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SUMMARY

RESUMEN

En el transcurso de los tltimos aiios hemos asistido a
grandes avances en el campo de la biologia molecular.
Todos ellos han conducido al desarrollo de una serie de
técnicas que permiten obtener, modificar e introducir
en células receptoras fragmentos de DNA de individuos
donadores. Con ello se han obviado todas las barreras
que en la Naturaleza impiden el intercambio genético,
lograndose construir verdaderas fibricas celulares
para el desarrollo de productos con interés farmacolé-
gico o industrial. El potencial que se deduce del empleo
de estas técnicas de ingenieria genética en campos
como la medicina, la agricultura, la ganaderia o la
industria es inmenso y podemos afirmar, sin temor a
equivocarnos, que estamos a las puertas de una autén-

Recent advances in the field of molecular byology
have led to the development of techniques allowing the
obtention of DNA fragments from donor cells and their
modification and insertion in receptor cells. Thus,
natural barriers to genetic interchange have been over-
come so that actual cell-factories can be created for the
development of substances of pharmacological or
industrial interest. Obviously these techniques have a
huge potential for medical, agricultural, cattle-rearing
and industrial purpose, and can be considered as
revolutionary.

tica revolucién biotecnolégica.

GENERALIDADES SOBRE
INGENIERIA GENETICA

Existen complicadas definiciones
legales de lo que es ingenieria genética
(4). Tal vez una definicién sencilla y
clara sea la que entiende por ingenieria
genética la introduccién de una planifi-
cacion humana en la formacién de nue-
vos genes y nuevas combinaciones de
genes.
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Supongamos que queremos clonar
un gen de una célula donadora que lla-
maremos célula A en una célula recep-
tora que denominaremos célula B. Para
ello deberemos extraer el DNA total de la
célula Ay transformar con él la célula B
seleccionando posteriormente aquellas
células B que hayan tomado el gen que
deseamos clonar. Esto sobre el papel es
muy sencillo, pero en la practica trope-
zarfamos con muchas dificultades. La
principal de ellas radica en el hecho de
que la simple introduccién del DNA
exogeno tal cual en la célula receptora se
produce con una eficiencia muy baja,
practicamente no entra, y si lo hace es
degradado en su mayor parte. Para pro-
teger el DNA exégeno de la degradacion
se hace preciso introducirlo en el inte
rior de otra molécula de DNA denomi-
nada vector. Este DNA recombinante

gen-vector ya puede penetrar con facili-
dad, conservandose de forma estable en
el citoplasma de la célula receptora.

Vamos a profundizar un poco mas en
los vectores de clonacién. Son plasmi-
dos o virus en los que se inserta el gen
que se desee clonar (3). Deben cumplir
las siguientes propiedades:

a) Ser capaces de penetrar la mem-
brana citoplasmatica de la célula
receptora.

b) Serestablesen el citoplasmadela
c€lula receptora por poseer un origende
replicacion que les permita independ;-
zar su proliferacion de la divisicn
nuclear.

¢) Estarrelacionado con el DNA de la
cé€lula receptora para no ser degradado.

d) Contener algin gen que le con-
fiera caracteristicas fenotipicas que
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permitan seleccionar fécilmente las
células receptoras que lo posean.

Un caso tipico de vector es el plasmido
pBR322 (fig. 1). Construido en el labora-
torio de forma artificial (1) posee genes
que confieren resistencia aampicilinay
tetraciclina. Al transformar con €l célu-
las receptoras podremos distinguir cla-
ramente las que lo tomen de las que no
lo hacen cultivandolas en medio adicio-
nado de ambos antibiéticos. Sélo las
portadoras de pBR322 creceran merceda
su capacidad de inactivar los antibié-
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Para poder insertar el gen a clonar en
el vector se precisa de una serie de
enzimas implicados en el metabolismo
del DNA. De todos ellos los més impor-
tantes son sin lugar a dudas las endo-

ticos. nucleasas de restriccion. Estos enzimas
GAATTC: GAATTC
CTTAAG {TTAAG g%
Eco RI Eco RI
¥ y
G CTTAA
A ATTCE_MWWOMCTTAA AATTC —DODONQODGOHOET
l DNA ligasa
GAATTC :
F CTTAAG
GAATTC
CTTAAG

