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OBJETIVO GENERAL,

informaciéon util y concreta sobre el DNA recomb

Elaborar un documento que permita a los alumnos de la carrera de QFB contar con
las de Blologia Molecular

P

implicadas en su desarrollo y las aplicaciones practicas que puede tener en beneficio del hombre y
su entorno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar un estudio tedrico sobre los inicios de la Genética y su desarrollo a lo largo de la
historia, con la finalidad de establecer que los Ac. Nucleicos son la base de la herencia.

Establecer las propiedades fisicoquimicas y naturaleza de los Ac. Nucleicos con el
propdasito de comprender su comportamiento.

Teniendo en cuenta las funciones bioquimicas de los Ac. Nucleicos y su importancia en el
ciclo celular, comprender que son el sostén del dogma central de la Biologia Molecular.

Realizar una revision tedrica doc da en fi reci sobre las técnicas de

Biologia Molecular y sus aplicaciones en la Ingenieria Genética para la creacion de DNA
recombinante.




INTRODUCCION

El estudio de la Genética ha do si en el pensamiento humano y podriamos
remontario a aquel pasaje biblico “Hagase la luz “Creced y mubltiplicaos™*. En su discurso del 26 de
Junio de 2000 con motivo de la celebracion por la primera fase del Proyecto Genoma Humano, el
Presidente Clinton llamoé al mapa genético “El lenguaje de Dios”. Para aquellos con inclinaciones menos
religiosas la Genética es ciertamente ¢l lenguaje de la naturaleza y de los seres vivos 2

Elsugloxxfuetosugodeumsanelmp- i de brimi » en las ciencias biologicas,
en particular en el area de Biologia Molecular; la disciplina cientifica que busca d b
las bases moleculares de la herencia, variacion genética y los patrones de expteslon de unidades
individuales de la herencia llamadas genes 2%,

Los organismos s¢ generan a partic de la informacion codificada en un conjunto de genes. El
programa genético humano contiene suficiente informacion, si se convirtiera a palabras, para llenar
millones de paginas de texto. Lo mis sorprendente es que esta vasta cantidad de informacion se encuentra
empacada en un conjunto de cromosomas que ocupa ¢l espacio de un niicleo celular, miles de veces mas
pequeiio que €l punto sobre esta letra i.

Los genes son algo mas que gavetas para almacenar informacion; constituyen las plantillas para
construir estructuras celulares, y contienen instrucciones para poner en marcha las actividades de la célula y
el programa para reproducirse a si mismas. Descubrir los mecanismos mediante los cuales las células
emplean su informacion geneuca para efectuar estas funciones es uno de los mas grandes logros de la
ciencia en los ultimos aitos *

Los genes tienen influencia no solo en la manera en qué nos vemos sino también en qué
enfermedades podemos, eventualmente, llegara padecer 3

La mayoria de la gente ve a la Ingenieria Genética como un akance cientifico relativamente
nuevo; por ejemplo, Dolly fue el primer mamifero clonado a partir de una célula de un animal adulto en
1996 V; pero de hecho, todas las técnicas utilizadas actualmente son el resultado de una serie de
descubrimientos que se han sucedido en un periodo de mis de 125 ailos ?*. Dichas técnicas nos han llevado
al conocnmlemo de la relacion entre genes y proteinas; dada la importancia de éstas Gltimas para el buen

> de célul m'gmosysnstenmsencualqula'sa'vwo,mvnalconoca'lam(prﬁlondelos
genes que regulan la sintesis de alguna proteina de i . Por ejemplo, el c es una enfermedad
producida por cambios en la conducta de las células plovocados por modificaciones en la mformacnon
genética subyacentes de las mismas y por consiguiente en las proteinas resultantes de dicha expresion *
Unicamente las herramientas prq)orcnonadas por la Biologia Molecular y la Ing. Genética pueden aislar y
estudiar estos genes defectuosos y quizas no estemos lejos de una cura para esta terrible enfermedad.

