluta, fets que redueixen el bidixmés, en
comparacié amb elsnicroarrays el procediment és més
sensible i proporciona un alt rang dinamic, permeigna

contaminants com ara nucleases o inhibidors de RFPCR millor deteccié de la desregulacio de I'expresss dniRNA.

requereix la normalitzacié de les dades.
Sequienciacio de nova generaci6 (NGS)
Els procediments basats en NGS s'utilitzen tantlpedlisi

de sequiéncies genétiques com també per la quaniificie
nivells d’expressié d’'RNAs (38, 48). Un avantatgela NGS

Tanmateix pero, un desavantatge important és quelaent
només esta disponible en laboratoris d'investigacio
especialitzats i no en laboratoris clinics de tilgiragramat.

3. miRNAs en el cancer de colon i recte

Els miRNAs associats al desenvolupament del CCRnsdlh

per sobre delsnicroarrays és que es poden quantificar lesnombrosos i presenten accions diverses, tant dctiga, com

sequéncies conegudes aixi com també identificaantficar
seqliéncies no conegudes. Resulta un procedimeadt taat
per al descobriment com per la validacié postedernous
perfils diagnostics o pronostics de miRNAs.

Igual que els microarrays també permet l'analisi de
I'expressio de multiples miRNAs de diferents mastea un
sol assaig, eliminant aixi factors que podrien ictpa
negativament en els resultats de I'analisi.

Un altre avantatge és el seu alt rang dinamic, pgrenet
quantificar amb precisi6 miRNAs altament expressats els
poc abundants al mateix temps en el mateix asSaiglment,
la NGS permet detectar i quantificar les isofornmksn
mMiRNA (49).

inhibidores, o de bloqueig de processos relacionaib la
transformacié maligna de les cel-lules. Els miRNés
classifiguen generalment en miRNAs supressors oher i

oncomiRs. Els oncomiRs sén aquells miRNA que inkére

gens supressors i els miRNAs supressors de tumioitseixen

els oncogens. L'any 2003 es va identificar per prartvegada
I'associacio entre els miRNAs i el CCR, veient-s® gniR-

143 i miR-145 estaven infraexpressats en teixiC@d&R quan
es comparava amb teixit normal. Els mecanismesiogiats
amb la progressi6 del CCR sén diversos, incloent
proliferacié cel-lular, la pérdua de regulaci6 aptipa, la
invasio, l'angiogénesi i la pervivencia de les Icéds

pluripotencials.

la
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La transformacié de la mucosa sana, des d'un adenommiR-92 va ser el primer candidat identificat enspta Util per

benigne o polip fins a arribar a un carcinoma nmajgés el
resultat d'una seérie d'alteracions en la senyalitzade
diferents vies com ara Whntfcatenina, EGFR, TGFE+ i
TP53, amb disregulacio de diferents miRNAs en caaa

Els miRNAs clau en la via Wnt son els de la familemiR-
135 i miR-34, aquesta darrera amb una importaritcgzacio
en la progressio del CCR. Altres miRNAs que tenem @
diana diferents gens d’aquesta via sén el miR-tR-29b i
miR-146a. S’ha vist que a la via EGFR intervenesv |JeaniR-
143, miR-145, miR-18a, miR-126, miR-21, miR-32 iRmxi
181. En la via TGF4, s’han identificat alteracions en la
regulacié de miR-21 i miR-135. Finalment, diferemi&RkNASs
s’han associat a defectes de TP53, principalmentdel la
familia miR-34, miR-125b i miR-215 que poden intmir en
aquesta via afavorint el creixement cel-lular praliferacio
del CCR (54).

al diagnostic preco¢ del CCR i es va descriureyl'af09.
Una metaanalisi publicada I'any 2014 va mostrar una
sensibilitat per la seva identificacio del 76 % amba
especificitat del 64 % (64).