Fig. 2.—Utilizacién delos enzimas de restriccion en la formacién de DNAs recombinantes. La
digestion dedos DNAsde diferentes origenes con el enzima EcoRl generaen ambas moléculas
extremos cohesivos de secuencia complementaria que pueden unirse por la actuacion dela

DNA ligasa.
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Fig. 1.—Mapa fisico del plasmido pBR322, un clasico vector de clonacion.

reconocen secuencias palindrémicas de
cuatro a seis pares de bases en el DNA
cortandolas generalmente en un extre-
mo (5). Si disponemos de dos DNAs de
diferente origen digeridos con el mismo
enzima podremos unirlos gracias a la
complementariedad de bases adenina-
timina y guanina-citosina que sus
extremos presentan (fig. 2). Esta union
se vera favorecida por la presencia de
otro enzima importante: la DNA ligasa,
la cual cataliza la formacién de un
enlace fosfodiéster entre los extremos
3'hidréxilo y 5'fosfato adyacentes en el
DNA (2). ‘

Con todo elio se logran DNAs recom-
binantes gen-vector con los que se
transforman células receptoras. Estas
pueden ser de cualquier tipo: bacterias,
levaduras, hongos, células vegetales o
células animales. Hay que destacar que
el emplear un tipo u otro depende del
experimento, si bien la inmensa mayo-
ria de los mismos se disena para el tra-
bajo con bacterias por la facilidad de su
manipulacion.

ESTRATEGIAS PARA LA
CLONACION DE GENES

Cada experimento de ingenieria
genética precisa de una estrategia de
clonacién propia, por lo que es muy difi-
cil establecer generalidades. Ahorabien,
se puede hablar de sistemas clasicos
para la clonacién de genes. En concreto
hay tres de ellos de los cuales dos toman
como material de partida para la obten-
cién del gen DNA mientras que el otro
toma RNA.

La primera estrategia (fig. 3) consiste
en digerir tanto el DNA de la célula
donadora como el vector con un enzima



de restriccién que produzca un tinico
punto de corte en este tltimo. Ambas
preparaciones se ponen en contacto en
presencia de DNAligasa, conloquetaly
como antes veiamos se forman los DNAs
recombinantes. Con el conjunto de los
mismos se transforma una célula recep-
tora obteniéndose un niimero de clones
de los cuales identificaremos aquel que
porte el gen que se deseaba clonar.

La segunda estrategia parte de un
DNA donador cuyos extremos son romos.
Esto puede deberse a la actuacién de
determinados enzimas de restriccién o
al hecho de que el DNA se haya fragmen-
tado por procedimientos mecanicos. Se
puede resolver el problema por diversas
vias. La primera de ellas consiste en
intentar ligar gen y vector mediante
DNA ligasa, a pesar de que los extremos
no sean complementarios. Para ello se
precisan altas concentraciones de gen,
vector y DNA ligasa pudiendo deducirse
que se trata de un procedimiento caro.
Otra solucién se basa en la adicién de
una cola de polinucleétidos al vector y
de otra cola del polinucle6tido comple-
mentario al gen a clonar (fig. 4). Ello se
logra por la actuacion del enzima ter-
minal transferasa. De esta forma ambos
DNAs presentan extremos complemen-
tarios y en presencia de DNA ligasa for-
maran DNAs recombinantes. Una tiltima
alternativa para el problema de los
extremos romos toma como base el
empleo de prendedores. Estos son
secuencias de nucleétidos sintetizadas
quimicamente y que son diana para un
enzima de restriccion. Se unen a gen 'y
vector, se digieren con el enzima para el
cual son diana y de esta forma se dis-
pone de dos DNAs complementarios en
sus extremos (fig. 5).

