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¢El analisis de variaciones genéticas en tejido renal puede
identificar las distintas formas de enfermedad renal cronica?
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H Objetivos

Identificar genes que se expresan de forma diferente
en células aisladas del glomérulo y del tdbulo renal. La
desregulacion de estos genes podria relacionarse con
el desarrollo de la enfermedad renal cronica (ERC).
Para verificar esta hipdtesis se comparan los niveles de
expresion de estos genes con los estudios de polimor-
fismos genéticos asociados al riesgo de ERC. Se trata
asi de superar la limitacién de analizar el tejido renal
total, que podria reducir la capacidad para identificar
genes que se expresan de forma diferente en un com-
partimento renal y no en el otro.

B Antecedentes e hipotesis

En los ultimos anos se han publicado varios estudios
casos-controles para buscar polimorfismos del genoma
asociados al riesgo de ERC. Para ello se comparan las
frecuencias de los genotipos de miles de estos polimor-
fismos en series grandes de sujetos con y sin ERC, de-
finiendo esta de forma heterogénea en su origen (ne-
fropatia diabética, filtrado renal reducido, etc.). Estos
estudios han identificado polimorfismos concretos
asociados al riesgo de ERC con una confianza estadis-
tica muy alta, pero salvo algunas excepciones no se
han podido relacionar esos cambios en la secuencia del
ADN con diferencias en la funciéon o expresion de ge-
nes concretos. La mayoria de estos estudios han com-
parado la expresion de genes a nivel del ARN mensa-
jero —ARNm— (el transcriptoma) entre tejido renal de
sujetos con genotipos diferentes.

En un estudio previo del transcriptoma de 96 muestras
de tejido renal, los autores del trabajo comentado iden-
tificaron 5 genes entre un grupo de 83 polimorfismos
asociados a la ERC seguin estudios previos de polimorfis-
mos de todo el genoma (estudios GWAs, o genome
wide association studies)'. Entre estos genes cuya expre-
sioén parece estar desregulada en el tejido renal se halla-
ban UMOD y SHROOM3, también relacionados con la
ERC mediante modelos animales. Para muchos polimor-
fismos relacionados con el riesgo de ERC, no se han po-

dido constatar diferencias de expresién en genes concre-
tos analizando el tejido renal total. La capacidad para
poder analizar qué genes se expresan en células aisladas
lleva a los autores a poner a prueba la hipdtesis de que
en su origen la ERC podria no ser tanto una enfermedad
especifica de 6rgano como especifica de célula. Asf, las
diferentes causas de ERC derivarian de células diferentes,
por lo que un andlisis del transcriptoma en tejido renal
total tendrfa un potencial limitado para identificar genes
desregulados en las distintas formas de ERC. En este sen-
tido seria méas efectivo investigar el transcriptoma de
células concretas, como las del glomérulo o el tubulo.

B Diseino y metodologia

Estudio de 151 tejidos renales de sujetos sin enferme-
dad renal. No se especifica el origen de las muestras,
aunque las caracteristicas de los donantes se resumen
en una tabla dentro del material suplementario?, des-
tacando que eran de origen europeo, menores de
60 afos y con un filtrado glomerular medio por encima
de 75 ml/min/1,72m?. Se realizé una evaluacién histo-
l6gica rigurosa para asegurarse de que todos los teji-
dos no tenian alteraciones estructurales que podrian
afectar a los resultados del estudio de expresion géni-
ca. Al mismo tiempo, la proporcién de los diferentes
tipos celulares serfa similar entre todos los tejidos.

Se pudieron aislar células tubulares y glomerulares en
121y 119 de las muestras empleando microdisecciéon
manual, que segun los autores reduciria la heteroge-
neidad celular de los 2 compartimentos celulares; asf
se permitié caracterizar de forma maés precisa el trans-
criptoma especifico de cada uno.

Para cada muestra de células tubulares y glomerulares
se secuencié su transcriptoma; es decir, se determiné
el nimero de copias de todos los ARNm presentes en
cada muestra, lo que daria una idea de la abundancia
de cada uno en el grupo celular correspondiente.
Para todos los donantes se determiné el genotipo de
polimorfismos repartidos por todo el genoma, siguien-
do una aproximacion experimental tipo GWAs.
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A continuacion se determind si habia algun grado de B Estadistica

correlacion entre los niveles de cada ARNm y los geno- Test estadisticos para comparar niveles de expresion
tipos de las muestras procedentes de glomérulo y tu- medios entre los diferentes grupos, bien entre genoti-
bulo. Para cada polimorfismo se identificarian asi ge- pos de un polimorfismo concreto o bien entre célu-
nes expresados de forma diferente seguin el genotipo las tubulares y glomerulares, entre otros el test de la t
en los 2 compartimentos celulares. de Student.

