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1. Introduccion

El aislamiento y caracterizacién de los genes del genoma humano es hoy
un objetivo cientifico prioritario al que se dedican muchos recursos econémi-
cos y que motiva a muchos grupos de investigacién. A nadie se le escapa la
importancia de desvelar la informacién contenida en los cromosomas huma-
nos ya que, por un lado, permitird descubrir nuevas funciones y analizar
desde nuevas perspectivas los procesos bioldgicos bédsicos y, por otro, el
conocimiento de los genes implicados en las enfermedades hereditarias es un
requisito esencial para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas de enfer-
medades hasta ahora no tratables mediante la terapia convencional.

La Genética Molecular ha avanzado de forma vertiginosa en el dltimo
tercio de este siglo. Muchas contribuciones cientificas relevantes han hecho
posible que hoy podamos manipular, modificar y analizar directamente la
molécula de DNA en el tubo de ensayo, tan sélo cuarenta afios mds tarde que
Watson y Crick (1953) propusieran su estructura. Entre los avances metodo-
l6gicos mas sobresalientes hay que destacar el descubrimiento y la caracteri-
zacién de los enzimas de restriccion, las técnicas de clonaje y expresion hete-
réloga del DNA, la secuenciacién, la transferencia de dcidos nucleicos y pro-
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tefnas a soportes s6lidos inertes e hibridacién con sondas especificas y, por
tltimo, la amplificacién de secuencias de DNA (PCR). El conjunto de todas
estas tecnologias es lo que ha hecho posible abordar la estructura de genomas
complejos, como es el caso del genoma humano.

El elevado tamaifio del genoma humano y la abundancia de secuencias
repetidas de DNA intercaladas en su estructura son, entre otras, las limitacio-
nes mds importantes que hay que sobrepasar para el aislamiento y caracteri-
zacién de genes. El contenido de DNA del genoma haploide es de 3x107
pares de bases (6 3.000 Mb) lo que representa un orden de magnitud superior
a la del genoma de Drosophila, uno de los organismos mds estudiados a nivel
genético. Las secuencias repetidas de DNA, agrupadas en distintas familias,
son un componente constante en las genotecas de DNA, cDNA y en los frag-
mentos de DNA (sondas) que se utilizan para caracterizar las secuencias
codificadoras. Su abundancia es la causa de la frecuente deteccién de “falsos
positivos” en los procesos de hibridacién que tanto enlentecen y dificultan el
aislamiento y caracterizacién de genes.

Tan sélo el 20% del genoma humano contiene genes o secuencias rela-
cionadas con su estructura y funcién. Algunas de las secuencias tnicas
incluidas en este porcentaje son “reliquias” de genes ancestrales, en la actua-
lidad no codificantes. Otras, son secuencias que proceden de una duplicacién
reciente de secuencias codificadoras no sometidas a una presién selectiva y
por tanto aptas para incorporar modificaciones sucesivas hasta adoptar una
nueva funcién. Finalmente, también hay regiones que forman parte de la
familia de secuencias “lnicas” necesarias para el control de la expresién de
los genes estructurales, aunque la mayor parte de ellas sean todavia descono-
cidas.

De este 20% se estima que tan s6lo un 10% es realmente DNA codifi-
cante. El resto, més del 90%, estd formado por intrones y regiones no tradu-
cidas, pseudogenes y fragmentos de genes originados a partir de duplicacio-
nes incompletas. Por otra parte, el 80% de las 3.000 Mb que constituyen el
genoma nuclear estd formado por secuencias tnicas (70-80% aprox.) y repe-
tidas (20-30% aprox.) y no estd asociado a ninguna funcién codificante
(Figura 1). Estos datos ponen de manifiesto por si mismos que el aislamiento
de genes del genoma humano ha de ser una tarea tan costosa como la de
encontrar “una aguja en un pajar”, y asi la han calificado algunos investiga-
dores en sus publicaciones mds recientes (1,2).
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2. Marcadores genéticos

