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En ocasiones, el curso de los acontecimientos
humanos puede parecerse al de los rios. Un rio
serpentea, recoge pequefos arroyos, se ensan-
cha y finalmente se une a otro para formar uno
mas poderoso e importante. De manera similar,
la confluencia de dos grandes ciencias, la gené-
tica y la bioquimica, ha originado en los ultimos
diez afios la aparicion de una nueva y poderosa
teconologia: la ingenieria genética (1).

La aplicacién de las técnicas del DNA recom-
binante en la medicina ofrece unas perspectivas
impresionantes, tanto desde el punto de vista del
diagnéstico y terapia de enfermedades genéticas,
como desde el de la obtencién de metabolitos
con interés farmacolégico (2-4).

A lo largo de este articulo vamos a analizar en
pritiegl iugal ias wases tediiLas UG ia Ciuniasivn
molecular, para posteriormente estudiar algunas
de sus aplicaciones en el campo de la medicina.

Introduccion

Al empezar a hablar de ingenieria genética es
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importante dar una definicion de la misma. Tal
vez la mas sencilla y clara de todas sea la que
entiende por ingenieria genética la introduccién
de una planificacién humana en la formacién de
nuevos genes y nuevas combinaciones de genes.

De esta definicién se deduce que el objetivo
principal de esta tecnologia es la clonacién de un
gen o grupo de genes. Esto consistird simple-
mente en extraer a partir de una célula donado-
ra el gen deseado e introducirlo en una célula
receptora (Fig. 1). Ahora bien, si se lleva a cabo
esta experiencia se observa que el DNA exoge-
no que penetra en la célula receptora se ‘expre-
sa con una eficiencia bajisima, pudiendo decirse
que practicamente no es introducido o, si lo es,
resulta degradado en su mayor parte.

¢{Cémo clonar pues? Para ello hay que buscar
algo que, ligado al gen que se desea clonar, sea
capaz de penetrar en el citoplasma de la célula
recentora v oroteaer al DNA exdaeno de Ia
degradacién. Ese «algo» son los vectores de
clonacion.

(Cémo ligar el gen a clonar con su vector?
Para ello simplemente se precisa del concurso
de una serie de enzimas implicados en el meta-
bolismo del DNA. Con todo ello el esquema de
una tipica experiencia de ingenieria genética se
completa algo mas (Fig. 2).

Vectores de clonacion

Un vector de clonacién es un DNA de doble
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Figura 1. De una célula donadora se extrae el DNA (1
y se fragmenta (2). Del conjunto de fragmentos resul-
tantes se escoge el que porta el gen que se desea
clonar (3), en este caso el gen «x», y se introduce en
el interior de una célula receptora (4).

cadena en el que se inserta el gen que se desea
clonar (5). Debe cumplir las siguientes propie-

dades:

a) Ser capaz de penetrar la membrana cito-

plasmatica.

b) Ser estable en el citoplasma o, lo que es lo
mismo, portar un origen de replicacién que le
- 14~ B H ! ' LI

N S | -

c) Estar re.lacionado con el DNA de la célula

receptora para no ser degradado.

d) Contener algin gen que le confiera carac-
teristicas fenotipicas que permitan seleccionar
facilmente las células receptoras que lo posean.

Fundamentalmente se utilizan como vectores
de clonacion los plasmidos y los virus, aunque
ultimamente se han desarrollado dos nuevos
tipos de vectores basados en los anteriores: los

cosmidos y los fadsmidos.

Figura 2. De una célula donadora se extrae el DNA (1)
y se fragmenta (2). Por otra parte, se fragmenta el
vector de clonacién (3). Se ponen en contacto vector
y fragmentos del DNA (4), produciéndose una serie
de DNAs recombinantes. De todos ellos se escoge el
que porta el gen a clonar (5), en este caso el gen «y»,
y se introduce en el interior de un célula receptora

(6).

1. Pldsmidos

Son determinantes hereditarios extracromosoé-
micos que se multiplican auténomamente al
poseer un origen de replicacién propio. Ello
conlleva el que puedan ser heredados por la
progenie de una torma estable.