B RESULTADOS PRINCIPALES

En primer lugar se confirmé que algunos genes “caracteristicos” del epitelio tubular renal estaban mas expresados en las muestras
aisladas del tubulo (p. ej., SLC12A1 y SLC34AT). Por el contrario, genes ya conocidos como especificos de glomérulo se expresaban
de forma casi exclusiva en las muestras de glomérulos.

Varios genes que se han relacionado con el riesgo de desarrollar sindrome nefrético se expresaban de forma preferente en muestras
de glomérulo, mientras que genes relacionados con tubulopatia proximal aparecen mas expresados en las de los tubulos. Estos
datos se pueden tomar como un control de calidad para validar el procedimiento empleado para aislar los 2 compartimentos celu-
lares y la fiabilidad de anélisis del transcriptoma.

En cuanto a la relacion entre los polimorfismos genéticos y las diferencias en la expresion de genes, en las muestras del tdbulo se iden-
tificaron 4.081 transcritos, cuyos niveles diferian para un total de 389.454 polimorfismos, frente a 4.081 genes para 389.454 poli-
morfismos en el glomérulo. Se debe tener en cuenta que varios polimorfismos pueden relacionarse con diferencias en la expresion
de un mismo gen. Mediante un metaanalisis se pudieron definir 417 genes especificos del tubulo, 674 especificos del glomérulo y
3.493 compartidos entre las 2 localizaciones.

Si se comparan los resultados con los de estudios que relacionaron GWAs (polimorfismos repartidos por todo el genoma) con los
niveles de expresion en tejido renal total, el analisis diferenciado de glomérulo y tubulo permitié identificar varios genes nuevos. Esto
se debe a la asociacion con los niveles de expresion en un compartimento, pero no en el otro. Como ejemplo, la expresién de LRRC3
diferia entre los genotipos del polimorfismo rs2838917 en el tubulo, pero no en el glomérulo o en el tejido renal total. La situacion
opuesta se observé para el polimorfismo rs3068 y el gen ANXA2 en el glomérulo.

A continuacién, los autores analizan sus resultados comparandolos con los de los polimorfismos que se han asociado con el riesgo
de ERC en varios estudios casos-controles que emplearon tecnologia GWAs. Identifican un total de 32 genes con resultados con-
cordantes. Para algunos hay pruebas de su papel en la ERC mediante modelos animales. De los 32 genes, solo en 5 podrian relacio-
narse los polimorfismos con cambios en el transcriptoma renal total, mientras que en los otros 27 habria diferencias entre los
2 compartimentos celulares. En este punto, los autores llegan a varias conclusiones.

— Polimorfismos que apuntaron a genes codificantes de proteinas reguladoras de varios metabolitos estarian asociados a diferencias
en el transcriptoma tubular.

— Los genes con expresion diferencial en el tdbulo son sefalados por polimorfismos asociados a varias enfermedades renales, como
la nefropatia IgA (inmunoglobulina A).

— La tasa de filtracion glomerular mostraria un mayor grado de asociacién con genes especificos de tubulo.

— Los genes especificos de glomérulo se relacionaban con polimorfismos asociados a la ERC, y también a la presion arterial.

En un estudio previo, los autores habfan secuenciado el transcriptoma de células renales murinas aisladas (a escala de una sola
célula) e identificaron 16 tipos celulares diferentes. Para refinar alin mas su hipétesis de que la expresiéon diferencial de genes
implicados en la enfermedad renal serfa especifica de célula, los autores determinan los niveles de los 27 genes especificos de
tubulo o glomérulo en estos tipos celulares. Un total de 23 genes estarian expresados de forma preferente en células concretas,
en lugar de en todos los tipos de células renales, con una abundancia de genes candidatos para la ERC en células epiteliales del
tubulo proximal.

