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Introducción

Actualmente se acepta que para el tratamien-
to definitivo de las enfermedades genéticas se
tendrá que actuar directamente sobre el gen
mutado. Este nuevo concepto de terapia se co-
noce como terapia génica y se puede conseguir
completando la información genética defectiva
mediante la introducción de genes normales,
adición génica, o reemplazando las secuencias
mutadas por las normales, corrección génica.

Durante los últimos 10 años se han desarro-
llado distintos métodos de transferencia géni-
ca en células de mamífero tales como la copre-
cipitación de ADN y fosfato calcico, la
encapsidación de ADN en liposomas, la elec-
troporación, la microinyección directa en el nú-
cleo y el uso de vectores virales. En todos estos
métodos el ADN exógeno introducido se inte-
gra en el genoma predominantemente al azar
(un caso de recombinación homologa por cada
103 casos de integración no homologa). La adi-
ción génica tiene dos inconvenientes: a) la in-
tegración de las secuencias exógenas puede
producir mutagénesis por inserción, y b) la ex-
presión del transgén muestra efecto de posición
y alcanza niveles muy inferiores al del gen
normal1.

Idealmente, estos problemas no deberían
existir si se realiza corrección génica mediante
recombinación homologa, pero, deforma ines-
perada, se está observando que durante la re-
combinación se producen nuevas mutaciones2.
De confirmarse la aparición de un elevado nú-
mero de mutaciones durante la recombinación
homologa en células de mamífero, será impo-
sible utilizar esta técnica para la terapia génica

Construcción de cromosomas artificiales

Los dos principales inconvenientes de la adi-
ción génica desaparecerán si se evita la integra-
ción en el genoma del ADN exógeno. Esto se
conseguirá si se desarrolla un nuevo tipo de vec-
tor, el «minicromosoma de eucariotas superio-

res», que haría posible la construcción de cro-
mosomas artificiales bien definidos, similares a
los de levaduras. Igual que ocurrió en las leva-
duras, el paso previo para la consecución de
este objetivo es clonar y caracterizar los cen-
trómeros y telómeros de eucariotas superiores.

Los telómeros son estructuras especializadas
presentes en los extremos del cromosoma. És-
tos permiten la replicación completa del cromo-
soma y le confieren estabilidad al protegerle de
fusiones y degradaciones. En la actualidad se
han aislado las secuencias de ADN teloméricas
de varios organismos superiores, incluido el
hombre3'4 y el mecanismo de su actuación se
comienza ahora a entender5.

El centrómero es la región del cromosoma por
la que éste se une a los microtúbulos del uso
mitótico o meiótico. Este perfecto acoplamien-
to es uno de los requisitos para una segrega-
ción correcta durante la mitosis y meiosis. Aun-
que la base molecular de esta unión todavía es
desconocida, se acepta que las proteínas que
median la interacción con los microtúbulos es-
tán asociadas directa o indirectamente con se-
cuencias de ADN centromérico6'7.

En contraste con el conocimiento que se tie-
ne sobre las secuencias teloméricas, todavía no
se han aislado secuencias de ADN que funcio-
nen como centrómero en organismos superio-
res. La causa principal de este fracaso se debe
a que la región centromérica de los cromoso-
mas es heterocromática, y la heterocromatina
está compuesta por secuencias de ADN satéli-
te que son difíciles de clonar en £. coli. La pre-
sencia de ADN satélite en las regiones centro-
méricas también dificulta la obtención de mapas
físicos de estas zonas. Sólo recientemente está
siendo posible realizar mapas de estas regiones
al poder separar, mediante electroforesis en gel
de campo pulsante, los grandes fragmentos de
ADN que se generan tras la digestión con enzi-
mas de restricción que no constan dentro de
las secuencias repetidas810. Igualmente, la uti-
lización hoy día de las levaduras (S. cerevisiae)
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como huéspedes de grandes fragmentos de
ADN exógeno11, plantea de nuevo la posibili-
dad de clonar en levaduras grandes fragmen-
tos de secuencias repetidas. El sistema de clo-
naje se basa en la construcción ¡n vitro de
cromosomas artificiales de levaduras (YAC) que,
una vez introducidos en éstas mediante trans-
formación, se comportan como un cromosoma
más. El cionaje en levaduras está siendo posi-
ble gracias a! hecho, mencionado con anterio-
ridad, de que las regiones funcionales de sus
cromosomas (centrómeros, telómeros y secuen-
cias de replicación autónoma) estaban clona-
das y bien caracterizadas de antemano. Es im-
portante destacar aquí que, si los cromosomas
artificiales se comportan como cromosomas nor-
males, la alta frecuencia de recombinación ho-
mologa en levaduras hará posible el cambio de
cualquier secuencia en dichos cromosomas ar-
tificiales, por otras que hayan sido manipuladas
y mutadas en E. col¡12.

