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H Tipo de disefio y seguimiento quistes al regular los niveles de las proteinas policistina 1
.{: Estudio de ratones transgénicos (knock-out) con y 2 en el rifidén adulto.
una copia mutada del gen pkd7, a los que se les
eliminaron nucleétidos de la region 3" no traducida B Variables de resultado
(3’'UTR) del gen mediante tecnologia CRISPR/cas9. — Niveles de expresion de ARNm y proteinas en rifio-
Estas bases forman una secuencia diana para el mi- nes y lineas celulares de ratones modificados para
cro-ARN miR-17. Los tejidos y las células de estos el gen pkd1.
ratones se analizaron en diferentes fases del desa- — Efecto sobre la cistogénesis renal de la manipula-
rrollo embrionario y adulto mediante inmunohisto- cion del gen pkd7 en los ratones transgénicos.
quimica, cuantificacion de los niveles de ARN y de — Reversion del fenotipo poliquistico mediante inhibi-
proteinas. Los hallazgos en los modelos murinos se dores de miR-17.
replicaron sobre células derivadas de 4 pacientes — Medicién del efecto sobre la cistogénesis de la eli-
con poliquistosis renal del adulto (ADPKD) portado- minacion del sitio miR-17 en lineas celulares huma-
res de una mutacion en el gen PKDT o PKD2, a las nas con mutacién en PKD1 o PKD2.
cuales se les eliminé la secuencia para miR-17 en la
regién 3'UTR. B Analisis estadistico
Se verifico la reproducibilidad de todos los experimentos
H Objetivos y los datos se obtuvieron de, al menos, tres replicados.
Analizar el papel de los micro-ARN y, en concreto, de Se emplearon la prueba de la t de Student y la prue-
miR-17 en la regulacion de los niveles de ARN mensa- ba de ANOVA para comparar los grupos, con la prueba
jero (ARNm) de los genes PKD 1y PKD2. Demostrar que post-hoc de Tukey para las comparaciones multiples.
miR-17 desempefa un papel en el desarrollo de los Nivel de significacién estadistica: p <0,05.

B RESULTADOS PRINCIPALES

— En los modelos con una copia mutada del gen PKD1, la segunda copia (no mutada) del ARNm del gen puede ser eliminada
mediante unién de miR-17 a su region 3'UTR. Esta union «sefala» al ARNm para su degradacion y reduce los niveles de la pro-
teina codificada.

— Enlos ratones transgénicos, al eliminar el sitio para miR-17 se incrementa la estabilidad de la copia no mutada del ARN de PKD1,
lo que incrementa los niveles de la policistina 1 y disminuye la capacidad para formar quistes tanto en los animales como en las
células derivadas de estos.

— El gen PKD2 presenta el mismo patron de regulacion por miR-17 y la eliminacion del sitio para este micro-ARN incrementa los
niveles de policistina 2 con reduccién de la capacidad cistogénica.

— El tratamiento con inhibidores de miR-17 reduce la capacidad cistogénica de las mutaciones en PKDTy PKD2.

— Los resultados de los modelos de ratéon se confirmaron sobre lineas celulares de pacientes con ADPKD y portadores de mutacio-
nes en PKD1 o PKD2.
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— La eliminacién de miR-17 o su inhibicién farmacoldgica provocé una menor proliferacion celular con quistes mas pequefios.
— Estos resultados abren nuevas lineas de investigacion para tratar la enfermedad poliquistica mediante el empleo de inhibidores
de micro-ARN.

Bl CONCLUSIONES DE LOS AUTORES

El estudio apunta a un mecanismo para explicar cémo se reduce la cantidad de policistinas en las células de los pacientes poli-
quisticos. En concreto, a través de la union de miR-17 a los ARNm se promueve la degradacién de estos y menores niveles de
ARNm se traducen en menos proteina. Por debajo de un nivel critico de estas policistinas, la célula entra en una fase proliferati-
va con evolucion hacia el fenotipo quistico. Este mecanismo regulador mediante micro-ARN hallado en ratones se confirmé en
células humanas. El efecto proquistico de miR-17 se revirtio mediante inhibidores de este micro-ARN, lo que apunta a un posible
uso terapéutico. Este estudio abre la puerta a investigaciones para definir el papel de otros micro-ARN en las enfermedades quisticas.