Existen muchas secuencias polimdrficas en el genoma humano. Se trata
en su mayoria de variantes selectivamente neutras localizadas en intrones y
regiones flanqueantes de genes, idéneas para el mapaje genético. El estudio
de la segregacion de estas variantes en una familia afecta de una enfermedad
hereditaria nos permite determinar la herencia del cromosoma portador de la
deficiencia mediante el andlisis de la variante asociada al fenotipo defectivo
y asi, realizar un diagnéstico genético. Existen varios tipos de secuencias:
polimorfismos de dianas de restriccién, secuencias minisatélite y microsatéli-
te. Las substituciones de nucleétidos en las primeras, generan presencia o
ausencia de diana para un enzima de restriccién. En este caso s6lo pueden
existir dos variantes alélicas en la poblacién y, por tanto, estos polimorfismos
presentan un grado de informatividad muy bajo. Las secuencias minisatélite
estdn formadas por un nimero variable de repeticiones de una secuencia de
5-60 nucleétidos y las microsatélite por una de 1 a 5 nucledtidos. De estas
dos dltimas, en una misma poblacién pueden coexistir hasta 15 variantes para
un mismo locus. Su elevada informatividad y abundancia, asi como la rdpida
y fécil deteccion por PCR de cada variante han sido la causa de que los mini-
y microsatélites se hayan convertido en los protagonistas de los tests de liga-
miento genético, de los ensayos de paternidad y de los andlisis forenses.

Analizando la herencia de una enfermedad y los marcadores polimérfi-
cos presentes en un conjunto de familias afectas podremos deducir el grado
de ligamiento genético entre el locus responsable de la enfermedad y el con-
junto de marcadores préximos a él. La frecuencia de recombinantes se tradu-
cird en una distancia genética, expresada, generalmente, en centi Morgans
(cM). Pero este pardmetro genético sélo nos permite inferir una aproxima-
cién fisica (1 cM corresponde aproximadamente a 1 Mb) y de ningin modo
nos revela cudl es el gen defectivo ni de qué tipo de secuencia de DNA se
trata. Para ello hemos de recurrir a mapas fisicos en los que las secuencias de
DNA de una regién cromosémica estdn ordenadas y, a partir de un punto de
referencia, avanzar fragmento a fragmento hasta alcanzar el gen causante de
la enfermedad. La construccién de mapas fisicos es extremadamente laborio-
sa debido a las caracteristicas mencionadas del genoma humano y siempre es
necesario proceder a una clonacién de los fragmentos previa a su identifica-
cién.

3. Vectores

Los vectores de clonacién son moléculas de DNA sintetizadas in vitro,
disefiadas especialmente para replicar y expresar un DNA exégeno en una
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célula huésped. Los primeros vectores de clonacién se sintetizaron a partir de
fragmentos de plasmidos bacterianos y genomas de bacteriéfagos, muy espe-
cialmente el del fago lambda (A). Sin embargo, el tamafio mdximo de DNA
exégeno que ambos tipos de vectores podian aceptar, 5 y 20 kb respectiva-
mente, constitufa una limitacién muy importante para la clonacién del geno-
ma humano asf como para el andlisis de subregiones cromosémicas. El desa-
rrollo posterior de vectores césmidos, hibridos entre pldsmidos bacterianos y
las regiones cos de los extremos del genoma de 1, capaces de aceptar insertos
de mds de 40 kb, ha facilitado enormemente el clonaje de grandes fragmentos
de DNAs eucariéticos. Atln a pesar de sus limitaciones, entre ellas, la obten-
cién de DNAs reordenados artificialmente durante el proceso de clonacidn,
los césmidos y los cromosomas artificiales de levadura (YACs) son, hoy dfa,
los elementos indispensables para la construccién de mapas fisicos del geno-
ma humano. Los cromosomas artificiales son moléculas lineales de DNA que
mantienen su autonomia y capacidad de replicacién en el huésped gracias a
unos elementos genéticos de levadura: secuencias de replicaciéon auténoma
(ARS), centrémero (CEN), genes marcadores para la seleccion de los transfor-
mantes y unas secuencias de DNA telomérico de Tetrahymena. Ademds, unas
secuencias adicionales derivadas del pldsmido bacteriano pBR322 garantizan
su propagacién en E. coli. La principal ventaja de este tipo de vectores, desa-
rrollados a finales de los afios 80, es que han permitido incrementar en un
orden de magnitud el tamaifio del inserto, entre 100 y 1.000 kb (3).