En 1979, un joven llamado David capto la atencion de la sociedad estadounidense como “E/ mifio
de la burbuyja de pldstico™, nacié con un padecimiento hereditario muy raro llamado Enfermedad por
Inmunodeficiencia Combinada Grave (EICG), en el 25% de los casos se debe a la ia de la i
Adenosina Desaminasa (ADA), que cataliza una reaccion en la via de degradacion de las purinas. Sin esta
enzima, el estrato se acumula y en concentraciones toxicas mata a ciertas células sensibles, incluyendo a
linfocitos T. Fue hasta 1990 cuando una nifla de cuatro aflos afectada por esta enfermedad fue la primera
persona autorizada por los National Institutes of Health y la Food and Drug Administration de Estados
Unidos para recibir geneterapia. En Septicmbre de 1990 se le administré una fusion de sus propios




leucocitos portadores de copias normales del gen ADA gracias a modificaciones genéticas. Los resultados
de esta primera ura de la g apia indican que el tratamiento tuvo éxito >

Pero no sélo en Medicina es que la Ing. Genalcapuedeayudarallmnbre, bicn en la ind
alimenticia ha sembrado semillas de nuevas tecnologias, como el primer tomate nmdnﬁcado
genéticamente, producido en 1994 y el cual carece de la enzima poligalacturonasa (PG) que es responsable
del reblandecimiento pr 0, confiriendo asi una vida de anaquel mayor a estos tomates.”

Los grandes avances cientificos que estas tecnologias han proporcionado han ayudado a colocar en
las manos de h brill el Premio Nébel de Flsnologia ¥y Medicina, Quimica u otros, ya sean
creadores o cientificos que aplicaron alguna té previ desarrollada 25051 - Aunque algunos no
vivieron para ver el éxito de su esfuerzo. Mendel por cjemplo, no fue reconocido en vida, ni siquiera se
enterd que fue nombrado “El padre de la Genética”, fue Thomas Hunt Morgan el que redescubrio los
prmcupnos mendelianos y a ¢l si le creyé la comunidad cientifica *. Pareciera que el avance y el progreso
exigen numerosas victimas en sacrificio de los beneficios que traerda y numerosas son las tumbas sin
nombre en el campo de la biologia celular y posteriormente en la genética. El capitulo uno esta encaminado
no sélo a desarrollar una revision cronologica de los descubrimientos en este campo sino como un
reconocimiento a todos ellos.

Posteriormente en el capitulo dos se fundamentan las caracteristicas de los acidos nucleicos y los
mecanismos por los cuales llevan a cabo la importante tarea del dogma central de la Biologia Molecular.
Una vez desarrollado esto llegamos al capitulo tres con la aplicacion de estos conceptos en técnicas
experimentales que estan al servicio de la genética.

Los ilimitados alcances de esta nueva ciencia llevan a la comunidad cientifica y civil preguntarse
(Hasta donde llegar? Es en este rubro que la bioética surge como un nuevo cédigo que regule las practicas
genédticas dentro de los limites del respeto por la naturaleza. Bien sabido es la serie de experimentos
genéticos que llevaron a cabo los nazis con g los judios d los afos del holocausto *¢. Ademis de
las consecuencias genéticas de un arma bioldgica o de una bomba atémica. Es por eso que debemos
asegurarnos como estudiantes y posteriormente como profesionistas que los beneficios que estas técnicas
traigan a la humanidad sean mayores que las consecuencias negativas que puedan tener.

En algunos lnstitutos de Salud Mental se aplican las modernas técnicas de Biologia Molecular
para estudiar las regiones cromosomicas de hermanos consanguineos homosexuales para localizar uno o
varios genes que permitan concluir que una determinada persona desarrollara cierta tendencia sexual. ¥’

Aunque son muchas las personas que piensan que debe haber limites para el uso de estas
tecnologias la verdad es diferente. En Inglaterra existe un nuevo tipo de joyeria disefiada en base al patrén
de DNA de la persona interesada. De csta manera, se estan elaborando obsequios muy personales y en toda
clase de materiales de acuerdo a las posibilidades econémicas del cliente. '2

Los alumnos de la camrera de QFB ticnen acceso a la informacion tedrica sobre estas técnicas
gracias al amplio acervo con que cuentan la biblioteca y la hemeroteca, no asi en la practica ya que
carecemos de recursos para poder aprender y adquirir priactica y experiencia en las mas recientes debido al
alto costo de los equipos. No obstante el esfuerzo de muchos profesores hace posible la implementacion de
técnicas de Biologia Molecular bésicas en los laboratorios de varias asignaturas. Es por eso que la
realizacion de esta tesis va encaminada a colaborar en ese esfuerzo conjunto para proporcionar a los
alumnos un apoyo en esta nueva ciencia que sera la base de muchos logros para el hombre en el recién
estrenado Siglo XXI.




