Desarrollo de minicromosomas de eucariotas
supetiores

A. Villasante™® y C. Tyler-Smith™* *

*Centro Nacional de Biotecnologia. Madrid.
**Department of Biochemistry. University of Oxford.

Introduccion

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

Durante los Ultimos 10 afios se han desarro-
llado distintos métodos de transferencia géni-
ca en células de mamifero tales como la copre-
cipitacion de ADN vy fosfato calcico, la
encapsidacion de ADN en liposomas, la elec-
troporacion, la microinyeccién directa en el nd-
cleoy el uso de vectores virales. En todos estos
métodos el ADN exdgeno introducido se inte-
gra en el genoma predominantemente al azar
(un caso de recombinacion homdloga por cada
103 casos de integracién no homdloga). La adi-
cién génica tiene dos inconvenientes: a) la in-
tegracién de las secuencias exdgenas puede
producir mutagénesis por insercion, y b) la ex-
presién del transgén muestra efecto de posicién
y alcanza niveles muy inferiores al del gen
normall.

Idealmente, estos problemas no deberian
existir si se realiza correccién génica mediante
recombinacién homdloga, pero, de forma ines-
perada, se estd observando que durante la re-
combinacién se producen nuevas mutaciones?.
De confirmarse la aparicion de un elevado nd-
mero de mutaciones durante la recombinacién
homologa en céiulas de mamifero, serd impo-
sible utilizar esta técnica para la terapia génica

Construccion de cromosomas artificiales

Los dos principales inconvenientes de la adi-
cién génica desapareceran si se evita la integra-
cién en el genoma del ADN exdgeno. Esto se
conseguira si se desarrolla un nuevo tipo de vec-
tor, el «minicromosoma de eucariotas superio-

res», que haria posible la construccién de cro-
mosomas artificiales bien definidos, similares a
los de levaduras. Igual que ocurrié en las leva-
duras, el paso previo para la consecucién de
este objetivo es clonar y caracterizar los cen-
trémeros vy telémeros de eucariotas superiores.

Los telémeros son estructuras especializadas
presentes en los extremos del cromosoma. Es-
tos permiten la replicacién 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
hombre34 y el mecanismo de su actuacién se
comienza ahora a entender>.

El centrémero es la regién del cromosoma por
la que éste se une a los microtdbulos del uso
mitético o meiético. Este perfecto acoplamien-
to es uno de los requisitos para una segrega-
cién correcta durante la mitosis y meiosis. Aun-
que la base molecular de esta unidn todavia es
desconocida, se acepta que las proteinas que
median la interaccién con los microtibulos es-
tan asociadas directa o indirectamente con se-
cuencias de ADN centromérico®7,

En contraste con el conocimiento que se tie-
ne sobre 1as secuencias teloméricas, todavia no
se han aislado secuencias de ADN que funcio-
nen como centrémero en organismaos superio-
res. La causa principal de este fracaso se debe
a que la region centromérica de los cromoso-
mas es heterocromatica, y la heterocromatina
esta compuesta por secuencias de ADN satéli-
te que son dificiles de clonar en E. coli. La pre-
sencia de ADN satélite en las regiones centro-
méricas también dificulta la obtencién de mapas
fisicos de estas zonas. Sélo recientemente esta
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 digestién con enzi-
mas de restriccién que no constan dentro de
las secuencias repetidas®10. Igualmente, la uti-
lizacién hoy dfa de las levaduras (S. cerevisiae)
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Secuencias de ADN presentes en la region centromérica
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Fig. 1. Represemtacion esquenidlica de la disposicion de fos bloques de ADN satelite e las regiones centromericas.

como huéspedes de grandes fragmentos de
ADN exdgenoll, plantea de nuevo la posibiti-
dad de clonar en levaduras grandes fragmen-
tos de secuencias repetidas. El sistema de clo-
naje se basa en la construccién in vitro de
cromosomas atrtificiales de levaduras (YAC) que,
una vez introducidos en éstas mediante trans-
formacién, se comportan como un cromaosoma
mas. El clonaje en levaduras esté siendo posi-
ble gracias al hecho, mencionado con anterio-
ridad, de que las regiones funcionales de sus
cromosomas {centrémeros, telémeros y secuen-
cias de replicacién auténoma) estaban clona-
das y bien caracterizadas de antemano. Es im-
portante destacar aqui que, si los cromosomas
artificiales se comportan como cromosomas nor-
males, la alta frecuencia de recombinacion ho-
méloga en levaduras hara posible el cambio de
cualquier secuencia en dichos cromosomas ar-
tificiales, por otras que hayan sido manipuladas
y mutadas en E. coli'?.