La majoria de publicacions, generalment se cemrelestudi
dels miRNAs circulants davant I'aparicio del CCPoc en la
seva desregulacié davant lesions precursores; rstamth
Huanget al (65) van observar un increment en I'expressio
dels miR-92a i miR-29a en el plasma dels paciemth a
adenomes avancats quan es comparaven amb corands s
presentant una sensibilitat i especificitat comtb@sadel 73 %

i el 80 % respectivament. De la mateixa manera @$tauna
tendéncia en la desregulacié dels miR-30b (infreesqat) i
miR-486 (sobreexpressat) en la seqiéencia adenoma-
carcinoma (66)

Des d'un punt de vista practic s’ha demostrat gae IUn estudi recent que avaluava miR-15b, miR-17, 21R-

identificaci6 i estudi dels miRNAs pot ser util kEnvaloracio
de diferents aspectes del CCR, tant pel diagnpsticog, com
pel pronostic, i per l'avaluacié de I'eficacia déetactaments.
Se sap que els mMiIRNAs no només estan presents ¢zixls
neoplasics, sind que també estan presents enrdgdiquids
bioldgics. S’ha vist que es poden trobar circulatins
microsomes i microvesicules o units a proteines desn
Argonauta o a lipoproteines d'alta densitat (HDR).més,
també és possible detectar-los en la femta perela s
presencia en cel-lules de l'epiteli del tub diges(b5).
Aguesta revisio se centrara a I'estudi dels miRN#sulants
en serum i plasma i els presents en femta

3.1 Utilitat dels miRNAs en el diagnostic preco¢ de€CR

Actualment el metode d'eleccié per la deteccié pcedel

miR-26b, i miR-145 en plasma, va mostrar una sditatb
individual per la deteccié de CCR que oscil-lavaieeal 50 %

i el 72 % amb una especificitat entre el 52 % 6®1%; miR-

21 i miR-26b sbén els que van mostrar una millocafia
diagnostica amb arees sota la corba de rendimeagnhdistic
(ROC) (95 % IC) de 0,708 (0,616-0,799) i 0,702 (86
0,795), respectivament (67).

Bona part de la recerca s'esta centrant en elslipaoa a
partir de diferents miRNAs s’avalua quina és la boracio
més adequada. Un exemple és el de Wetngl (68), que
estudiant 723 miRNAs, va observar que el miR-409r3iR-

7 i miR-93 presentaven diferents graus de desreigutn els
pacients diagnosticats de CCR comparat amb el grup
d’'individus sans. L'ls combinat en plasma permetia
identificar la preséncia de CCR a diferents estadlisorals
amb una sensibilitat i una especificitat del 82 W& B9 %,

CCR és la colonoscopia. S’ha demostrat que és uja mirespectivament. En un altre estudi també s’obsgné no

excel-lent, arribant a reduir la incidéncia i lartalitat fins al
76 % i al 65 %, respectivament (56-58). Malauraddnes
tracta d’'un metode invasiu i no absent de complices; i el
seu cost economic fa que molts sistemes sanitariseln
considerin el métode de primera elecci6. Una ativa, per
evitar la realitzacioé d’'una colonoscopia a totgddblacio de
risc, és la utilitzaci6 de metodes no invasius gEeccionar
els individus als quals realitzar la prova. Entrguests
meétodes, aquells que es basen en la deteccid deasde
femta, ja sigui utilitzant el metode del guaiac trawvés de la
deteccié d’hemoglobina a la femta a partir de pilonents
immunoquimics, sén els més utilitzats en els progsa de
cribratge del CCR, principalment perqué s’ha demabsiue
també redueixen la mortalitat (59-61). A més, doiaat, son
els més cost-efectius. La sensibilitat de les mogae
detecten la sang en femta per detectar lesiongppésiques
és limitada tot i tenir una bona especificitat (&3). Per
aquest motiu s’estan avaluant altres marcadorsiferents
liquids biologics, obtenint-se sensibilitats i edfieitats molt
variables (7, 8); entre aquests marcadors, I'estdelis
miRNAs ha obert un camp forca prometedor.

s’evidenciaven diferéncies a I'hora de detectar GXCROlon
proximal o al distal (69).