Se ha descrito su presencia tanto en procario-
tas como en eucariotas. Se trata de moléculas de
DNA circular covalentemente cerrado, pudiendo
variar mucho su tamafio (se han encontrado
plasmidos con tamarfios desde 1 a 200 Kpb). El
niamero de plasmidos por célula estd en fun-
cién directa del peso molecular del mismo, de
forma que de un plasmido con bajo peso mole-
cular pueden haber de 50 a 100 copias por
célula. Si el peso molecular es alto el nimero de
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copias por célula varia de 1 a b.

La informacién genética que contienen es muy
variada y puede ir desde funciones biolégicas
(factor F de sexualidad bacteriana) hasta la uti-
lizacion de sustratos especiales (degradacién del
tolueno). Tal vez la mas importante desde el
punto de vista médico y de la manipulacién
genética sea el conferir resistencia a determina-
das drogas antimicrobianas.

No todos los plasmidos pueden ser utilizados
como .vectores de clonacién. Para ello deben
cumplir los siguientes requisitos:

a) Poseer un bajo peso molecular. Ello da
lugar a que estén en mayor numero por célula,
ademas de ser mas faciles de manejar y purificar
en el laboratorio.

b) Conferir un fenotipo facilmente selecciona-
ble, tal como la resistencia a un antibidtico o la
utilizacién de sustancias poco comunes como
fuentes de carbono. Ello permite en los medios
adecuados (adicionados del antibidtico o suple-
mentados con la fuente de carbono) distinguir
los clones portadores del plasmido de los que no
lo son (Fig. 3).

c) Poderse aumentar artificialmente el niamero
de copias por célula. Esto se puede lograr me-
diante tratamientos con antibidticos que deten-
gan la sintesis proteica (cloramfenicol o especti-
nomicina) pudiéndose alcanzar de 1.000 a 3.000
copias del plasmido por célula; proceso que se
conoce con el nombre de amplificacién.
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Figura 3. Una célula carente de pldsmico es incapaz
de crecer en medio con ampicilina. Por el contrario,
cuando se le introduce un pldsmido portador del gen
que codifica resistencia puede crecer en medio con
ampicilina.

Pstl

Figura 4. Mapa fisico del pBR322. Se presentan los
puntos de corte para diferentes enzimas de restric-
cion.

El plasmido modelo en ingenieria genética es
pBR322 (Fig. 4). Construido de forma artificial en
el laboratorio (6), su bajo peso molecular (4362
pb) unido a la posesién de genes que codifican
resistencias a ampicilina y tetraciclina y al hecho
de poderse amplificar facilmente en cultivo ha-
cen de él un vector de clonacion idéneo.

2. Virus

La utilizacién de un virus como vector de
clonacién hace uso de una sencilla estretegia
que consiste en aislar el DNA del virus en
cuestion y ligarle el gen a clonar. El DNA recom-
binante asi formado se encapsula «in vitro», y
con los viriones obtenidos se infecta a las célu-
las receptoras. (Fig. 5).

Al igual que ocurre con los pldsmidos, hay
también virus preferidos para su menejo como
vectores de clonaciéon. Tal es el caso del fago
X\ cuando la célula receptora es procariota o del
virus SV40 para células receptoras de mamitero
(7).

3. Cdsmidos y fadsmidos

Los cosmidos son vectores especialmente di-
sefiados para clonar fragmentos grandes de DNA
eucariético, por ejemplo la @ -2 colageno de
pollo con 38 Kpb. Estos fragmentos por su ta-
mafio no pueden ser clonados en plasmidos o

virus.
Un césmido no es mas que un plasmido al

que se le han ligado las secuencias cos del fago
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Figura 5. EI DNA del fago (1) se fragmenta (2). Por
otra parte, de una célula donadora se extrae el DNA
(3) v se fragmenta (4). Ambos DNAs se ponen en
contacto (5), formandose DNAs recombinantes entre
los fragmentos correspondientes al extremo izquierdo
(L) y derecho (R) del DNA de y el DNA a clonar. Con
todos ellos se realiza una encapsulacion «in vitro» (6).
Con el lisado se infecta un culive de células recep-
toras (7). introduciéndose de esta forma en el interior
de 1as mismas el DNA exdgeno.