CAPITULO 1.

HISTORIA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y GENETICA.

Fig 113

922 - S88 a.C

Uno de los primeros registros que se relaciona a la genética es la
descripcion del ritual de circuncision encontrado en el Talmud, asi como en
la Biblia. En ellos se notaba que ciertos nifios no podian ser circuncidados a
pesar de que la doctrina religiosa lo demandaba. Tal vez estos hebreos
reconocieron ¢l desorden genético conocido ahora como hemofilia®*.

470 — 322 a.C

Los filosofos griegos Hipdcrates, Aristoteles y Platon escribieron acerca de
la herencia. Ellos observaron que ciertos caracteres son dominantes y que
pasan de padres a hijos. Estos primeros filosofos creian que ¢l semen es de

algun modo responsable de la tr ision de caracteristicas, aunque
no entendian la contribucion exacta del padre o la madre a los
descendientes. Platon parece entender que los h 10s que tienden a unirse

con otros humanos de caracteristicas similares producen descendientes que
tienen menos capacidad de enfrentar “los retos de la vida™ 4'34,

1748

Maupertuis establece la teoria de la adaptacion aplicada al diseiio
organico®”.
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1859

Darwin publica “El origen de las especies”, estableciendo que la evolucion
genética permite la adaptacion de las especies con el paso del tiempo, para
producir organismos mejor adaptados al medio ambiente*!.

Charics Darwin cra hijo y nicto de médicos. Sc embarcd on ol Beagle como naturalisia de Ia expedicita
del capitia Fitzzoy oa 1831. Durante S afios recorrieron América dol Sur y ins islas del Pacifico y ¢l joven
Darwin fuc obscsrvaciones sobec las cuslos basaria tode s posterior obra de invostigacitn. Ea
su libro: “El Ovigon de Ins Especios™ explica wma sueva toovia de Ia cvolucién llamadn Darwiniswo que
emablece, entre muchos conceptos que “Una diforoncia inferior a un grano en n balanza puede dotormsiaar

1865

Gregory Mendel establece que las caracteristicas de un individuo se
encuentran en unidades llamadas factores. Postula una serie de reglas que
gobiernan la herencia®®.

Interior amarillo o verde

/ 1 \‘. (;'
. Pétalos lilas o blancos
Vainas maduras abulladas i
o lisas Flores axiales o terminales

M -
Tallos largos o cortos
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1869

Mi her d bre la leina™ (DN A) en células de pus en heridas abiertas.
Se sospecha que esta sustancia ejerce alguna funcion en el proceso hereditario®?

Fig. 704

’ Johamn Friedrich Micscher (1844 — 1893).- Fue modico militar. Mh“m‘—dn
auwpnmﬁuwahmaa—amm-h-—-
URS.S “) y descubrié que cstaban

. olbectvé 1o mismo en capermmtoacides

1872

Watlter Flemming dibujé por primera vez la formacion y movimiento de los
cromosomas durante la division celular, describi6 el proceso de Mitosis*'.

La cromatina se expande.
€l citoplasma se divide.

Dos células hijas
Fig. o1&
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Hugo Marie de Vries (1848 — 1935).- Descubrié y verifico los principios_de
Mendel de manera independiente, marcando el inicio de la genética moderna?'.