Basandose principalmente en la evidencia cir-
cunstancial de los experimentos de hibridizacién
in situ se ha sugerido que los centrémeros de
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eucariotas superiores estan compuestos de
grandes blogues de secuencias de ADN satéli-
te. En la figura 1 se muestra un esquema de
la disposicidn de los satélites en la regidon cen-
tromérica del cromosoma Y humano, de los cro-
mosomas de ratén y del cromosoma X de Dro-
sophila melanogaster.

Andlisis 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 centromero de cada cromosomal314, Uti-
lizando ADN alfoide como sonda se ha construi-
do recientemente el mapa de la regién centro-
mérica del cromosoma Y humano!® La
distribucién de los lugares de restriccion sugie-
re que las secuencias a un lado del blogue al-
foide podrian ser ADN eucromatico tipico, mien-
tras que las secuencias del otro lado serian otro
blogue de secuencia simple (fig. 2).
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Conocido el mapa fisico, el paso siguiente en
el aislamiento de un centrémero funcional es
clonar distintos fragmentos de esta regién para,
por una parte, realizar un analisis estructural
mas profundo, y por otra, investigar la presen-
cia de secuencias centroméricas mediante al-
gun 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 mitdtica.

Para comprobar que este tipo de estudios es
realizable, se decidié 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 tipicamente eucroma-
tica (fig. 2). La construccién de la genoteca en
levaduras se muestra en la figura 3; el ADN ge-
némico de las células OXEN se dirigid totalmen-
te con el enzima Sstl, se ligd a los brazos del
vector pYAC vy los cromosomas sintéticos pro-
ducidos se introdujeron en las levaduras me-
diante transformacion.

Utilizando como sonda un ADN alfoide pro-
veniente del cromosoma Y se analizaron unos
100.000 clones. Aungue inicialmente un nume-
ro bastante alto de clones mostré hibridacién
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en condiciones normales (clones alfoides de dis-
tintos cromosomas), finalmente soélo 5 clones
presentaron hibridacién en condiciones muy
restringidas. El anlisis de estos 5 clones, me-
diante electroforesis en gel de campo pulsante
{fig. 4), mostré que el tamafo de los minicro-
mosomas es el esperado. La confimacion de
que estos clones provienen del cromosoma Y
se realizo dirigiéndolos con EcoRl'y comproban-
do que presentaban el patrén de bandas tipico
de la secuencia alfoide de este cromosoma. Por
Ultimo, para comprobar definitivamente gue se
habia clonado el fragmento deseado, se reali-
zaron digestiones dobles informativas del ADN
de uno de los clones y del ADN gendmico de
las células OXEN. En la figura 5 se muestra que
efectivamente el ADN del clon en cuestion y el
ADN gendmico tienen fragmentos comunes.
Este resultado, ademés de confirmar la posibi-
lidad de clonar en levaduras estas secuencias
repetidas, muestra que su propagacion en le-
vaduras no las ha alterado.

Conclusion

Como conclusion se puede decir que la posi-
bilidad de clonar completamente la regién cen-
tromérica de los cromosomas permitira en el fu-
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Fig. b, Comparacion de 1os distntos fraginiciios de restiiccion presentes on of ADN ae un YAC positivo y en el
ADN genomico de células OXEN. A) Autorradiograma que muestra la hibridacion de digestiones dobles del ADN
de la levadura con la sonda alfoide; B) autorradiograma que muestra la hibridacion de digestiones dobles del

ADN humano con la sonda alfoide.

turo identificar la secuencia centromérica fun-
cional necesaria para la construccién in vitro de
minicromosomas de eucariotas superiores.
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F. MURriLLO: Mi pregunta es, ;como realizar la
prueba de funcionalidad del centromero?
A. VILLASANTE: Actualmente, 1a Unica prueba de
funcionalidad posible es una vez clonada la
zona correspondiente reintroduciria en la cé-
lula adecuada. En el caso del centrémero hu-
mano las opciones posibles son introducir el
microcromosoma mediante la fusién de leva-
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duras y células humanas, por ejemplo, o bien
microinyectarlo directamente en el nlicleo. No-
sotros hemos probado la fusion levaduras-
células humanas y ha fracasado, no sé si de-
bido a carencia de funcionalidad o a fracaso
de la fusidn propiamente dicha. Ahora nos
proponemos estudiar un modelo de Droso-
phila.