Un altre treball realitzat en sérum utilitzant urangll
dissenyat a partir de miRNAs desregulats en akssdis
(let-7g, miR-21, miR-92a, miR-181b i miR-203) va strar
una sensibilitat i especificitat combinades del%3 91 %,
respectivament. Aquest mateix estudi va avaludicdieia
diagnostica per la identificacio del CCR (72 % stadis Il i
[ll) en les mateixes mostres utilitzant els marecadamorals
CEA (> 6.5 ng/mL) i CA19.9 (> 39 U/mL), observantau
sensibilitat del 35 % i del 23 %, respectivamen®)(7
Recentment, Zhanegt al (52) investigaren el potencial de 800
mMiRNAs circulants com a biomarcadors pel CCR i ades
en el serum de 21 pacients amb CCR, 19 pacients amb
adenomes i 21 controls sans mitjangant el sistéaralisi de
miRNA NanoString. Els miRNAs diferencialment exmas
es validaren en una cohort de 34 pacients amb G8Rmb
adenoma i 35 controls sans mitjangant qRT-PCR digligm
(Fluidigm Corporation, San Francisco, Californiafinc
proporcions (let-7b/ miR-367-3p, miR-130a-3p/miR34&p,
mMiR-148-3p/miR-27b, miR-148a-3p/miR-409-3p, i mMiR-2

Diferents miRNAs han estat avaluats com a possibleSp/miR-367-3p) es validaren per diferenciar elsigrats amb

candidats pel diagnostic preco¢ del CCR. Els estqde es
presenten se centren en la seva identificacié ¢ansang
(plasma i sérum) (Taula 2 i 3) com en femta (Tab)laEl

CCR d'aquells amb adenoma, amb arees sota la R
de 0,797 (95 % IC 0,659-0,935) i 0,732 (95 % IC1Q;6
0,851), en el grup de descobriment i de validacid,
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respectivament. D’altra banda, els valors obtingigs les
arees sota la corba per miR-17-5p/miR-135b, miRJHa
miR-135b, i miR-451a/miR-491-5p per diferenciar ipats
amb adenoma de controls sans foren de 0,831 (95 047D6-
0,956) en el grup de descobriment, i de 0,735 (98 %,619-
0,851) pel grup validacié. Els autors també realén una
analisi funcional, trobant que els gens diana ®atg
mMiRNAs estaven enriquits sobretot en vies reladesaamb
metabolisme i inflamacio.

La conclusié a la que s’arriba en tots els estpdisicats, és
que no existeix homogeneitat i que hi ha una cewaca
d’acord entre els resultats observats. S’han realdiferents
metaanalisis. En un d’aquests estudis, que padeix19

important en la transicid epiteli-mesénquima (ENIper tant

en la regulacié dels processos d'adhesio cel-duteavés d'E-
cadherina, s’ha observat una expressi0  sérica
significativament més elevada en aquells paciemeseadi 1V
comparats amb la resta d’estadis tumorals. Pea bkinda,
'expressié de miR-200c ha demostrat ser un fagtonostic
independent de Il'aparici6 de metastasis ganglionade
recidiva tumoral (74). L'estudi dinamic dels miRNAde la
mateixa manera que es fa amb els marcadors tumorals
classics, podria ser d'utilitat. En aquest septimiR-200c ha
estat estudiat de manera seqiiencial en paciemivinguts
quirargicament i tractats amb quimioterapia, obaet\se que
I'expressié en el serum retorna a la normalitat aguiells
pacients amb un millor prondstic; en canvi continua

publicacions on s'inclouen un total de 1558 pasientsobreexpressant-se davant la presencia de redigivaral o

