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Resumen

Desde su descubrimiento en los afios 90, un nuevo tipo de moléculas reguladoras,
los microRNAs, han alcanzado un gran protagonismo al estar implicadas en un
amplio rango de patologias, que se caracterizan por exhibir un patréon de expresién
génica desregulado, y en el que se encuadran algunos tipos de cancer. Ahora
hemos demostrado por primera vez su asociacién a una patologia monogénica de
herencia Mendeliana, la hipoacusia DFNA5O0.

Summary

Since their discovering in the nineties, a novel type of regulatory molecules, the
microRNAs, have gained special prominence because their implication in a wide
range of pathologies, which are characterized by a dysregulated gene expression
pattern, including some types of cancer. Now, we have demonstrated for the first
time their association with a Mendelian monogenic disorder, the DFNA50 hearing
loss.
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Desde hace una década las miradas se han centrado en los denominados microRNAs
(miRNASs), como un nuevo paradigma en el campo de la regulacion de la expresion geé-
nica. Dichas moléculas son RNAs no codificantes de pequefio tamafio que modulan la
expresion de centenares de genes implicados en una gran variedad de procesos
biol6gicos (1). Los miRNAs sufren un procesamiento secuencial por RNasas Il a partir
de un mensajero primario (pri-miRNA) para generar una molécula precursora de unos 70
pb (pre-miRNA) con estructura de tallo-lazo (Fig. 1a), que es exportada al citoplasma
donde es procesada en una segunda etapa para obtener la secuencia madura funcional
de unas 20 a 25 pb. EI miRNA funciona como un adaptador que permite al complejo
inductor de silenciamiento (MiRISC) reconocer un mRNA en particular y bloquear su
traduccion. La secuencia determinante de la especificidad en la interaccion entre el
miRNA y sus dianas recibe el nombre de region seed. Esta regidn abarca siete bases,
desde la posicién 2 a la 8, en el extremo 5’ de la secuencia madura. Las secuencias
diana que reconocen los miRNAs se caracterizan por presentar una perfecta comple-
mentariedad con la region seed y suelen situarse en la region 3’'UT de los mRNAs (2).
Los mecanismos de represién postranscripcional mediados por miRNAs incluyen la inhi-
bicién directa del inicio de la traduccion, la degradacion de los péptidos nacientes o la
separacion prematura de los ribosomas y el mRNA. Parece ser que la intensidad de la
regulacion va a depender del nimero de dianas presentes en el mRNA (3). En cuanto a
los mecanismos de patogénesis identificados podemos citar la desregulacion cuantitativa
de un miRNA, como el observado en algunos tipos de cancer, y la presencia de muta-
ciones en la region 3’'UT de un mRNA que pueden afectar a dianas de microRNAs
provocando su desaparicion o la aparicion de nuevas dianas que llevaria a una
regulacion inapropiada del gen en cuestion. Sin embargo, hasta el momento no se
habian encontrado variaciones en la secuencia madura de un miRNA que estuvieran
directamente implicadas en el desarrollo de alguna enfermedad. Esta era la situacion
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existente cuando nuestro grupo consiguid mapear en la
region 7932 un nuevo loci de sordera, denominado
DFNAS5OQ, tras estudiar una familia que presentaba una
hipoacusia progresiva de manifestacion postlocutiva (apa-
rece después de haber adquirido el lenguaje) y de heren-
cia autosdmica dominante. Una vez excluidos mas de una
decena de genes candidatos, la suerte hizo que a finales
del 2007 un cluster de microRNAs, denominado miR96-
182-183 fuera anotado en nuestro intervalo critico. En
raton los miembros de este grupo de miRNAs se expre-
saban en células ciliadas y neuronas sensoriales tanto del
vestibulo como de la coclea y estaban evolutivamente muy
conservados, ya que ademas de en ratén (4) se han loca-
lizado en células sensoriales del ojo, epitelio olfativo, neu-
romastomas y oidos en el pez cebra (5). Dichas caracte-
risticas convertian a miR96-182-183 en excelentes candi-
datos para la sordera DFNA5Q. La secuenciacion de este
claster nos permitié identificar en miR96; un cambio en he-
terocigosis (G>A) en la secuencia madura del micro RNA
gue modificaba la tercera base de la region seed (Fig.1A).
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Figura 1. A) Estructura tallo-lazo del pre-miR96. B)
Ensayo de luciferasa sobre genes diana de miR96.

Obviamente, quisimos ver si ésta u otras mutaciones en
miR96 podian explicar la sordera en otras familias de
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nuestra coleccion y conseguimos identificar otra mutacion
en heterocigosis, C>A, que también se localizaba en la re-
gién seed (Fig. 1A) y afectaba a la base contigua a la mu-
tada en la primera familia (6). Ambas mutaciones segre-
gaban con la sordera en las respectivas familias y no esta-
ban presentes en poblacion control. jjjEureka!!! Habiamos
identificado la causa de la sordera DFNA50 en un nuevo
tipo de gen, un microRNA, y lo que era mas fascinante,
era el primero implicado en una patologia monogénica de
herencia Mendeliana. Nuestros hallazgos obtuvieron el
respaldo definitivo, cuando el grupo dirigido por la Prof.
Steel (Sanger Center, Hinxton, UK) identifico en un modelo
de raton denominado diminuendo, una tercera mutacion
puntual en heterocigosis en el gen miR96 murino, que
también afectaba a la regién seed en una base distinta a
las mutadas en humano (7). Dicho ratén mostraba una
sordera progresiva asociada a la degeneracion de las
células ciliadas. Alcanzado este punto, era evidente que la
simple modificacion de una base en la regién seed en
miR96 era suficiente para causar sordera en humano y
raton. Los experimentos posteriores evidenciaron que las
mutaciones identificadas en ambas familias impedian el
correcto procesamiento de miR96, habia una disminucion
muy significativa de moléculas maduras mutadas, aunque
todavia se podian detectar por Northen blot. Sobre esta
base disefilamos ensayos de luciferasa que pusieron de
manifiesto que las moléculas de miR96 mutantes eran
menos eficientes a la hora de silenciar las dianas de
miR96 ensayadas (Fig. 1b), y silenciaban de manera mas
eficiente nuevos genes, que presentaban dianas comple-
mentarias a las regiones seed mutadas. Lo mismo ocurria
en el caso del ratdon diminuendo. De hecho, nuestra
hipétesis actual es que las diferencias fenotipicas exis-
tentes (edad de manifestacién y perfil auditivo) entre las
dos familias con sordera DFNA5O podria deberse a un re-
pertorio diferente de dianas desreguladas, cuyo descifra-
miento arrojara luz sobre los procesos biolégicos que se
ven afectados, y ayudara al disefio de terapias especificas
dirigidas a paliar el deterioro progresivo de la audicion en
los individuos portadores de estas mutaciones.
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