A . Con ello puede aceptar hasta 45 Kpb de in-
formacién genética exdgena. El encapsulamiento
«in vitro» posterior, seguido de la infeccion en
Escherichia coli permite clonar dichos genes (Fig.
6).

Un fasmido es el DNA de un fago al cual se le
ha insertado un origen de replicacidon provenien-
te de un plasmido. Con ello, al producirse la
inteccion se puede lograr el ciclo lisogénico sin
necesidad de que el virus se integre en el cro-
mosoma de la célula receptora. Su utilidad en
ingenieria genética es, hoy por hoy, muy limi-
tada.

;Cuando utilizar uno u otro vector? Depende
de las circunstancias. Si lo que se desea es
clonar fragmentos de bajo peso molecular los
pldésmidos son idéneos. Si los fragmentos a
clonar son de alto peso molecular pueden utili-
zarse fagos o cosmidos, segin el tamafo.
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Figura 6. EI DNA de la célula donadora se extrae (1) y
se fragmenta (2). Un césmido que codifica resistencia
a ampicilina se fragmenta con el mismo enzima de
restriccién (3) y las dos muestras de DNA se ponen
en contacto (4). Se forman diferentes DNAs recombi-

nantes que se encapsulan «in vitro» (5). Con el lisado -

obtenido se inyecta una cepa receptora (6), seleccio-
néndose la aparicién de la resistencia a la ampicilina
codificada por el cosmido.

Enzimologia del DNA recombinante
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serian realizables de no ser por la existencia de
toda una serie de enzimas implicados en el
metabolismo del DNA y con los cuales el inves-
tigador puede cortar, modificar y unir los genes
de la forma mas conveniente.

Entre todos estos enzimas destacan las endo-
nucleasas de restriccion. Se trata de enzimas
bacterianos que reconocen secuencias de nu-
cledtidos en el DNA. Las secuencias reconoci-
das son palindrémicas y suelen estar formadas
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Figura 7. A la izquierda de la figura, un fragmento de
DNA gue contiene una secuencia de reconocimiento
para Eco Rl. Su digestidn con dicho enzima rinde dos
fragmentos de extremos cohesivos. A la derecha,
otro fragmento de DNA gque contiene en este caso la
secuencia de reconocimiento para Tha I. Su digestion
rinde también dos fragmentos, pero de extremos
romaos.

por cuatro o seis pares de bases. El enzima corta
el DNA en el centro o en el extremo de la
secuencia, generando respectivamente fragmen-
tos romos o cohesivos (Fig. 7).

¢Cudl es la utilidad de estos enzimas? Eviden-
temente el poder unir DNAs de diferentes orige-
nes tratados con el mismo enzima de restriccion,
ya que sus extremos cohesivos presentan com-
plementariedad de bases (Fig. 8).

Otro enzima béasico a la hora de unir DNAs de
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Figura 8. Dos DNAs de diferente origen presentan una
Unica secuencia de reconocimiento para Eco Rl Al
someterlos a digestion con dicho enzima, se forman
dos fragmentos lineales de extremos cohesivos. Al
poner ambas muestras en contacto en presencia de
DNA ligasa la complementariedad de bases favorece
la formacion del DNA recombinante entre ambos.

ori

Figura 8. De una célula donadora se extrae su DNA
(1) y se digiere con un enzima de restriccion (2). Por
otra parte, el vector, en este caso un plismido que
confiere resistencia a ampicilina y tetraciclina, se
digiere con el mismo enzima (3). El DNA y el vector
digeridos se ponen en contacto en presencia de DNA
ligasa (4), formandose los DNAs recombinantes. Pos-
teriormente. se transformara con los mismos una
cepa receptora, selecciondndose la aparicion de re-
sistencia a los dos antibidticos codificada por el plds-
mido.

diferentes origenes es la DNA ligasa (Fig. 8).
Este enzima cataliza la formacién de un enlace
fosfodiéster entre un extremo 3'OH y un 5'fos-
fato adyacentes en el DNA. Mediante su actua-
cién se consigue la unién de los extremos com-
plementarios aparecidos tras la incubacion del
DNA con un enzima de restriccion e incluso, bajo
ciertas condiciones de ensayo, la DNA ligasa
niieda inir extremos romos.