4. Mapas fisicos

La molécula de DNA es el soporte fisico de la informacidn genética. Su
estructura determina la sintesis de un RNA que al procesarse dard lugar a una
proteina. Para conocer la naturaleza de un gen es necesario conocer su
secuencia y a partir de ella, por comparacién con las ya existentes, inferir su
funcién. Un gen mutante presentard una secuencia alterada respecto el gen
normal. Su presencia asociada a una enfermedad constituye una e¢videncia
importante a favor de que se trata del gen causante de la patologia.
Generalmente, la ausencia de pistas sobre la naturaleza de los genes respon-
sables de las enfermedades hereditarias descritas dificulta su identificacién y
de ahi, la necesidad de partir de un marcador genético ligado a la enferme-
dad, de aberraciones cromosémicas asociadas a ella o de mapajes in situ
sobre los cromosomas humanos para alcanzar el gen recorriendo una regién
genémica previamente clonada. Dado que las distancias subcromosémicas
que hay que analizar son-a menudo muy grandes, del orden de varias mega-
bases (1 Mb = 103 kb), es necesario disponer de un conjunto de fragmentos
de DNA, con regiones de solapamiento entre ellos, que hayan sido clonados
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independientemente. Este conjunto de clones o “contig” es el material fisico
que se deberd analizar.

De lo expuesto anteriormente se desprende la necesidad de relacionar (o
integrar) los mapas fisicos con los genéticos y citogenéticos. La rdpida carac-
terizacién de los genes del genoma humano depende en gran medida de la
asociacién entre este tipo de datos que hoy tiende a ser completado con el
mapaje de los productos de transcripcién (4). Esta tarea, conceptualmente
sencilla, es muy costosa y ardua desde el punto de vista experimental.
(Figura 2)

El trabajo realizado por el grupo de Weissenbach en el cromosoma 7 en
colaboracién con otros grupos es un buen ejemplo de ello (5).

Figura 2. Integracién del mapa citogenético, fisico y genético de un fragmento de un cromosoma
humano. Se indican los YACs (solapados) que cubren la region y los marcadores genéticos locali-
zados sobre los YACs. Mediante experimentos de hibridacion puede ademds determinarse el con-
Jjunto de cdsmidos que estin contenidos en un YAC (cosmid pocket). Las distancias genéticas entre
los marcadores genéticos se expresan en centi Morgans (cM). El mapaje de los YACs sobre una
extension de cromosomas humanos por hibridacion in situ (FISH) permite relacionar el mapa fisi-
co con el citogenético.
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5. Estrategias para el aislamiento de genes

Se han descrito metodologias muy diversas para, partiendo de YACs,
identificar las secuencias que corresponden a genes estructurales humanos.
podriamos distinguir tres grandes tipos de estrategias: 1) “Exon Trapping”,
2) Seleccién de cDNAs y 3) Caracterizacién Directa de cDNAs.

a) “Exon Trapping” (6)

Se basa en la seleccidn in vivo de los sitios de procesamiento del RNA
(“splicing”) que flanquean a los exones presentes en el DNA genémico. Para
ello, se ha disefiado un vector con un fragmento del gen tat del virus HIV-1
que contiene un intron flanqueado por los exones correspondientes. El sitio de
introduccién del inserto estd en la regién intrénica. Si el DNA humano que se
analiza contiene un exon completo, con sus propias sefiales de “splicing”, esta
secuencia aparecerd en el mRNA cuando se exprese el fragmento de tat y se
obtendra un cDNA amplificable por PCR, cuando se utilicen como cebadores
oligonucledtidos especificos para los exones flanqueantes del gen viral. Si, en
cambio, no hay exones en el inserto que se ensaya se recompondréd una diana
de restriccién y, previa digestion, este DNA no podra ser amplificado.