diagnosticats de CCR i 1085 controls, la sensdbilit
especificitat agrupades van ser del 0.80 (IC 9573-®,85) i
0.84 (IC 95 % 0,78-0,88) respectivament. En agoegeix
estudi es va concloure que utilitzant diferents NAR
I'eficacia era superior a la de la utilitzacié d’sol miRNA,
probablement perqué un panell de miRNAs mostra aeena
més amplia diferents aspectes de la tumorogeéngsi (7
Altres autors, tractant d’emular la sistematicaleke proves
utilitzades en els programes de cribratge del CE€Ran
centrat en la identificaciéo dels miRNAs en femta, aamp
forca menys estudiat. S’han avaluat, de forma iddad,
miR-92a, miR-20a, miR-21, miR-221, miR-18a i miR414
observant-se diferéncies entre pacients diagnéstiletaCCR i
voluntaris sans. Aquests estudis han mostrat sétgque
oscil-len entre el 55 % i el 74 % amb especifisititre el 638
% i el 87 % (55). Altres miRNAs estudiats en femtee s’han
vist sobreexpressats en pacients amb neoplasialde, cén
el miR-106a, i el miR-135b; aquest darrer ha derabser un
bon indicador de neoplasia avancada (54). Es arewalguns
d'aquests miRNAs no provenen de les cel-lules rReopies
de la mucosa del colon, sind que es tracta de miRptApis
de cél-lules sanguinies provinents del sagnat siéekons,
com és el cas del miR-451 i miR-223 propis delsdits i de
les cél-lules mieloides, respectivament (72). Tanstiéa
suggerit que la combinacié de miRNAs en femta sipla pot
incrementar la seva eficacia diagnostica. Un esezBnt que
avalua de forma conjunta miR-223 i miR-92a en femnta
plasma, assoleix una sensibilitat per la identti¢adel CCR
del 97 %, amb una especificitat del 75 % (47).

3.2 Pronostic

Bona part dels estudis sobre miRNAs se centrea detkeccio
precog del CCR i de les seves lesions precursiopes,tant en
lintent de reducci6 de mortalitat i d'incidéncia,
respectivament. Tanmateix pero, també cal dispd&anes
que complementin les existents en I'avaluacié dehgstic
dels pacients diagnosticats en els estadis noalside la
malaltia, ambit en qué els miRNAs estan prenenipaper
rellevant. Aquest camp es va iniciar amb un priestudi en
el qual s’establia una clara relacié entre I'expieslel miR-
200c i la supervivéncia (73). A partir d’'aquell memb, altres
treballs han anat demostrant la relaci6 entre elifsr
miRNAs, tant sobreexpressats com infraexpressat®l i
pronostic del CCR. Centrats en el miR-200c, un nARN

10

metastasi a distancia (75).

Un altre bon candidat és el miR-21; s’ha vist gaegment
de la seva expressio és també un factor prondstependent
i que es correlaciona amb la seva expressi6 eih t@ig).
Resultats similars han estat observats en altedmlts, on
'expressiéo de miR-21, en pacients amb CCR o adesom
avancats, es troba incrementada tant en sang (squasma)
com en femta (46, 67, 77—-79). Contrariament, existm
estudi on I'expressié en sérum de miR-21 es cari@ia de
forma inversa amb l'aparicid6 de recidives localamb la
mortalitat (80). Les raons per aquests resultassodiants
poden ser diverses, des de diferéncies en el macent de
les mostres, la quantificacid dels miRNA o finsot &n la
normalitzacié de les dades, ja que habitualmentladiont
més frequent de variabilitat en aquest tipus ddist(81, 82).
També s’ha observat que I'expressio de miR-29aR-81 en
plasma, abans de la cirurgia, permet diferencianeks
pacients que presentaran una recidiva tumoral giedsno la
presentaran, i de la mateixa manera, augmentserpréssio
plasmatica de miR-31 en el seguiment dels pacients
intervinguts s’han associat a un risc de recidres vegades
superior a la dels pacients que no les present&mmquest
mateix estudi es va observar també una associati@ e
I'expressio en el plasma dels miR-141 i miR-16 rist de
presentar recidiva tumoral (83).

La majoria de miRNAs en plasma que s’associen a mal
pronostic estan sobreexpressats, pero hi ha udigsiblicat
en el que es va observar una sobreexpressio de24adp,
miR-320a i miR-423-5p després de la cirurgia enedgu
pacients que experimentaven una milloria clinicantme que
es trobaven infraexpressats en els pacients qusemeyen
lesions preneoplasiques o neoplasiques, i en castaiven
sobreexpressats davant la preséncia de malaltematoria
intestinal. Aquest fet suggereix que el seu moait® pot ser
també (til en I'avaluacio del pronostic dels patseamb CCR
(84). Actualment, la publicacié d’estudis que aealuel
miRNAs com a factor pronostic és constant.