A veces es interesante afiadir a un fragmento
de DNA una secuencia repetida de un determi-
nado nucleétido. Para ello se emplea el enzima
terminal transferasa, el cual cataliza la adicién
de desoxinucledtidos al extremo 3'0OH terminal
de las moléculas de DNA.

La lista de los enzimas mas utilizados en
ingenieria genética quedaria incompleta si no
habldsemos de la transcriptasa inversa. Este
anzima cataliza la sintesis de DNA tomando como
molde una molécula de RNA.
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Estrategias para la clonacién de genes

La clonaciéon de un determinado gen presenta
una serie de problemas especificos que hacen
inaplicable una estrategia general de clonacion
para todos los casos. Por ello en cada ocasién
hay que elegir la técnica mas adecuada (7-10).

Fundamentalmente son tres los sistemas de
clonacion del DNA. Los dos primeros parten de
DNA mientras que el tercero toma como material
inicial un RNA.

1. El caso més sencillo: gen y vector con
extremos cohesivos complementarios
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Figura 10. De una célula donadora se extrae su DNA
(7]} y se corta (2). De entre todos los fragmentos se
selecciona el que porta el aen a clonar. en este rasn
el gen «x» (3). £l vector de clonacién también se frag-
menta (4). A ambas muestras, gen a clonar y vector,
se las trata con exonucleasa del fago (5) para obte-
ner pequefios extremos de cadena sencifla. A conti-
nuacién se afiade como fuente de nucledtidos ade-
nina a la muestra del gen y el nucledtido complemen-
tario, en este caso la timidina, a la muestra del
vector. Se hace actuar la terminal transferasa (6).
que afiade una cola poli (A) al gen y una poli (T) al
vector. Ambas muestras se ponen en contacto con
DNA ligasa (7] y. gracias a la complementariedad
adenina-timina, se produce e/ DNA recombinante.
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Figura 11. Un prendedor con la secuencia de reco-
nocimiento de Eco R! se pone en contacto con el
DNA a clonar en presencia de DNA ligasa (1). A am-
bos extremos del DNA a clonar se unen prendedores,
de forma que la digestién de ese nuevo DNA con Eco
Rl (2) rinde un DNA de extremos complementarios.

En esta primera estrategia de clonacién hay
que partir del aislamiento del DNA total de la
célula donadora. A continuacién se digiere por
separado tanto este DNA total como el vector

con un enzima de restriccion que posea un (nico .

punto de corte en este Gltimo. Esto conlleva por
una parte la obtencion de una poblacién de
moléculas de DNA de la célula donadora con
extremos cohesivos para el enzima empleado v,
por otra, a la linearizacion del vector. En este
momento se pone en contacto el DNA total
digerido con el vector linearizado en presencia
de DNA ligasa. Con los DNAs recombinantes asi
formados se transforma una cepa bacteriana,
seleccionando para los marcadores codificados
por el vector que no han sido destruidos por el
tratamiento enzimatico (Fig. 9).

2. El problema de los extremos romos

¢{Qué hacer si el vector, el gen o ambos
poseen extremos romos como fruto de la actua-
cion del enzima de restriccién? La solucién a
este problema puede venir por diferentes vias.

En primer lugar se puede intentar la unién
directa de vector y gen. Para ello es necesario
trabajar con altas concentraciones de vector, gen
y DNA ligasa, asi como reforzar la actuacion de
esta ultima mediante la adicién de RNA ligasa.
Este protocolo presenta una eficiencia muy baja
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y un alto costo, por lo que no es aconsejable.

Un método mucho mas utilizado se apoya en
el empleo del enzima terminal transferasa (Fig.
10). El protocolo comienza con el tratamiento del
DNA de extremos romos con la exonucleasa del
fago A\ a tiempos cortos, con lo cual se eliminan
algunos nucleétidos en el extremo 5'romo y se
logra obtener pequefios extremos 3° de cadena
sencilla. Sobre estos extremos de cadena senci-
lla ya puede actuar la terminal transferasa. Todo
consiste en suministrar como sustrato de la
terminal transferasa un determinado nucleétido
para el DNA del gen a clonar y su complemen-
tario para el vector. Una vez el homopolimero
alcanza una longitud de unos 20 nucleétidos se
detiene la reaccién. Nos encontramos pues ya
con dos DNAs, vector y gen, de extremos com-
plementarios, los cuales pueden unirse tal y
como se ha descrito en el apartado anterior.

