Actualizacién

Puntos clave

La transcriptémica

es el estudio de los
perfiles de expresion
génica; evaluacion
simultanea de los
niveles de expresion de
multiples genes en un
tejido determinado en un
momento concreto.

Los microARN son

moléculas de ARN
pequenas no codificantes
que regulan la expresion
de muchos genes, la cual
se encuentra alterada en
multitud de patologias,
siendo potenciales
biomarcadores.

Las técnicas

de deteccion
de microARN son
adaptaciones de
las mismas que
se utilizan para la
deteccion de mARN:
RT-qPCR, microarrays
y, recientemente,
secuenciacion de nueva
generacion.

Los perfiles de
expresion tanto
de mARN como de
microARN ayudan a
distinguir entre diferentes
tipos de tejido, diferentes
estados patolégicos, y
a predecir el pronéstico
y la respuesta al
tratamiento.

Nuevos métodos de
diagnostico molecular
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Los ultimos avances cientificos y tecnolégicos
conducen inexorablemente a un nuevo con-
cepto de la Medicina, en el que el diagndstico
molecular desempefiard un papel central. En
este contexto, el desarrollo de la transcriptémi-
ca, junto con la bioinformdtica, ha supuesto un
impulso determinante en la investigacién, que
ya estd teniendo importantes consecuencias cli-
nicas en cuanto al diagndstico, el prondstico y el
tratamiento de los pacientes.

Analisis del
transcriptoma

El transcriptoma es el conjunto de moléculas
de ARN mensajero (mARN) y de ARN no-
codificante presente en una célula o tejido con-
creto. El estudio del transcriptoma en diferentes
contextos se lleva a cabo desde hace décadas
y se ha ido adaptando y mejorando en fun-
cién de los avances tecnolégicos. Inicialmente
se usaban técnicas de bajo rendimiento, como
Northern-blot, hibridacién iz situ y la reaccién
en cadena de la polimerasa en transcripcién in-
versa (RT-PCR), que s6lo permiten el analisis
cualitativo o semicuantitativo de un gen candi-
dato por anilisis. Posteriormente, el desarrollo
de la técnica cuantitativa RT-qPCR mejoré en
muchos aspectos la metodologia y aument6 el
rendimiento; varios trinscritos podian ser ana-
lizados al mismo tiempo, aunque esto todavia
estaba lejos de una cobertura a gran escala de
todo el transcriptoma.

No fue hasta la aparicién de los microarrays que
se logrd la caracterizacién de niveles de expre-
sién de miles de trdnscritos simultineamente.
Este método consiste en la retrotranscripcién
del ARN a cADN combindndolo con un mar-
caje fluorescente y la posterior hibridacién a un

chip que contiene multiples sondas de cADN
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correspondientes a los genes de interés. Gracias
a este avance, en la ultima década, han surgi-
do multitud de iniciativas con el objetivo de
caracterizar perfiles de expresién en diferentes
situaciones patoldgicas mediante la tecnologia
microarrayy dirigidos a distintas finalidades: a) el
diagnéstico molecular de las enfermedades; 4) 1a
clasificacién molecular de las mismas (estratifica-
cién); ¢) busqueda de nuevas dianas; 4) prondsti-
co,y e) prediccion de la respuesta terapéutica.
Aun mis recientemente, la aparicién de una
nueva tecnologia llamada secuenciacion de nue-
va generacién (NGS) estd revolucionando el
mundo de la investigacién y en breve lo hard
sobre sus aplicaciones clinicas en el diagndstico
molecular. La primera aplicacién de esta tecno-
logia es la secuenciacién del ADN, pero gra-
cias a su gran versatilidad es posible también la
secuenciacién masiva de todas las moléculas de
ARN presentes en una muestra y, por tanto, del
transcriptoma completo, mediante la llamada
ARN-Seq. Con esta tecnologia es posible cuan-
tificar de manera absoluta el total de moléculas
de ARN con alta resolucién y reproducibilidad.
A pesar de que la aplicacion de esta tecnologia
para el andlisis del transcriptoma estd todavia en
sus inicios, ya muestra algunas ventajas sobre la
tecnologia de los microarrays. En los préximos
afios viviremos la traslacién de la NGS al diag-
néstico clinico. Aunque todavia queda mucho
trabajo por hacer antes de que esto suceda, hay
que tener en cuenta que las potenciales aplica-
ciones son numerosas y prometedoras.