1902

Walter Sutton y Theodor Bovery de manera independiente llegaron al mismo
descubrimiento. Son autores de la teoria cromosomal Bovery-Sutton que fue
discutida y debatida durante los primeros aiios del siglo XX *'.
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1908

Nettie Stevens fue una de las primeras mujeres cientificas que dejé un legado en
la ciencia. Fue discipula de Thomas Hunt Morgan y Theodor Bovery. Describio
el comportamiento de los cromosomas sexuales a partir de sus estudios en
gusanos y otros insectos y determind que XX = hembra, XY = ho. Otro
investigador: Edmund Wilson llegé a la misma conclusion de manera
independiente 2':3°,

Fig. 1204

1908

Archibald Garrod (1857 — 1936).- Postula que los defectos genet-cos causan
muchas enfermedades hereditarias. Algunas de éstas son debidas a errores
innatos del metabolismo™ que resultan de la falta de una enzima especifica®!

i
i
i
E
]
{
il
il
]
¥
I
i

|

]

fornmlbeleoneeptode “Esmvores innstos del metabolismo™ y concluyé que
Mdemq-ﬁaqudc—!lm" : o '

1910

Thomas Hunt Morgan propuso una teoria de herencia ligada al sexo para la
primera mutacion descubierta en la mosca de fruta. Esta fue seguida por la
teoria del gen, incluyendo el principio del ligamiento?®'.

Fig. 14147
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1913

Alfred H. Sturtevant (1891 — 1970).- construye el primer mapa genético. Fue
estudiante de Morgan y colaboré con él en los experimentos realizados con
Drosophila. Su colaboracion fue una piedra angular en la teoria cromosomal y
ayudo a establecer las aproximaciones que hicieron exitosos a los chicos mosca

del laboratorio. También hizo importantes observaciones de la meiosis *°.

1918

Shad h

Herbert M. Evans determina que las ¢ nas conti 48
cromosomas, desafortunadamente para él estaba equivocado; el namero
correcto es 46 cromosomas'>.

0y 5
s: -

Cromosomas
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1920°s (imnicio)

Se d bre que el acido leico es el mayor componente de los cromosomas. Se pensaba que su
estructura mol lar era d iado simple y que no era un buen candidato para portar la
informacion genética®’.

1926

Hermann J. Muller formula los principios de la mutacion espontianea de genes
concluyendo que el gen constituye la base de la vida y la evolucion al
reproducir sus propios cambios internos. Ademas el dafio genético no puede ser
reparado y se transmite de generacion en generacion '?

1927

Bernard Ogilvie Dodge inicia sus trabajos con Neurospora. Estos conduciran a
un dimiento ft 1 de la bloqmmlca genética. Establecio la
naturaleza Mendeliana de la herencia en tres especies: Newrospora crassa, N.
sitophila y N. tetrapersma"®

Fig. 20 's»
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1928

Griffith descubrié el proccso de transformacion, un proceso que involucra la absorcion de matcerial
genético por un organismo vivo.

|
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1930°'s

Sc investiga la estructura del acido nucleico, se pensaba que cra un tetranucledtido compuesto de
una unidad dc cada uno dc los acidos: adenilico, guanidilico, timidilico y citidilico®2.

TESIS CON
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1938

Andrei Nokolaevitch Belozersky aisla el DNA en estado puro por primera vez '3.

1940°s (inicio)

Se encontré que el peso molecular era mucho mayor que el que correspondia a la hipétesis del
tetranucledtido. Se pensaba que la informacion hereditaria residia en las proteinas del cromosoma
ya que estas son difer entre especie e individuos??.,

1941

Gceorge Beadlec y Edward Tatum, Sus cxperimentos cn ¢l hongo Neurospora crassa
los llevaron al concepto “un gen — una enzima™"?,

TEGIS (1N
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1942 -

Luria v Dc¢lbruck dcmostraron quc las altcracnoncs mutacionalcs ocurren al azar y
antes dc la exposicion a infl ¢ extermas; y que la herencia cn la
bacteria csta su)cta a la sclecccion natural. Son los iniciadores de la genética
bactcriana >4

Fig. 24 Delbruck"*”

Delbruc y Luria colsborason on cxporimentos d fagos. Ea 1943 publicaron wn articulo describiendo §
‘“prucba de fluctuacién”™. Esta dumostrd qus las bactorias podian muter cipeatdneaments 6n respusits
‘fag . mwamym

i
1
!
,!
!
!
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1944

Oswald Avery ldentifica al Acido Nucleico como el principio activo en la
transformacion bacteriana??