Aln existe una tercera via de soluciéon para el
problema que toma como base el empleo de
prendedores. Se trata de secuencias de nucled-
tidos sintetizadas quimicamente y que son dia-
nas de corte para diferentes enzimas de restric-
cién. Mediante el empleo de DNA ligasa a altas
concentraciones se unen a DNAs de extremos
romos, digiriéndose con el enzima de restriccion
para el cual son diana. De esta forma se obtiene
un DNA de extremos cohesivos (Fig. 11).

3. Clonaje a partir de RNAs mensajeros: el
método de [la transcriptasa inversa

Consideremos el caso de la clonacion de un
gen eucaridtico. ;Podrian aplicarse las técnicas
descritas anteriormente? La respuesta a esta
pregunta es sencilla: tan sélo en el caso de que
el gen en cuestién no presente intrones. Desgra-
ciadamente esto no es lo habitual, constituyendo
los intrones un problema para la expresiéon en
bacterias de los genes eucariotas clonados. En-
tonces se hace preciso el acudir a la basqueda
de RNAs mensajeros maduros, en los cuales ios
intrones han sido eliminados

Para aislar el RNA mensajero correspondiente
al gen que deseamos clonar hay que recurrir a la

fuente biolégica natural apropiada. Por ejemplo.

para clonar el gen de la insulina obtendremos el
RNA mensajero a partir de células pancreéticas,
ya que en este tipo celular el RNA mensajero de
la insulina representa un alto porcentaje del
RNA mensajeron total.

Como los RNAs mensajeros eucariotas poseen
una cola de polidesoxiadenina de unos 200
nucledtidos es facil aislarlos mediante una cro-
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Figura 12. Al RNA mensajero del gen a clonar se le
afiade un cebador en forma de una pequefia cola de
poli (T) (1). A partir del pequefio hibrido DNA-RNA
comienza la sintesis por parte de la transcriptasa in-
versa del DNA copia del RNA mensajero (2). Del hi-
brido DNA-RNA formado se elimina la hebra de RNA
por una hidrélisis alcalina (3), para posteriormernite
SUNEULAISE Uila ficula UE UIVA Cuttipienieiiiaiv al
DNA copia (4). El codo formado por la actuacion de la
transcriptasa inversa se elimina por tratamiento con
nucleasa S1 (5).

matografia de oligo (dT) celulosa. A partir de aqui
se puede construir una copia en DNA de este
RNA mensajero maduro aislado, simplemente
mediante la accién de la transcriptasa inversa.

La reacciéon comienza con la adicién al RNA
mensajero de una pequefia molécula de unas 15
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Figura 13. Muestras de DNA de individuos sanos (HbA)
e individuos enfermos (HbS) de anemia falciforme se
someten a la prueba Dde. /. Para ello, las muestras
se someten a digestion con Dde. . En el caso del
individuo sano se obtienen dos fragmentos con parte
del gen HbA. Ello es debido al hecho de que en di-
cho gen hay un punto de corte para Dde. I. Por el
contrario, en el individuo enfermo dicho punto de
corte ha desparecido por la mutacidn y se obtiene
un dnico fragmento. Una electroforesis nos permi-
tird separar los fragmentos de digestién merced a su
tamario. Cuando posteriormente hibridemos con el
gen salvaje marcado radiactivamente, nos apare-
cerdn dos bandas correspondientes a los dos frag-
mentos en el individuo sano y una tnica banda en
el enfermo

desoxitimidinas, la cual se hibrida con la cola
poli (A). Esta pequefa estructura de cadena
doble sirve como cebador a la transcriptasa
inversa, que a partir de ahi, y tomando como
molde el RNA mensajero, sintetizard una cadena
de DNA complementaria. Se forma asi un hibrido
DNA-RNA.