La tercera y ultima estrategia toma
como material de partida el RNA mensa-
* jerodel gen aclonar. Es uitil sobre todoa
la hora de trabajar con genes de orga-
nismos eucariotas, pues permite obviar
el problema de los intrones. Parallevara
cabo esta técnica es preciso acudir a
buscar el RNA mensajero a su fuente
bioldgica natural apropiada, es decir, si
por ejemplo deseamos clonar el gendela

Aislamiento del DNA

Eco RI

DNA ligasa

Fig. 3.—Método directo para la clonacién de genes. Se aisla en DNA total de una célula yse
digiere con un enzima de restriccion. Por otra parte un plasmido vector se digiere con el
mismo enzima. Ambas poblaciones moleculares se ponen en contacto en presencia de DNA
ligasa lograndose una coleccion de DNAs recombinantes de los que habra que aislar el que

- porte el gen deseado.

insulina buscaremos su RNA mensajero
en el pancreas. El aislamiento del RNA
mensajero se lleva a cabo por cromato-
grafia de oligo deoxitimidina celulosa
conlo cual los RNAs mensajeros quedan
retenidos al poseer una cola de poliade-
nina. A continuacion se anade a la sus-
pension de RNAs el enzima transcrip-
tasa inversa el cual es capaz de sinteti-
zar DNA tomando como molde RNA (Fig.
6). Se formara asi un hibrido RNA-DNA.
Mediante hidrdlisis alcalina se elimina
del mismo la hebra de RNA vy con la
ayuda de una DNA polimerasa se sinte-
tiza un DNA complementario de la
hebra de DNA preexistente. El tinico
problema es la existencia de un codo de
DNA de cadena sencilla que se digiere

por la actuaciéon del enzima nucleasa
S1.Conello selogran DNAs de extremos
romos correspondientes al gen del cual
habiamos aislado sus mensajeros. La
insercion de un vector se puede llevar a
cabo por procedimientos similares a los
citados anteriormente.

SELECCION DE LOS CLONES
TRANSFORMADOS

La seleccion del clon que porte el gen
que se desea clonar varia segtn el tipo
de experiencia (6). Si el gen clonado es
una resistencia a alguna droga bastara
con plaquear en medio adicionado de la
misma.
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Si se trata de algun enzima implicado
en una via metabdélica se buscan cepas
receptoras mutantes en dicho gen conel
objeto de poder complementar la muta-
cién. Por ejemplo si deseamos clonar el
gen para la orotidina-5’ -fosfato descar-
boxilasa, un enzima implicado en la via
de sintesis de las uridina, buscaremos
una cepareceptoramutante en este gen.
Esta cepa no podra crecer en un medio
minimo a menos que le afnadamos uri-
dina. La seleccién de los clones trans-
formados con el gen mencionado se
realizara en un medio minimo sin uri-
dina. Solo aquellos clones que hayan
tomado y expresado el gen de la orotidi-
na-5 -fosfato descarboxilasa podran
crecer y dar colonias.
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Fig. 4.—Método dela terminal transferasa para la clonacién de genes incluidos en insertos de
DNA de extremos romos. Gen y vector se tratan con la terminal transferasa peroauno sele da
como fuente de nucledtidos adenimay al otro timina. Selogran asi colas complementarias que

en presencia de DNA ligasa se unen.

Finalmente si el gen clonado corres-
ponde a una proteina habra que acudir
a realizar una busqueda del clon pro-
ductor de la misma mediante la utiliza-
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Fig. 5.—Empleo de prendedores para la clonacién de genes en extremos romos de DNA. Altas
concentraciones del gen y del prendedor se ponen en presencia de DNAligasa. Se seleccionan
los fragmentos que hayan tomado prendedores en ambos extremos y se digieren con el enzima
ECORI con lo que ya se dispone de un fragmento de DNA de extremos complementarios.
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cién de anticuerpos marcados radioac-
tivamente contra dicha proteina.

La aplicacion de las técnicas de clona-
cién molecular en medicina ofrece inte-
resantantes posibilidades tanto desde
el punto de vista del diagnéstico de
enfermedades como desde el de la pro-
duccién de metabolitos secundarios
con interés farmacoldgico (9, 12, 16).