Perfiles de expresion

de mARN

La mayoria de estudios donde se han analiza-
do los perfiles de expresiéon génica mediante
microarrays en los ultimos afios ha sido en el



ambito de la Oncologia, con el fin de identi-
ficar marcadores especificos de cada tipo de
tumor’, aunque de una manera creciente tam-
bién se estd aplicando a otras dreas. En la tabla
1 se muestra una seleccién de estudios en los
que se evaldan los perfiles de expresién génica
y de microARN en diferentes patologias hepd-
ticas y digestivas®®. En el contexto del cdncer
colorrectal, los primeros perfiles de expresién
génica fueron publicados por Wang et al en
2004%, y los resultados fueron posteriormente
validados®. Actualmente existen diversas inicia-
tivas dirigidas a reevaluar estos estudios a partir
de muestras de tejido parafinado®. Respecto al
cancer de péncreas, también se han llevado a
cabo diferentes estudios utilizando microarrays’.
Recientemente, se ha publicado un estudio en
el que se analiza el transcriptoma de la saliva de
pacientes con cincer de pancreas resecable con
el objetivo de encontrar biomarcadores para un
diagnéstico precoz.

En relacién con otras enfermedades digestivas
no oncolégicas, también se han realizado ani-
lisis de esta indole. Asi pues, ya en el afio 2000
se publicc’) un estudio con pacientes con colitis
ulcerosa®. Posteriormente, se compararon los
perfiles en la colitis ulcerosa y en la enferme-
dad de Crohn, confirmando que se trata de dos
entidades distintas desde un punto de vista mo-
lecular™. Mds tarde, se vio la posibilidad de usar
biopsias endoscépicas, lo cual permitié incluir
un mayor tipo de pacientes™'***. Por otro
lado, en el eséfago de Barrett también se han
realizado estudios transcriptémicos'®.

En el contexto de las enfermedades hepiticas

NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

causadas por el virus de la hepatitis C (VHC),
se han llevado a cabo diversos estudios a par-
tir de biopsias hepaticas con el fin de inves-
tigar la respuesta del huésped a la infeccién
por el VHC?25# y su relacién con diferentes
enfermedades incluyendo fibrosis®, cirrosis
y hepatocarcinoma?, asi como la respuesta
al tratamiento con interferén (IFN)*3°. Por
otro lado, en relacién con el trasplante he-
pitico, se ha publicado un estudio en el que
se analiza el perfil transcriptémico en san-
gre periférica de pacientes trasplantados con
el fin de desarrollar una prueba diagnéstica
que permita identificar aquellos enfermos sin
riesgo de rechazo®. Por tltimo, otros estudios
han evaluado los perfiles de expresion en el
hepatocarcinoma®*. Recientemente, se ha
mostrado la factibilidad de usar muestras de
tejido hepatico parafinado™.

A pesar del gran potencial de la tecnologia mi-
croarray, cabe comentar que existen notables
discrepancias en los resultados obtenidos en
los distintos estudios publicados, posiblemente
debido a la heterogeneidad metodoldgica y al
bajo poder estadistico de algunos de ellos. Este
tipo de metodologia no permite realizar meta-
andlisis debido a la variabilidad de protocolos
experimentales utilizados, ya que conllevaria un
elevado nimero de falsos positivos y negativos.
A partir de ahora, los esfuerzos deben ir diri-
gidos a realizar este tipo de estudios en series
mds amplias de pacientes e incluyendo siempre
una serie de validacién distinta a la serie inicial-
mente utilizada, para poder obtener perfiles de
expresion robustos y reproducibles.

Tabla 1. Seleccion de articulos para la revision de los perfiles de expresion génica y de microARN en

diferentes patologias hepdticas y digestivas

Enfermedad hepdtica o digestiva Perfiles de expresion mARN

Perfiles de expresién de microARN

Cdncer colorrectal

Gray et al*
Céncer gdstrico Yasui et al”
Céncer pancredtico

Enfermedad inflamatoria
intestinal

Dieckgraefe et al'3;

Noble et al'®

Eséfago de Barrett
van Baal et al?®

Infeccién por el virus de
la hepatitis C

Wang et al?; Jiang et al’;

Streit et al’; Zhang et al’®

Wang et al'®; El-Serag et al'?;

Smith et al??; Bieche et al?3;
Shao et al?; Lau et al??;

Schetter et al’; Slaby et al®

Ueda et al®

Bloomston et al''; Rachagani et al'?
Wu et al”

Lawrance et al'4; Wu et al'?;

Wiinhoven et al?!