A continuacién se realiza una hidrélisis alca-
lina que elimina el RNA del hibrido. Sobre el
DNA monocatenario resultante se hace actuar o

bien una DNA polimerasa o a la misma trans-
criptasa inversa, la cual, en virtud de su activi-
dad DNA polimerasa DNA dependiente, es capaz
de sintetizar la hebra de DNA complementaria. El
unico problema llegado este punto es la existen-
cia de un codo de DNA de cadena sencilla
producido por la actuaciéon de la transcriptasa
inversa. Este puede eliminarse facilmente me-
diante la actuacién de la nucleasa S1, la cual
puede degradar selectivamente DNA de simple
cadena (Fig. 12). Con todo se logra la construc-
cion de un DNA copia, apropiado para clonar
mediante las técnicas descritas anteriormente.

No obstante debemos tener en cuenta que
nuestra poblacién de DNAs no es pura tal y
como la hemos obtenido. En todo caso, habiendo
recurrido al tejido adecuado como fuente, el DNA
a clonar se encontrard en proporcién mayorita-
ria. Se hace pues necesario un proceso de se-
lecciéon de los clones deseados.

Diagnéstico de enfermedades hereditarias
mediante téenicas de clonacion molecular

Hay descritas cerca de 500 enfermedades
hereditarias producidas por mutaciones recesi-
vas. Las técnicas de ingenieria genética han
servido para diagnosticar algunas de ellas.

1. Defectos en las globinas sanguineas

La anemia falciforme surge como consecuen-
cia de una mutacién puntual en el gen que
codifica para la cadena 8 de la hemoglobina. En
concreto, la mutacidén consiste en el cambio de
un triplete GAG por otro GTG. Esto conlleva en
la proteina a un cambio de un resto de &cido
glutdmico por otro de valina.

Las técnicas de restriccidn «in vitro» del DNA
nos permiten detectar estos minimos cambios
moleculares y estabiecerlos como base de Ia
enfermedad aue desencadenan. Concretaments
en el caso mencionado, la mutacion de A a T
supone la pérdida de un sitio de reconocimiento
para el enzima de restriccion Dde. | (11). La
prueba consiste en tomar DNA presuntamente
mutado y digerirlo con Dde. |. La muestra de DNA
ceran dos bandas de hibridacién, ya que Dde. |
los fragmentos. Posteriormente, se hibrida con
un plasmido marcado radioactivamente que lleva
clonado el gen salvaje de la p -globina. Si el
DNA no contiene la mutacién falciforme apare-
cerdn dos bandas de hibridacién ya que Dde/
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corta en un punto al gen p -globina. Si el DNA,
por el contrario, contiene la mutaciéon rendira
una unica banda ya que el paso de A a T des-
truye la secuencia de reconocimiento para Dde. |
(Fig. 13).

Si bien la prueba Dde. | fue la primera utilizada
en los laboratorios de biologia molecular, no es
muy adecuada para los analisis rutinarios que
deben realizarse en el laboratorio de un hospital.
Esto es debido a que Dde. | reconoce una secuen-
cia relativamente corta (CTNAG), dando lugar a
demasiados puntos de corte con lo cual se
dificulta la separaciéon e identificacién por elec-
troféresis _de los fragmentos resultantes. Por
suerte, existe hoy en dia una alternativa mas
conveniente, la prueba Mst. 1l (12). Este enzima
reconoce una secuencia mas larga (CCTNAGG),
rindiendo menos fragmentos y de tamafio mas
grande, con lo que su separacion e identificacién
es mucho mas facil y clara.

Otra mutaciéon que afecta a la p -globina es la
denominada Hb OArab. Esta consiste en una
sustitucion del aminodacido en posicién 121 de la
cadena proteica, lo que da lugar a la pérdida de
un sitio de reconocimiento por el enzima EcoRlI,
con lo cual se puede llevar a cabo una prueba de
hibridacién similar a las anteriormente descritas
(13).

Con el nombre genérico de talasemias se de-
signan a todos aquellos estados patolégicos en
los cuales un individuo muestra escasos o nulos
niveles de alguno de los polipéptidos de globina.
La gran cantidad de estudios moleculares sobre
los mecanismos de biosintesis de la hemoglobina
nos han permitido conocer que sus polipéptidos
componentes estan codificados en dos grupos
génicos: los genes a sobre el brazo corto del
cromosoma 10 y los genes J sobre el brazo
corto del cromosoma 11.