Si bien esta estrategia es conceptualmente atractiva y técnicamente facti-
ble, no todos los experimentos realizados han permitido alcanzar resultados
positivos. Una de las limitaciones mas importantes es la abundancia de “fal-
sos positivos”, mayoritariamente debida a regiones cripticas de “splicing”
presentes en el inserto genémico. Otra es la obtencién de productos de PCR
redundantes que, al presentar un tamafio ligeramente distinto entre ellos,
serdn inicialmente contabilizados como si correspondieran a distintos exones.

b) Selecciéon de cDNAs (7)

A partir de una genoteca de DNA o de una regién subcromosémica clo-
nada en césmidos o YACs se obtiene un DNA puro que se inmoviliza sobre
un soporte inerte y se selecciona mediante hibridacién con cDNAs proceden-
tes de una genoteca. Estos cDNAs se han obtenido a partir de los mRNAs de
un tejido o de lineas celulares especificas y por tanto corresponden a genes
que se transcriben. Existen diversas variantes de esta metodologia, tampoco
exenta de limitaciones importantes, entre ellas, la presencia de secuencias
repetidas de DNA en el 90% de las regiones 3’ no codificantes de los
mRNAs y diversos contaminantes frecuentes en las gentotecas de cDNA.
Este método permite analizar muestras de clones de césmidos previamente
ordenados, de forma que la localizacién del hibrido sobre el filtro permite
identificar inmediatamente el clon al cual pertenece.
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¢) Caracterizacion Directa de cDNAs (8)

El concepto que subyace a esta estrategia es que puede abordarse la biis-
queda directa de genes a partir de un fragmento genémico grande, por ejem-
plo un YAC que contenga un inserto de 550 kb del genoma humano, utilizan-
do como sonda una mezcla de cDNAs no procedentes de las genotecas con-
vencionales. La diferencias principales respecto el método anterior es que
tanto el fragmento genémico inicial como los cDNAs “sonda” se encuentran
en solucidn, con el fin de minimizar la irreproducibilidad asociada a los pro-
cesos de hibridacién sobre soportes fisicos. La segunda caracteristica dife-
rencial es el proceso cuidadoso de obtencién de los cDNAs (no se parte de
genotecas de cDNA comerciales) y el bloqueo de las secuencias repetidas, lo
que permite obtener una muestra mas representativa y pura de los productos
de transcripcién presentes en un tejido o un tipo celular y incrementar en més
de 1000 veces (enriquecer) la concentracién de un cDNA especifico en sélo
un proceso de seleccion.

Las tres estrategias mencionadas son complementarias y pueden ser uti-
lizadas conjuntamente. De hecho lo son por muchos autores. A su vez, se
describen continuamente nuevas variantes que mejoran considerablemente el
rendimiento de cada una de ellas. Nuevas técnicas para la caracterizacién de
regiones 5’ de un gen, como las versiones actualizadas de la deteccién de
islas ricas en secuencias CpG, “island rescue PCR”, o para la identificacién
rdpida por PCR de los productos de transcripcién de un DNA contenido en
un YAC o la de obtencién de nuevos marcadores para el mapaje fisico son,
entre otras, aportaciones muy valiosas (9,10,11,12).

Cuando recordamos que, una vez redescubiertas las leyes de Mendel, las
bases de la ciencia que hoy denominamos Genética fueron establecidas hacia
1900, (W. Sutton, T. Boveri, T.H. Morgan, C. Bridges, entre otros) es impre-
sionante y alentador al mismo tiempo considerar ¢l gran reto que cierra este
mismo siglo y abre las puertas de una nueva medicina en el siglo XXI “El
conocimiento del genoma humano”.
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