PRUEBA DE HIBRIDACION

La mayoria de enfermedades heredi-
tarias producidas por mutaciones rece-
sivas tienen su explicacién molecular
en el simple cambio de una base del DNA
por otra. Tal vez de todas ellas el ejemplo
mas conocido sea el de la anemia falci-
forme. Como sabemos en esta enferme-
dad se produce ¢l cambio en el gen de la
G globina de un triplete guanina-adeni-
na-guanina por otro guanina-timidina-
guanina. Esto lleva en la proteina al
cambio de un resto de acido glutamico
por otro de valina con lo que no ejerce
bien su funcién moleculary se produce
la enfermedad.

Mediante técnicas de ingenieria gené-
tica se puede detectar este minimo
cambio molecular. El triplete implicado
se encuentra dentro de la zona de reco-
nocimiento del encima de restriccién
Dde 1. Al pasar la adenina a timidina
cambia la secuencia y esta ya no es
reconocida por Dde 1. El resultado es
que un enzima que antes cortaba en el
gen de la 3 globina ahora no lo hace.
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Fig. 6.— Método de la transcriptasa inversa. Se
aislan RNAs mensajeros y se someten a la accién
de la tgranscriptasa inversa. Del hibrido DNA-
RNA formado se separa el RNA por hidrélisis alca-
lina. Se sintetiza una hebra complementaria a la
DNA por la accién de una polimerasay finalmente
se elimina el codo por la nucleasa S1.

Para poder detectar en ensayos clini-
cos estos cambios se ha puesto a punto
la técnica denominada prueba Ddel (8).
En ella se parte de la obtencién de DNA
de células de individuos presuntamente
mutados que se digiere con Ddel. A con-
tinuacion una muestra se somete a elec-
troforesis en gel de agarosa para separar

los fragmentos. Se transfiere el gel a una
membrana de nitrocelulosay se hibrida
con una sonda radioactiva del gen sal-
vaje de la §§ globina. Si hay anemia falci-
forme aparecera una tnica banda, de lo
contrario apareceran dos bandas debi-
das al corte por el enzima (Fig, 7).
Ultimamente la prueba Dde | para la
deteccién de animia falciforme se esta

sustituyendo porla Mst11(11). Se trata
de otro enzima de restriccién que per-
mite una mayor resolucién de bandas
con resultados mas claros.

Este tipo de pruebas de hibridacién
se ha utilizado también para la detec-
ci6n de otras enfermedades. Por ejemplo
en mutaciones HbOArab de 3 globinas
(10) o en la fenilcetonuria (20). Este
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Fig. 7.—Prueba Ddel. De un individuo sano y otro enfermo de anemia falciforme se extrae el
DNAYy se digiere con Dde . En el primer caso se produce un corte que rinde dos fragmentos
cada uno con un trozo del gen. En el segundo no hay corte y por lo tanto so6lo existe un tinico
fragmento que contenga el gen. Al correr ambas poblaciones moleculares en electroforesis y
posteriormente hibridar con una muestra radioactiva que contiene el gen salvaje aparecen
dos bandas en el individuo sano y una tnica en el enfermo.
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tltimo caso es verdaderamente intere-
sante pues permite establecer la condi-
cion de heterozigosis propia de indivi-
duos portadores. Con ello es posible
hablar de diagndstico genético preven-
tivo por ingenieria genética.

Por el contrario en el caso de citruli-
nemia o en el sindrome de Lech-Nyhan,
a pesar de tenerse clonado el alelo sal-
vaje no se han logrado resultados posi-
tivos. Ello no significa que no haya
mutacion en el DNA de los pacientes
sino tan sélo que no se puede detectar
con los enzimas empleados ya que estos
nos afectan al gen en cuestion.