3.3 Tractament

Els miRNAs han estat també proposats com a possible
candidats per a la deteccid de resisténcia a dgigisn
farmacs quimioterapics. Aquests estudis se cemneal seu
paper en la induccié de la quimioresisténcia i @mseqiéncia
a I'éxit del tractament i el pronostic dels pacef85). De tota
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manera, aquest camp és el menys estudiat de tats
'actualitat els treballs que se centren en laitatildels
miRNAs circulants per avaluar I'eficacia dels teaments i la
resisténcia a quimioterapics és forca limitat, j& ¢p majoria
d’estudis es fixen en la desregulaci6é del miRNAs$egxit.

El primer estudi conegut es va centrar en avalaficacia de
la pauta FOLFOX (5-fluorouracil/leucovorina/oxaéfl) com

a tractament de primera linia en CCR avangat. Hresiq

estudi, a partir de 168 miRNAs, se’n van selecdiariac

i supervivencia inferior. Altres miRNAs en els quédas'vist
gue la seva sobreexpressié en plasma desprésadi&lnient
estava associada a recidiva local i metastasi tandis son
miR-155, miR-200c, i miR-210 (75); per altra banda,
sobreexpressio de miR-126 durant la quimioterapsm@ada

al tractament antiangiogenic amb bevacizumab, s’ha
relacionat amb una mala resposta terapéutica (91).

4., Conclusions

(miR-222, miR-144, miR-221, miR-19a, miR-122) que

complien una série de criteris de desregulacio ipnéent
establerts. Es va realitzar la seva validacido enp&6ients
responedors i 36 resistents al tractament de pairiieia i es
va evidenciar que miR-19a era I'inic mMiRNA que praava
una desregulacio significativa, sobreexpressaensel serum
d'aquells pacients que presentaven resistencia bFE®,
mostrant una eficacia representada per l'area lsotorba
ROC de 0,68 (95 % IC 0,53-0,82) i presentant umaib#itat
del 67 % i una especificitat del 64 % (86).

Un altre estudi que avaluava també la resisténcinaapauta
FOLFOX modificada, va observar a la cohort de \adid
composta per 93 responedors i 80 pacients amhéesis al
tractament quimioterapic que miR-20a, miR-130, rhiFs;
miR-216 i MiR-372 estaven sobreexpressats entre 3,1
vegades en el sérum del control inicial d’aquedlsignts que
presentarien posteriorment resisténcia a oxalipghsht capac
de diferenciar, a partir d'un algorisme, ambdospgramb una
eficacia representada per I'area sota la corba ROC.92 (95
% IC 0,87-0,96) (87).

S’ha vist també, que en pacients intervinguts i
posteriorment reben un tractament adjuvant
fluorouracil, la sobreexpressié de miR-17, miR-2ipiR-92

en sérum després del darrer cicle s'associa a mdeca les cél-lules malignes.

resposta i per tant a recidiva tumoral (88).
En un altre estudi, centrat en avaluar la respalsti@actament

quéxisteixen nombrosos mMiRNAs associats al
amb Hresenten accions tant activadores, com inhibidarede

Els miRNAs son fragments d’'RNA de cadena Unica sI'li@
a 25 nucleodtids de llargada que formen part deiiN#s de
mida curta que intervenen en la regulacio posttnapcional.

Se sap que els miRNAs que es troben en teixits@hhiles
malignes s’expressen de forma diferent als delgitdei
normals, existint també diferéncies en funcié delsis de
tumors.

Les diferencies en la recollida, manipulacié i gssament de
les mostres, la variabilitat bioldgica interindivad i els
controls de qualitat emprats constitueixen una font
d’inconsisténcia considerable en [l'andlisi dels N#R.
Aquest fet obliga a una normalitzacio dels ressiltaitinguts
per reduir la seva variabilitat.

Els miRNAs, un cop aillats, es poden analitzaraaés de
diferents procediments, que es basen principalmemt
elsmicroarrays la qRT-PCR i la NGS.

CCR que

blogueig de processos relacionats amb el desera/iemt de
Generalment es classifiqeen
oncomiRs i mMiRNAs supressors, segons inhibeixkptessio
de gens supressors tumorals o d'oncogens, resgeetiy.

neoadjuvant en pacients amb cancer de recte lonalme

avancat, es va observar abans del tractament
sobreexpressio de miR-125b en el serum d’aqueliepis no
responedors (89).