Ura et al®'; Bala et al®?

Smith et al?; de Giorgi et al?;
Chen et al?8; Feld et al??;

Chen et al®

Hepatocarcinoma

Hoshida et al®”

Wang et al*3; Tan et al*4;
Liv et al®®; Hui et al?é;

Sarasin-Filipowicz et al’; Ji et al*?;
Bala et al?2
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El transcriptoma es el
conjunto de moléculas de
ARN mensajero (MARN)
y de ARN no-codificante
presentes en una célula o
tejido concreto.

La transcriptémica es el
estudio del transcriptoma
de una célula o de un tejido
en una situacion concreta,
basandose en el analisis de
sus perfiles de expresion
génica.

El microarray es un método
de alto rendimiento para

el andlisis de los perfiles
de expresién génica que
permite la caracterizacion
de miles de transcritos
simultaneamente. Consiste
en la hibridacion del ARN,
transformado a cADN
fluorescente, a un chip que
contiene multiples sondas
de cADN correspondientes
a los genes de interés;

la intensidad de la
fluorescencia es
proporcional a los

niveles de expresion del
correspondiente transcrito.

La secuenciacién de
nueva generacion (NGS)
es una nueva tecnologia
que permite cuantificar

de manera absoluta y
reproducible la cantidad
de mARN o miR presente
en una muestra. Esta
tecnologia va a suplantar
la tecnologia microarray en
los préximos afos y va a
ser basica para el desarrollo
de nuevos métodos de
diagndstico molecular.

GH CONTINUADA. JULIO-AGOSTO 2010. VOL.9 N2 4 161



NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR
Transcriptémica (mARN y miR)
M. Gironella Cos

Lectura rapida

v Gen OOOOOOEN
miARN l
Pri-miARN

Hasta el momento, la
mayoria de estudios de

los perfiles de expresiéon
génica se ha realizado
mediante microarrays y, de
forma mucho mas reciente,
mediante NGS.

Pre-miARN

. ' Nicleo
Los estudios sobre perfiles

de expresién pueden
dividirse en 5 grupos en
funcion de su finalidad:
a) diagndstico molecular;
b) clasificacion molecular
(estratificacion);

c) busqueda de nuevas
dianas moleculares;

d) prondstico,

y €) prediccion de la
respuesta al tratamiento.

Citoplasma

Complementariedad

parcial @ miARN @ total

J/ RisC

La mayoria de estudios
donde se han analizado los
perfiles de expresion en
los ultimos afos ha sido en
el ambito de la Oncologia,
con el fin de identificar
marcadores especificos de
cada tipo de tumor.

2\

Ribosoma

Los microARN (miARN CRF RISC

o miR) son moléculas
pequenas de ARN no-
codificante que regulan la
expresion de los mARN
diana a través de su
degradacion o inhibicién de

Inhibicién de la traduccién

o
T

/ Algunos \ Complementariedad

l RISC

-

RISC RISC
Degradacién del mARN

mARN
diana

Figura 1. Biogénesis, procesamiento y maduracion de los microARN (miARN). Los miARN son

transcritos a partir de su correspondiente gen en forma de transcritos primarios largos llamados pri-

la traduccion.

miARN y procesados en el niicleo por la enzima Drosha a unas formas precursoras de 70 nucledtidos
lamadas pre-miARN. Estas son exportadas al citoplasma por la exportina 5, donde la RNasa Dicer
genera diiplex de doble cadena de 22 nucledtidos aproximadamente, lamados miARN:miARN. Las
doble cadenas se separan y el miARN maduro se incorpora al complejo RISC, donde se unird al 3’UTR
del mARN diana provocando su degradacion (si la complementariedad es parcial) o la inbibicion de su

traduccion (si la complementariedad el total).