Basándose principalmente en la evidencia cir-
cunstancial de los experimentos de hibridización
in situ se ha sugerido que los centrómeros de

eucariotas superiores están compuestos de
grandes bloques de secuencias de ADN satéli-
te. En la figura 1 se muestra un esquema de
la disposición de los satélites en la región cen-
tromérica del cromosoma Y humano, de los cro-
mosomas de ratón y del cromosoma X de Dro-
sophila melanogaster.

Análisis del ADN alfoide del cromosoma Y
humano

El ADN satélite alfoide del genoma humano
se compone de una familia de secuencias con
una periodicidad de 170 bp que se encuentra
en el centrómero de cada cromosoma13-14. Uti-
lizando ADN alfoide como sonda se ha construi-
do recientemente el mapa de la región centro-
mérica del cromosoma Y humano15. La
distribución de los lugares de restricción sugie-
re que las secuencias a un lado del bloque al-
foide podrían ser ADN eucromático típico, mien-
tras que las secuencias del otro lado serían otro
bloque de secuencia simple (fig. 2).
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Conocido el mapa físico, el paso siguiente en
el aislamiento de un centrómero funcional es
clonar distintos fragmentos de esta región para,
por una parte, realizar un análisis estructural
más profundo, y por otra, investigar la presen-
cia de secuencias centroméricas mediante al-
gún ensayo funcional. Actualmente estos obje-
tivos pueden ser alcanzados si, tras clonar
distintos fragmentos en YAC, éstos son reintro-
ducidos en células humanas para el estudio de
su estabilidad mitótica.

Para comprobar que este tipo de estudios es
realizable, se decidió comenzar clonando un
fragmento Sstl-Sstl (>70 kb) que en las célu-
las humanas OXEN (células con cuatro cromo-
somas Y) se encuentra en el borde del bloque
alfoide con la secuencia típicamente eucromá-
tica (fig. 2). La construcción de la genoteca en
levaduras se muestra en la figura 3; el ADN ge-
nómico de las células OXEN se dirigió totalmen-
te con el enzima Sstl, se ligó a los brazos del
vector pYAC y los cromosomas sintéticos pro-
ducidos se introdujeron en las levaduras me-
diante transformación.

Utilizando como sonda un ADN alfoide pro-
veniente del cromosoma Y se analizaron unos
100.000 clones. Aunque inicialmente un núme-
ro bastante alto de clones mostró hibridación

en condiciones normales (clones alfoides de dis-
tintos cromosomas), finalmente sólo 5 clones
presentaron hibridación en condiciones muy
restringidas. El análisis de estos 5 clones, me-
diante electroforesis en gel de campo pulsante
(fig. 4), mostró que el tamaño de los minicro-
mosomas es el esperado. La confimación de
que estos clones provienen del cromosoma Y
se realizó dirigiéndolos con EcoRI y comproban-
do que presentaban el patrón de bandas típico
de la secuencia alfoide de este cromosoma. Por
último, para comprobar definitivamente que se
había clonado el fragmento deseado, se reali-
zaron digestiones dobles informativas del ADN
de uno de los clones y del ADN genómico de
las células OXEN. En la figura 5 se muestra que
efectivamente el ADN del clon en cuestión y el
ADN genómico tienen fragmentos comunes.
Este resultado, además de confirmar la posibi-
lidad de clonar en levaduras estas secuencias
repetidas, muestra que su propagación en le-
vaduras no las ha alterado.

Conclusión

Como conclusión se puede decir que la posi-
bilidad de clonar completamente la región cen-
tromérica de los cromosomas permitirá en el fu-
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/ (g. i>. Comparación de los distintos liagincmos du icsliK.cion presentes en el ADN de un YAC positivo y en el
ADN genómico de células OXEN. A) Autorradiograma que muestra la hibridación de digestiones dobles del ADN
de la levadura con la sonda alfoide; B) autorradiograma que muestra la hibridación de digestiones dobles del
ADN humano con la sonda alfoide.

turo identificar la secuencia centromérica fun-
cional necesaria para la construcción in vitro de
minicromosomas de eucariotas superiores.
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DISCUSIÓN

F. MURILLO: Mi pregunta es, ¿cómo realizar la
prueba de funcionalidad del centrómero?

A. VILLASANTE: Actualmente, la única prueba de
funcionalidad posible es una vez clonada la
zona correspondiente reintroducirla en la cé-
lula adecuada. En el caso del centrómero hu-
mano las opciones posibles son introducir el
microcromosoma mediante la fusión de leva-

duras y células humanas, por ejemplo, o bien
microinyectarlo directamente en el núcleo. No-
sotros hemos probado la fusión levaduras-
células humanas y ha fracasado, no sé si de-
bido a carencia de funcionalidad o a fracaso
de la fusión propiamente dicha. Ahora nos
proponemos estudiar un modelo de Droso-
phila.
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