Altres grups s’han centrat a avaluar I'expressils daRNAs

uradia d’'avui existeix I'evidéncia que I'estudi detiRNAs en

diferents liquids biologics, pero sobretot en serpfasma i
femta, presenta utilitat en I'avaluacio de difeseaspectes del
CCR, tant pel que fa al diagnostic precog, conrah@stic i a

en plasma. Kjersenet al (90), partint del plasma de 12 la valoracié de I'eficacia dels tractaments.

pacients responedors i 12 pacients resistents lplata van
examinar I'expressio de 742 miRNAs abans i despigs
tractament de 4 cicles de 5-fluorouracil/oxaliplatiquells
miRNAs que presentaven un grau més elevat de ddaoid

L'analisi dels miRNAs és molt prometedor perd eacés
necessari assolir experiéncia abans d'utilitzaralda practica
clinica. Sera indispensable aprofundir tant en &spe

es van validar en una cohort composta per 150 macie metodoldgics (liquids bioldgics, variables preadiies,
observant que miR-106a, miR-484 i miR-130b estavemormalitzacié) com en la selecci6 dels candidats atents i
sobreexpressats, abans del tractament, en el pldisapaells  en la interpretacio dels resultats obtinguts.

pacients no responedors. D’altra banda es va dostambé

gue la sobreexpressio de miR-27b, miR-148a i miR-32

s’associava a un interval lliure de recidiva még quan es

comparava amb els pacients que no els presentaven

sobreexpressats; a més, aquells en els que s'abserv

sobreexpressio de miR-326 presentaven també una

11
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Procediment | Avantatges Limitacions Referéncies
Microarray - D'elecci6 per la identificacié i| - Sondes especifiques
validacio de nous perfils de - Requereix equips especialitzats
mMiRNAs. - Falta de reproductibilitat entre diferents
- Reactius comercialment plataformes
disponibles -Requereix temps i personal qualificat (36, 43)
- Cobertura amplia de gens - Normalitzacié de dades complicada
- Es poden processar multiples| - No es poden processar multiples mostrgs
mostres simultaniament simultaniament

- Potencial limitat per al descobriment de
noves sequencies de miRNAs

gRT-PCR - Goldestandard per mesurar | - Cobertura limitada de gens
I'expressio de miRNAs - Requereix normalitzacié de dades
individuals
- Alta especificitat i sensibilitat (37)

- Assequible per laboratoris de
treball programat

NGS - Sequenciacié i quantificacio de- Analisi de dades no estandarditzat
nivells d’expressié de gens. - Alt cost
- Cobertura amplia de gens - Requereix temps i personal qualificat
- Es poden processar multiples
mostres simultaniament (38, 48, 49)

- Permet el descobriment de
nous miRNAs
- Permet detectar polimorfismes

Nanostring - Més rapid i sensible que - Només disponible en laboratoris
microarraysi RT-qPCR d’investigacié actualment (50-52)
- Quantificacié absoluta

Taula 1. Comparacié dels principals procediments de di&tetz miRNAs.
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Plasma
miRNAs Expressié | CCR/A/Controls ASC ROC Sensibilitat | Especificitat Observacions Referéncia
miR-223 + 191/0/153 0,71 (0,65-0,77) 66 % CCR 77 % Combinacié femta i plasma )
miR-92a + 0,75 (0,69-0,81) 76 % CCR 77 9% |Millora ASC ROC fins a 0,91
miR-15b + 0,62 (0,54-0,71) 50 % CCR 69 %
miR-17 + 0,66 (0,56-0,74) 68 % CCH| 63 %
Combinacié de 5 miRNAs
miR-21 + 80/0/80 0,65 (0,56-0,74) 71 % CCR 53 % | juntament amb CEA millora (67)
- ASC ROC fins a 0,82
miR-26b + 0,71 (0,63-0,79) 73 % CCR 56 %
miR-145 + 0,63 (0,54-0,72) 63 % CCR 61 %
miR-29a + 0,84 (0,79-0,90) 69 % CCR 89 %
0,77 (0,67-0,87) 62 % AA 85 % | En combinacié s'obté una ASC