El estudio de las a -talasemias ha revelado
algunas caracteristicas sorprendentes del geno-
ma humanoc. Normalmente los genes de la a -
Yivuiiig 5 ClivuGiilall Jddplivadus y ligyadus 1isl-
camente en un espacio de tan sdélo 4 Kpb.
Algunos individuos afectados por esta enferme-
dad presentan un cromosoma con una copia
simple de la secuencia o -globina, situacion ori-
ginada probablemente por un entrecruzamiento
desigual dentro de la regién o -globina. A esta
conclusién se ha llegado por los datos conse-
guidos al observar con el microscopio electro-
nico genes clonados de la « -globina, ademas de
una aproximacion ingeniosa consistente en la

propagacion de fagos recombinantes. Concreta-
mente esta ultima técnica consiste en clonar la
region génica de la a -globina en un fago A e
infectar con él Escherichia coli. Se observa que
los genes duplicados de la a -globina sufren en
la bacteria procesos de deleccién que mimetizan
a los postulados para las poblaciones humanas
(14).

Es en el caso de las p -talasemias donde las
causas moleculares se diversifican mas, si bien
en ultimo término todo se reduce a dos casos. O
bien se producen mutaciones puntuales que
conducen a la aparicion de un coddn sin sentido
0 un cambio en la pauta de lectura del DNA, o
bien se producen delecciones mds o menos
importantes en los genes tanto estructurales
como reguladores.

Se han empleado varias técnicas de ingenieria
genética para descifrar las anomalias del DNA
talasémico. Se puede secuenciar directamente el
mRNA mutante que se encuentra en pequefas
cantidades dentro de los eritrocitos. Por otra
parte se puede analizar el DNA retrotranscrito a
partir del mRNA mutante tomando como ceba-
dores fragmentos diversos de un DNA que con-
tiene el gen salvaje clonado (15). Para ello se
utiliza la transcriptasa inversa y aunque la técni-
ca es mas laboriosa los resultados son mejores.

El mapeo genético mediante enzimas de res-
triccion permite encontrar las delecciones cau-
santes de las j -talasemias (16). De esta forma
se pudo esclarecer un caso en el que el gen
mutante era unos 600 pb mas corto que el
salvaje. Estudios posteriores permitieron estable-
cer que dicha deleccion afectaba al extremo 3’
del gen de la B -globina.

Hay que aclarar que los estudios de mapeo
genético mediante enzimas de restriccién tienen
una capacidad de resolucién que esta limitada
por la presencia en el DNA de sitios de corte
apropiados. Para poder localizar mejor las de-
lecciones se emplean técnicas de microscopia
elecuoilica (i1 /). EI DINA de un paciente de
talasemia se clona en un bacteriéfago y se
hibrida con DNA salvaje clonado en un plasmido.
Los lazos visualizados en las micrografias elec-
tronicas permiten detectar la deleccién del gen
mutante.

2. Defectos en enzimas de rutas metabdlicas

La fenilcetonuria se produce por cambios pun-
tuales en la secuencia del gen de la fenilalanina
hidroxilasa. Mediante pruebas de hibridacion si-
milares a las pruebas Ddel y Mstll se ha con-
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seguido establecer una correlacion entre patrén
de restriccién y la existencia de la enfermedad.
Ademas se ha logrado detectar la condicién de
heterozigosis propia de los individuos portadores
(18). Es por lo tanto posible hablar de un diag-
néstico genético preventivo mediante técnicas de
clonacién molecular.

Vamos a fijarnos ahora en dos enfermedades
metabolicas hereditarias a las que los técnicos
en DNA recombinante también han prestado
mucha atencién, aunque con resultados menos
satisfactorios. Se trata de la citrulinemia y el
sindrome de Lesch-Nyhan. En ambos casos se
ha conseguido clonar el alelo salvaje del gen
implicado en la enfermedad. La aplicacién de
este gen clonado para pruebas de hibridacién
sobre DNA total, tanto de pacientes como de
individuos sanos, no ha revelado diferencias
entre sus patrones de restriccion. Ello no signi-
fica que no haya una mutacién en el DNA de los
individuos enfermos sino tan sdélo que no se
puede detectar con los enzimas empleados por-
que no afecta a sus secuencias de reconocimien-
to (7).