Bl COMENTARIOS DE LOS REVISORES

Los micro-ARN son una clase de ARN cortos (unas 20 bases) no codificantes, cuya funcién principal es la regulacion de los niveles
de ARNm vy, por extension, los de las proteinas que codifican. Estos micro-ARN reconocen secuencias complementarias en las
regiones 3" no traducidas (3'UTR) de los ARNm, marcandolos para su degradacién. Por tanto, la sobreexpresion de los micro-ARN
gue reconocen un ARN concreto en una célula conllevaria menor expresion de la proteina codificada. Por el contrario, una menor
expresion de los micro-ARN podria provocar mayor cantidad del ARNm y de la proteina codificada. En el genoma humano se han
identificado varios centenares de micro-ARN, codificados por secuencias en el ADN sujetas a mecanismos de regulacion de la
expresion similares a los de cualquier gen. Por tanto, los niveles de un micro-ARN en un tejido pueden ser caracteristicos de este
y su expresion estar sometida a los correspondientes cambios fisioldgicos. En este sentido, los niveles del micro-ARN serian mar-
cadores tanto de un estado normal como de uno patoldgico, bien por estar sobre- o infraexpresados. Desde su descubrimiento
se han estudiado los niveles de micro-ARN en tejidos normales y procedentes de 6rganos enfermos, como los rifiones. Estos ni-
veles pueden cambiar con la progresion de la enfermedad y, por tanto, son marcadores biolégicos caracteristicos de estadios
concretos. Una caracteristica importante es que pueden detectarse en los fluidos bioldgicos. Estos micro-ARN circulantes proce-
derian del tejido correspondiente y los niveles en fluidos como la sangre o la orina se han correlacionado con fases concretas de
la enfermedad. Podrian, por tanto, utilizarse como posibles biomarcadores de diagnéstico y pronostico.

En el articulo objeto de este comentario, Lakhia et al. presentan evidencias de que un micro-ARN designado como miR-17 puede
unirse a los ARNm de los genes PKD1 y PKD2, mutados en los pacientes con ADPKD. La formacién de los quistes a partir de una célu-
la tiene lugar cuando los niveles de las proteinas policistinas caen por debajo de un umbral critico (fig. 1). Los pacientes que heredan
una mutacién tendrian mayor probabilidad de que una célula alcanzase esa reduccién, lo que explicaria su predisposicién a manifestar
multiples quistes en ambos rifones comparados con las personas que no han heredado una mutacion. Desde el descubrimiento de los
genes PKD varios autores identificaron una segunda mutacion en la copia no mutada del gen en las células epiteliales de los quistes.
Estas mutaciones eran diferentes entre los quistes del mismo individuo, lo que indicaba un segundo evento mutacional adquirido para
inactivar las dos copias del gen en una célula concreta, que entraria asi en una expansién clonal para dar lugar al quiste. Este modelo
se conoce como el de los two hits y es similar al que explica el origen de los canceres hereditarios, en los que el paciente hereda una
mutacion de uno de los progenitores y una célula se vuelve tumoral tras adquirir una segunda mutacién en la otra copia del gen.

El trabajo que se comenta amplia el mecanismo de la cistogénesis al incorporar a los micro-ARN como elementos reguladores de la
expresion de las policistinas. Este hallazgo abre la posibilidad de emplear inhibidores de los micro-ARN para incrementar la estabili-
dad de los ARNm y los niveles de las proteinas, reduciendo el potencial cistogénico de las células portadoras de mutaciones en los
genes ADPKD. Mas alla de lo que representan en investigacion basica, los micro-ARN han alcanzado aplicaciéon terapéutica en algu-
nos canceres y uno (inclisirdn) con capacidad para unirse y reducir los niveles de una proteina reguladora de los niveles del receptor
de lipoproteina de baja densidad (LDL) esta actualmente pendiente de aprobacion para el tratamiento de la hipercolesterolemia.

B CONCLUSIONES DE LOS REVISORES

La investigacion comentada sienta las bases para definir un mecanismo regulador de la cistogénesis en los pacientes con ADPKD vy,
quizas, otras enfermedades quisticas. Mas alla de su valoracién como investigacion basica de gran relevancia, se abren vias para
investigar el potencial terapéutico de los inhibidores de micro-ARN para reducir la capacidad de las células de los pacientes con
mutaciones en las policistinas para formar quistes renales. El potencial terapéutico de los micro-ARN es conocido para otras enfer-
medades, fundamentalmente oncoldgicas.
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Figura 1. La formacién de un quiste renal empieza cuando en una célula los niveles de la proteina policistina bajan
de un nivel «critico». En una célula de una persona que ha heredado una mutaciéon en una de las copias de PKD1 o PKD?2,

la segunda copia del gen codificard una cantidad de proteina suficiente hasta que algiin mecanismo que reduzca la expresion
de esta copia inicie la proliferaciéon celular y formacién del quiste. Hasta ahora se consideraba que el segundo evento seria

una mutacion en la copia «buena» del gen. El estudio que se comenta presenta evidencias de que la unién de un micro-ARN

al ARN mensajero codificado por esta copia podria reducir la expresion de la policistina por debajo del nivel critico. La union

del micro-ARN (en este caso, miR-17) de forma complementaria al ARN mensajero de PKD1 o PKD2 «sefalaria» a estos

para su degradacion. La disminucién de los niveles del ARNm se traducird en menor cantidad de proteina y desarrollo del quiste.
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