100/37/59 ROC per CCR de 0,88 (0,83- (65)

miR-92 + 0,84 (0,78-0,90) 84 % CCR 71% |0,94)i0,77 (0,67-0.88) per AR
0,75 (0,64-0,86) 65 % AA 81 %

miR-20a + 100/0/79 0,59 (0,51-0,67) 46 % CCHR 73 % miR-20a s'associa a tumors (©2)
miR-106a + 0,61 (0,52-0,69) 74 % CCR 449 |indiferenciats
miR-34a +

53/64/28 Desregulats a A i CCR (93)
miR-150 -
miR-221 + 103/0/37 0,61 (0,49-0,72) 86 % CCR 41 % Proo@str supervivencia (94)
miR-506 + 0,75 (0,66-0,82) 61 % CCR 77 % ASC ROC combinada 0,76

56/0/70 0.67-0.82 (45)
miR-4316 + 0,74 (0,66-0,82) 84 % CCR 619 |(0.67-0,82)
miR-24 - 0,84 (0,79-0,89) 78 % CCHR| 84 %

Sobreexpressié en pacients due
miR-320a - 111/59/130 0,89 (0,85-0,93) 93 % CCH 73 % | responen al tractament (84)
- quimioterapic

miR-423-5p - 0,83 (0,78-0,89) 92 % CCR 77 %
miR-96 + 40/0/10 0,74 (0,65-0,83) 65 % CCH 73 % Prongsticsupervivencia (95)
miR-375 - 88/0/40 0,75 (0,65-0,84) 77 % CCH 64 % (96)
miR-200c + 28/0/86 0,75 (0,68-0,82) 64 % CCR 73 % ASC ROC combinada 0,84 7)
miR-18a + 0,80 (0,74-0,87) 73 % CCR 799 [Sen84.6%/Espec 75,6 %
miR-19a +
miR-19b + 42/0/53 0,84 (0,76-0,92) 79 % CCR 79 % (69)
miR-15b +
miR-18a 0/40/53 0,64 (0,52-0,75) 72 % AA 57 % (69)
miR-532-3p +
miR-331 +
miR-195 +
miR-17 +

45/16/26 0,87 (0,76-0,98) 88 9% A 64 % (98)
miR-142-3p +
miR-15b +
miR-532 +
miR-652 +
miR-431 + 45/16/26 0,83 (0,73-0,93) 91 %CCH 57 % (98)
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miR-139-3p
miR-409-3p
miR-7 22/0/27 0,90 (0,75-0,95) 82 % CCR g9 g | REsultats delpanellenlasere 50,
de validacio
miR-93
miR-601 0,79 (0,72-0,87), | 83 % CCR 69 %
90/43/58 (99)
MiR-760 0,68 (0,58-0,79) 72 % AA 62 %