ESTUDIOS MOLECULARES
DE ENFERMEDADES
GENETICAS

La clonaci6én de genes de la m globina
en fagos recombinantes ha permitido
llegar a la conclusién de que en el
genoma humano estos genes se encuern-
tran duplicados y ligados en un espacio
de tan sélo 4000 pares de bases. Infec-
tando con el lisado fagico una cepa de
Escherichia coli se han podido repro-
ducir en la bacteria procesos de delec-
cién similares alos descritos en pobla-
ciones humanas (13). Merced a este tipo
de trabajos basicos se podran compren-
der mejor las bases moleculares de la

enfermedad para de esta forma poderla

sanar. o
En el caso de las 3 talasemias se han
podido incluso determinar el tamario y

localizacion de las delecciones del gen

responsable. En concreto se pudo corre-
lacionar un caso de talasemia con una
deleccién de 400 pares de bases en el
extremo 3’ hidroxilo del geni de la § glo-
bina. El procedimiento parti6 del clo-
naje del DNA de un paciente en un bac-
teriofagoy su hibridacion conel DNAde
un individuo sano. Posteriormente se
visualizaron al microscopio electrénico

observandose los lazos correspondien- |
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Fig. 8.— Experiencia de terapia con ratones dia-
béticos. Un plismido que contenia un gen para la
insulina murina se encapsulé en liposomas. Con
una suspensién de los mismos se inyectaron
ratones diabéticos. Los liposomas se fijaron sobre
la superficie de células hepdticas y vertieron los
plasmidos al citoplasma. Se sintentizé la insulina
que por el torrente sanguineo llegd a todo el
cuerpo del animal.

tes a las delecciones asi como su locali-
zacion (17, 18).

DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

Hay en este campo dos vertientes bien
definidas. Por un lado el clonar el
genoma o fragmentos de genoma de una
bacteria o virus patégenos para su utili-
zacién como sonda. Por otro el aisla-
miento de productos proteicos de estos
organismos y su utilizaciéon como anti-
genos purificados para inmunochag-
nostico o parala fabricacién de vacunas.

En cuanto al diagnéstico de enferme-
dades infecciosas mediante el empleode
sondas que contengan el genoma de
bacterias o virus patogenos, hay que
indicar que hay que buscar fragmentos
de genoma con alta especificidad, de
forma que so6lo se encuentren en ese y
no enotro organismo (15). Ultimamente
se ha diseriado un método de marcaje de
estas sondas con biotina y avidina (14)
que permite disponer de resultados
muy satisfactorios. Con ellos se pueden
detectar patbgenos en especies clinicas
o patolégicas e incluso visualizar la pre-
sencia de DNA o RNA microbiano en
tejidos huéspedes.

El clonaje en bacterias de genes que
codifican proteinas utilizables como
antigenos permite disponer de una
gran cantidad de los mismos. Un caso
claro es el de la clonacién en Escheri-
chia coli del antigeno HBcAg del virus
de la hepatitis B (19).

TERAPIA GENETICA

En animales de laboratorio se han
puesto a punto una serie de técnicas de
terapia genética (7). El caso citado par-
ti6 de un cuitivo de células de méduia
espinal de raton las cuales se transfor-
maron con genes clonados en el interior
de retrovirus. Las células transforma-
das se implantaron en médula espinal
con lo que el animal de experimentacion
recibid los genes clonados.

Muy recientemente el doctor Claude
Nicolau del Centro de Biofisica Molecu-
lar de Orleans ha conseguido expresar
en ratones diabéticos el gen de la insu-
lina. Para ello integré millones de copias
de un gen de la insulina murina en lipo-
somas. Los liposomas son vesiculas de
lipidos en cuyo interior es posible
encapsular sustancias, en este caso
plasmidos. Inyecté estos liposomas a
ratones diabéticos. Los liposomas pasa-
ron al torrente sanguineo y se fijaron
sobre la pared de las células hepaticas
liberando los plasmidos'y por lo tanto el
gen de la insulina. Esta se produjo y
liberada en sangre sané al animal (Fig.
8).

Como se puede deducir de lo visto
estas técnicas son cada dia mas eficaces
si bien nolo suficiente como para poder-
las llevar a cabo en seres humanos. En
un futuro no muy lejano los procedi-
mientos podran estar lo suficientemen-
te desarrollados como para poder curar
enfermos mediante este tipo de terapia.
Esees por ahora el objetivo alargo plazo.
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