Fig. 250
Mth&MA@y-wmyWMﬂ’
transferencia de DNA es responssbie por w&&mm X
no virulento a un fenotipo virulenso™.

1947

Barbara McClintock publica pruebas de clementos genéticos méviles en el maiz
(transposones), pero su trabajo no fue reconocido en ese momento®®.

Fig. 2695




1980

Erwin Chargaff demuestra que los 4 nucledtidos no estan presentes en los acidos
nucleicos en proporciones estables y que la composicion del nucledtido difiere
4~ de acuerdo a su origen biologico 22,

PrE ]

Fig. 27¢®

1952

Alfred Hershey y Martha Chase observan que en la infeccion de una
bacteria por un virus, al menos 80% del DNA viral entra a la célula vy al
menos 80% de la proteina viral permanece afuera; por lo tanto es el DNA
¢l que porta la informacién genética y no la proteina.

End ogeimoo ulibaon 2 isttopos sxliacivos: PPy S”. Haslxy wil wa inttopo s e prossine visd y oo s DNA viml Dupuiadyls |
qued fgo sucid apossn a inlbotsr s colonin bucsien. Ba o prooeso ds infiaxitn, o figo ss pom on b ppesdtacisian cispecs
s rieninl greaition e s offle insfpud. Posteicasste se stodyo s aolonin e we seoxchule; of cusl probein b s sscussie pas
soudr s fagos de b psd Gecinies sin seupor da. Dagesis de oosnier a b tactesins Hmbay et g stio of DINA dd figo
uﬂ_h\-u-u;-‘-hh_-thsv"‘-.h“.
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1983

Watson y Crick determinan que el acido desoxiribonucleico
(DNA) es una hélice de nucledtidos de doble cadena. La
replicacion del DNA es posible a través de la naturaleza
complementaria de las dos cad Se pi que la
complejidad quimica de la molécula es suficiente para almacenar
la informacion requerida. En esta época ain no se entiende la
manera en la cual la informacion del DNA es activada para

construir un organismo 7.

Fig. 301>

1954

Fred Sanger desarrollé el método de terminacion de cadena para secuenciar
DNA. Sanger creé un nuevo método de cromatografia para determinar grupos
terminales y sus resultados sobre los grupos amino libres de la insulina fueron
publicados en 1945. Explotando las técnicas determiné posteriormente las

ias N-terminales de las dos cadenas de insulina en 1949. La secuencia
completa de insulina fue publicada en 1955 y Sanger recibio el Premio Noébel de
Quimica en 1958 'S,

20




1987

Francis Crick y George Gamov resolvieron el “Dogma Central”, explicando
como funciona €l DNA para hacer una protema Su hipotesis postula que la
secuencia de DN A especifica la de inoacido en la protei

codificacién | -
- bidlogo © quimico; sino un fisico: Goorge Gamov, quicon m;h'uwh"‘el big bang’
ooluologh" » o R

Arthrur Kornberg descubrid y aislé la DNA polimerasa. Decidio enfocar su
investigacion en bioquimica y en particular en enzimas. Paso décadas
aislando y purificando las enzimas que hacen trabajar 1a maquinaria de la
célula. El y Severo Ochoa fueron los primeros en identificar la enzima que
cataliza la sintesis de DNA. Polimerasa 1. En reconocimiento a su trabajo
elucidando los os basicos de replicacion del DNA fueron
galardonados con el Premio Nébel en Fisiologia y Medicina en 1959 2,

Fig. 34 9
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1959
Sawada et al. Demostraron que la resistencia a antibidticos puede ser transferida entre cepas de
Shigella y E.coli por plasmidos extracromosomales y que ésta transferencia no involucra ni
transformacion ni transduccion 2®.

1960

Jacob, Pardee y Monod demostraron la inducibilidad de la enzima bacteriana
p-galactosidasa alterando las condiciones de cultivo. Esta observacion condujo
a otros experimentos que elucidaron los mecanismos que involucran el control
regulador de la expresion génica 2*.