Taula 2. Capacitat diagnostica individual i combinada derénts miRNAs en plasma. .
CCR: cancer colorectal; AA: adenoma avancgat; Anade,; +: sobreexpressat; -: infraexpressat; AS€aAota la corba.
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Serum
miRNAs Expressié | CCR/A/Controls ASC ROC Sensibilitat | Especificitat Observacions Referéncia
miR-21 + 0,71 (0,64-0.77) o o
Distribucié grup de validacip
miR-29a + 148/12/77 0,74 (0,67-0,80) (8/128 versus52) Combinadg  (77)
) 0,83 (0,77-0,88)
miR-125b + 0,81 (0,74-0.86)
miR-29b - . 0,87 (0,80-0,96) 77 % CCR 75 % Conelacionats _inversameft ;0
miR-194 - 0,85 (0,79-0,93) 72 % CCR 809 |amb estaditumoral
miR-103 + 0,66 (--) 56 % CCR 75 %
miR-720 + 114/0/32 0,63 () 58 % CCR 569 |Descens de lexpressio despres ;g
de la cirurgia
miR-21 + 0,68 (--) 55 % CCR 84 %
miR-155 + 146/0/60 0,78 (0,71-0,84) 58 9% CCR 95 g5 | IMPacCte en  supervivencia i 4,
progressio
miR-210 + 268/0/102 0,82 (0,78-0,86) 75 % CCR 749 | IMPACIE en supervivencia |1 ;o)
progressio
miR-196b + 103/51/100 0,81 (0,75-0,87) 87 % CCR 63 % Setititat en adenomes (103)
miR-139-3p - 0.99 (0,99-1,00) 97 % CCR 98 %
117/0/90 (104)
miR-622 + =) 88 % CCR 68 %
miR-18a ’ ) No tots els miRNA: t
o tots els MiRNAs expressgts
iR-20. N 30/0/26 ) en tumor es detecten en sérum (105)
miRrR-29a ---
miR-30b - ()
11/20/10 (66)
miR-486 + ()
miR-145 - 0,87 (0,84-0,91)
miR-106a + 175/0/130 0,81 (0,77-0,86) | 79%ccrR | 83%CCR ﬁ)sgs_ggg combinada 0.83 14g)
miR-17-3p + 0,78 (0,73-0,83)
let-7g +
miR-21 +
miR-31 - . e s . L
83/0/59 0,92 (0,87-0,98) 96 % CCR gg o |Millora leficacia diagnosticp 7
iR-92a ] ~=e B8, de CEA i CA19.9
miR-181b -
miR-203 -
miR-19a-3p + 0,85 (0,79-0,90)
miR-223-3 + 0,89 (0,83-0,93 ,
i 120/50/70 ( )| samccr 92 % Aosgl 58; combinada 0,95 47y
miR-92a-3p + 0,87 (0,81-0,92) (0,91-0,98)
miR-422a - 0,84 (0,78-0,89)

Taula 3. Capacitat diagnostica individual i combinada derdnts miRNAs en sérum. .
CCR: cancer colorectal; AA: adenoma avancat; Anad®; +: sobreexpressat; -: infraexpressat; AS€aAota la corba.
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Femta
miRNAs Expressié | CRC/A/Controls ASC ROC Sensibilitat | Especificitat Observacions Referéncia
miR-106a + Obtencio de miRNAs a partir
10/09/2010 de tubs d'hemoglobina en (79)
miR-21 + femta
0,79 (--) CCR 78 % CCR . .
miR-135b + 104/169/109 680 | Reduccio de lexpressio (108)
0,71 (—) A 73 % AA després de la cirurgia
72 % CCR . ”
miR-92a + 88/57/101 0,78 () CCR 73% Eeduc,c'o de l'expressio (46)
56 % A esprés d'extirpar AA i CCR
miR-20a + 198/199 /198 0,73 (0,68-0,78) 55 % CR 82 % 09)1
56 % CCR o 3
miR-21 + 88/57/101 0,64 () CCR 73% Seduc,c'o de l'expressio (46)
44% A esprés d'extirpar CCR
miR-221 + 1087190 1198 0,73 (0,68-0,78) 62 % CRQ 74% | asC ROC combinada 075 10
miR-18a + 0,67 (0,62-0,72) 61 % CRC 69 % (0,70-0,80)
miR-144 + 35/0/40 0,83 (--) 74 % CRC 87 % (111)
miR-106a + 117/0/107 34 % CRQ 97 % (112)
miR-223 + 77 % CRC 96 %
17/0/28 (72)
miR-451 + 88 % CRC 100 %
miR-223 + . 0,80 (0,73-0,86) 77 % CRQ 65% | Combinacis femta i plasma .
miR-92a + 0,75 (0,68-0,81) 61 % CRC 829 [Mmillora ASCROC finsa 0,91
miR-4478 - 0,70 ()
40/0/16 (113)
miR-1295b-3p - 0,71 ()
miR-143 -
38/0/13 (114)
miR-145 -
- 0,78 ()
miR-223 - 80/0/51 0,65 (--) (115)
miR-224 - 0,74 ()

Taula 4. Capacitat diagnostica individual i combinada derdnts miRNAs en femta. .
CCR: cancer colorectal; AA: adenoma avancgat; Anade,; +: sobreexpressat; -: infraexpressat; AS€aAota la corba.
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