Finalmente, los autores fijan su atencion en 2 genes concretos, C9 (Complement C9) y DAB2 (Disabled homolog 2). Un polimorfis-
mo cercano a estos genes (rs11959928) se habia asociado al riesgo de ERC en varios estudios GWAs, pero sin diferencias de expre-
sién entre los genotipos cuando se analizd el transcriptoma de tejido renal total. Sin embargo, el polimorfismo de riesgo se asocié
a mayores niveles de DAB2 en el tubulo, pero no en el glomérulo. Mas aun, al analizar los 16 tipos celulares renales, los autores
concluyen que la expresion de DAB2 esta limitada a las células tubulares proximales y a los macrofagos. Para confirmar el papel de
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DAB?2, los autores crearon un ratéon modificado genéticamente para reducir su expresion en el epitelio tubular, pero no observaron
anomalfas funcionales o histoldgicas en estos animales. Sin embargo, al inducir dafo renal mediante acido félico, los ratones mos-
traron una reduccion del ARNm de DAB2 y un menor grado de expresién de marcadores de fibrosis al compararlos con ratones
normales. Por tanto, este modelo animal confirmaria lo sugerido por el estudio del transcriptoma de los compartimentos renales,
gue relacionaba un polimorfismo con el riesgo de ERC a través de un incremento en la expresion de un gen concreto (DAB2) espe-
cificamente en el epitelio tubular.

Coémo se relaciona la expresion de DAB2 con la fibrosis y la ERC? A través de andlisis de células tubulares cultivadas, los autores
muestran que una reduccion de su expresion conlleva menores niveles de proteinas profibroticas inducidas por el factor de creci-
miento transformador beta (TGF-B), lo que les lleva a concluir que DAB2 es un gen que regula la actividad profibrética del TGF-8
en las células tubulares. Por tanto, un mecanismo genético que se asociase a diferencias en sus niveles de expresién (como el poli-
morfismo rs11959928) podria condicionar el riesgo de desarrollar ERC.

B CONCLUSIONES DE LOS AUTORES

Los autores cuantifican los transcriptomas de células aisladas del glomérulo y del tdbulo renal y lo comparan con polimorfismos de
todo el genoma. Se trata de identificar qué polimorfismos muestran diferencias de expresién para genes concretos en cada com-
partimento celular. Esta aproximacion supera la limitacion de analizar tejido renal total, en la que se podria no identificar diferencias
de expresion que sean especificas de compartimento.

Esta aproximacién experimental les permitio identificar varios polimorfismos de riesgo para la ERC, que en algunos casos explicaba
la relacién entre los genotipos y la enfermedad a través de diferencias en la expresion en los compartimentos glomerular o tubular.
Los estudios de tejido renal total no habrian aclarado la relacién entre esos polimorfismos y genes concretos. Para validar su apro-
ximacion experimental, los autores se centran en un gen concreto, DAB2, y llegan a relacionar un polimorfismo asociado al riesgo
de ERC con diferencias en la expresion en células del epitelio tubular. Asimismo demuestran en un modelo murino que la expresion
de este gen condicionaria el nivel de fibrosis renal regulando la actividad del TGF-8

Bl CONCLUSIONES DEL REVISOR

Se trata de un estudio metodolégicamente muy amplio y complejo, que parte de una hipétesis atractiva: las diferentes formas de
ERC se podrian explicar por desregulacién de genes en células especificas. Es decir, se tendria que hablar en su origen de enferme-
dades a nivel celular mas que a nivel del érgano completo. Para demostrar la hipdtesis analizan la expresion de genes en células
diseccionadas del tubulo y del glomérulo, y relacionan las diferencias en los niveles de los ARN con varios polimorfismos que se han
asociado al riesgo de enfermedad renal. A la luz de este estudio habria que revaluar los patrones de expresion del genoma en todos
los tipos de ERC, ya que en muchos casos se han identificado polimorfismos de riesgo para una forma concreta de la enfermedad,
pero no se ha podido justificar su relacion causal analizando tejido renal total. Quizas un analisis individualizado de los tipos celula-
res arrojarfa luz al respecto.

Una limitacion del estudio es que el tamafio muestral es limitado, con 121y 119 muestras de los 2 compartimentos renales, por lo
que, al analizar miles de polimorfismos del genoma, muchas de las diferencias de expresion entre los genotipos no serian reales. Los
autores se centran solo en polimorfismos que se habian relacionado con la ERC en estudios previos, lo que incrementa la fiabilidad
de que los genes finalmente candidatos estén realmente implicados en la ERC.

Una carencia del estudio serfa la ausencia de una descripcion de las caracteristicas basicas de todos los donantes de las muestras de
tejidos. Estos serfan sujetos sin enfermedad renal manifiesta, pero se presentan como una tabla resumen en el material suplemen-
tario y con un valor medio de filtrado renal por encima de 60.
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