MicroARN: nuevos
reguladores de la
expresion génica

Los microARN (miARN o miR) son molé-
culas pequefias de ARN no-codificante que
se unen por complementariedad al extremo
3UTR de los mARN diana, siendo capaces de
regular su expresion a través de la degradacion
o inhibicién de la traduccién (fig. 1). Participan
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en procesos biolégicos fundamentales y se es-
tan viendo implicados en multitud de procesos
patoldgicos. Hay evidencias crecientes de que
su expresion estd alterada en diferentes estados
patoldgicos; de hecho, los perfiles de miR pare-
cen ser incluso mds ricos en informacién patog-
nomonica que los perfiles de mARN. Asi, los
miR son prometedores biomarcadores para el
diagnéstico, el prondstico y la prediccién de la
respuesta al tratamiento.

Las técnicas de deteccién de miR se han ido
adaptando a partir de las originalmente desarro-



lladas para la detecciéon de mARN vy, como
éstas, también han ido evolucionando en fun-
cién de los avances tecnoldgicos. Actualmente,
las técnicas mds utilizadas son la RT-qPCR
cuantitativa y los microarrays. Recientemente, la
aparicién de la potente tecnologia NGS estd re-
volucionando también la investigacién en miR,
gracias a su capacidad de cuantificar de mane-
ra absoluta todas las secuencias ARN cortas
presentes en una muestra y, por tanto, permi-
tir también el descubrimiento de nuevos miR.
Hasta el momento, existen muy pocos estudios
traslacionales que hayan utilizado esta nueva
tecnologia en muestras humanas.

Perfiles de expresion
de microARN

Desde la demostracién por Volinia et al en
2006*, que los perfiles de expresién de miR po-
dian distinguir entre diferentes tipos de tumo-
res, estin apareciendo numerosos estudios en
los que se analiza el perfil de expresion de miR
en distintas enfermedades. Asi pues, Blooms-
ton et al'' compararon los perfiles de miR a
partir de tejido pancredtico normal, pancreatitis
crénica y cancer de pancreas. El potencial valor
pronéstico y predictivo de los miR fue también
demostrado por Schetter et al’, en un estudio
en el que compararon los patrones de miR en el
céncer colorrectal y el tejido normal adyacente.
Siguiendo en esta linea, muy recientemente se
ha publicado la asociacién entre un grupo de
miR y el pronéstico del cincer gastrico®. Por
otra parte, se acaban de publicar los perfiles de
expresiéon de miR en diferentes estadios pato-
légicos del epitelio esofdgico®. Existen pocos
estudios dirigidos a establecer el patrén de miR
en la enfermedad inflamatoria intestinal, aun-
que cabe destacar uno en el que se analiza la
expresion de miR en distintos tipos de inflama-
cién intestinal'’. En el contexto de las enferme-
dades hepiticas, varios estudios han analizado
la expresion de miR ya sea para su clasificaciéon
molecular o para encontrar biomarcadores
pronésticos®! o predictivos de la respuesta al
tratamiento®®%’.

Por otro lado, la mayoria de estos estudios pu-
blicados hasta la fecha ha sido realizado a partir
de muestras de tejido fresco o parafinado. El re-
ciente hallazgo de que los miR estdn presentes
en los fluidos corporales los convierte en poten-
ciales biomarcadores para el diagndstico precoz
no invasivo de muchas enfermedades*. Ya se
han analizado miR circulantes en pacientes con
cancer colorrectal®®* y cincer géstrico™, aunque
todavia ninguno de ellos los analiza de manera
exhaustiva mediante microarrays.
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La expresion de los miR
se encuentra alterada

en diferentes estados
patolégicos vy, por tanto,
son prometedores
biomarcadores para el
diagndstico, el pronostico
y la prediccion de la
respuesta a tratamientos.

Las técnicas de deteccion
de miR son adaptaciones
de las mismas que

se utilizan para la
deteccién de mARN,
RT-gPCR, microarrays vy,
recientemente, NGS.

Los perfiles de expresion
de miR pueden distinguir
entre diferentes tipos de
tumores, entre tejido sano
y tejido enfermo, y entre
diferentes estadios de una
misma enfermedad.

Los patrones de expresion
de miR tienen valor
diagndstico, prondstico y
predictivo de la respuesta
al tratamiento en diferentes
enfermedades hepaticas y
digestivas.

Ademas de en los tejidos,
los miR estan presentes
también en los fluidos
corporales, lo que los
convierte en potenciales
biomarcadores para el
diagndstico no invasivo de
muchas enfermedades.
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