Al emplear una técnica alternativa, el anéli-
sis de los mRNAs especificos de los genes impli-
cados, se puede comprobar que son mas cortos
en los pacientes que en los individuos sanos.
Estos datos parecen apuntar hacia anomalias en
el proceso de maduracion del mRNA.

Aplicacion al diagnostico y tratamiento de
enfermedades infecciosas

La clonacién de genes puede rendir dos tipos
de productos interesantes para la medicina cli-
nica: el DNA clonado, (til como reactivo especifi-
co en ensayos de diagndstico por hibridacién, o
bien los productos proteicos de los genes clona-
dos, usados como antigenos purificados para
inmunodiagnéstico o en la produccién de vacu-
Limamtaa ()

Para el diagndstico mediante hibridacién las
sondas se preparan clonando secuencias espe-
cificas del DNA del organismo a ensayar (19). No
es necesario clonar todo un gen; cualquier se-
cuencia de DNA que tenga la especificidad de-
seada puede usarse como sonda. De hecho la
hibridacion puede realizarse con sondas lo su-
ficientemente cortas como para ser sintetizadas
artificialmente.

Recientemente se ha propuesto una alterna-
tiva al marcaje radiactivo de sondas de DNA para

hibridacién. Esta técnica se basa en la alta
afinidad entre la biotina y la avidina. Las sondas
se sintetizan incorporando nucleétidos biotini-
lados y su presencia se detecta con un comple-
jo avidina-enzima acoplado a una reaccién colo-
rimétrica (20).

Las técnicas de hibridacién se pueden aplicar
tanto para la identificacion de aislamientos bac-
terianos o virales como para la deteccién de
patégenos en especies clinicas o patoldgicas.
Ademés, se puede detectar directamente la pre-
sencia de DNA o RNA microbiano en tejidos
huéspedes e incluso saber si un genoma hués-
ped lleva integradas secuencias virales.

Se ha conseguido clonar una gran variedad de
genes que codifican antigenos de virus, bacterias
0 pardsitos patégenos. Su expresién en bacterias
permite obtener cantidades suficientes de anti-
geno para detectar anticuerpos especificos me-
diante inmunoensayo. Un caso claro es el de la
clonacion del antigeno HBcAg del virus de la
hepatitis B (21).

El estudio de la patogénesis microbiana tam-
bién puede abordarse mediante técnicas de clo-
nacion molecular. Los factores de virulencia
pueden manipularse para llegar a identificar los
dominios activos de forma precisa. Ello conduce
a la produccién de mutantes inmunolégicamente
activos pero funcionalmente defectivos los cua-
les se pueden utilizar para la fabricacién de
vacunas. En Vibrio cholerae, mutagenizando «in
vitro» el gen que codifica la toxina colérica y
sustituyendo el alelo salvaje por el gen mutado,
se ha logrado una cepa utilizable como vacuna e
incapaz de producir toxina (22). Esto supone una
gran ventaja ya que muchas de las vacunas
actualmente aplicadas poseen un elevado coste
de produccién, tienen efectos potencialmente t6-
xicos o virulentos, u ofrecen una proteccién
inadecuada. Algunos de estos problemas pueden
evitarse mediante técnicas de DNA recombinante
similares a ias descritas para &l caso anterior.

Perspectivas de la terapia genética

Se ha puesto a punto una serie de técnicas de
terapia genética en animales de laboratorio y si
bien la aplicacién en humanos de estas técnicas
no esta desarrollada, su base experimental se
encuentra en estadios avanzados (23).

En esencia se trata de la insercién de genes
funcionales en la médula espinal de ratén. El
sistema de introduccién mas efectivo usa vecto-
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res basados en retrovirus que transfieren genes
clonados a células de médula espinal murina en
cultivo. Estas células se implantan posterior-
mente a animales receptores.

Estas técnicas de terapia genética somética
son cada vez mas eficientes. Su aplicacién futura
en seres humanos podria llevar a la correccion,
al menos parcial, de algunas enfermedades ge-
néticas. Sin embargo la seguridad de los pro-
cedimientos debe quedar previamente bien asen-
tada mediante abundantes estudios en animales
de experimentacién.
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