Francois Jacob y Jaogucs Momsod cstudisron los mocanismos rosponsables de I tranaforeacia

macromoléculas.
nucvos conceptos como RNA monssjero, genos m
mammarwymu 1963 *

1961

May y Speigleman establecieron las bases para el desarrollo de la hibridizacion DNA-DNA y DNA-
RNA; métodos que se convirtieron en la piedra angular de la Biologia molecular moderna

Crick, Brenner y colegas propusieron la existencia de un RNA de transferencia que utiliza un
codigo de 3 bases y participa direc en la si is de protei més tarde demostraron que
los ribosomas son el sitio de sintesis de proteinas ¥

TESIS CON
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1964

Fig. 370

1967

Waclaw Szybalski y William Summers demostraron que una sola hebra actiia
como plantilla para la transcripcion de RNA a partir de una plantilla de DN A.
Utilizaron el bacteriéfago T7 para demostrar que Gnicamente una hebra de
DNA actua como plantilla para la sintesis de RNA. Utilizaron la técnica de
hibridizacion DNA — RNA para alinear el RNA recién sintetizado con la
hebra original de DNA 3%,

1970

Baitimore y Temin de manera independiente reportaron el descubrimiento de
transcriptasa reversa en virus RNA. Lo que demostré la posibilidad de un
flujo de informacion genética de RNA a DNA?S,

recivioron of Premic Nébel &s Fisiologls y Medician e 1975

TESIS CON
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Hamilton Smith aislé la primera enzima de restriccion, Hind 11, que podia
cortar moléculas de DNA dentro de sitios de reconocimiento especifico 2*.

Fig. 390™
w“mmumemvwmhweum-m

 metodologias igualmonte importamies cu oste Campo. hﬂuhlo‘-iw I--um
.con ¢ Premio Nébel de Fisiologia y Modicine ea 1978, -

1972

Mertz y Davis confirmaron que la secuencia de DNA que es cortada por una enzima de restriccion
es complementarla a otra secuencia de DNA cortada por la misma enzima. Esta observacion abrio el
camino para la unién de secuencias no similares y otras formas de Ingenieria Genética 2%,

TESIS CON
FALLA DE_ORICGEN |

Paul Berg reporté la construccion de una molécula de DNA recombinante
formada de secuencias de DNA bacteriano y viral 2%,

Fig. 4047

'mudm-m—wpumama““‘
experimento Y
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1973

Cohen, Chang, Helling y Boyer demostraron que los plasmidos pueden actuar
como vectores para la propagacion de genes extrafios clonados ®,

Fig. 41 Stanley Cohen "7

__Stamlcy Cohen y sus colsboradoros tramsfiricron cxitoammente. DNA dc waa formm de vide s o'
MdmwnﬂAw sq-n-—p-u-eDVAwuyam«u\m

19758

Southern describioé una nucva herramienta analitica: Southern Blotting, quc permiite a los
investigadores determinar un mapa fisico de sitios de restriccion dentro de un gen cn su Posncnon
cromosomal normal y un cstimado dcl nimero de copias de un gen en cl genoma

L TESIS CON
Fig. 42. Técnic.;l;lcSoume Blotting FALL‘A DE UNUE:N

Sc convoco una moratoria sobre experimentos de DN A recombinante cn 1a cual se adoptaron reglas
para rcgular los cxpcrimentos con DNA recombinante *?
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1976

Herbert Boyer y Robent S »n fundaron G ntech. Inc., la primera compaiiia de Biotecnologia
dcdicada a desarrollar y comercializar productos de tecnologia de Ingenicria Genética *>.

Fig. 43. Genentech, Inc. 47

1977

Chow y Roberts, Sharp (de manera independiente) demostraron la existencia de los intrones 2®,

Nester, Gordon y Dell-Chilton prepararon el camino para la Ingenieria Genética en especies de
plantas.

Este afio puede ser llamado “El amanecer de la Biotecnologia™, cuando un gen hecho por el hombre
fue utilizado para fabricar una proteina humana en bacterias por primera vez —somatostatina '*.

16 Iniciativas de Ley fueron introducidas al Congreso de los Estados Unidos de América para
regular las investigaciones con DNA. Ninguna fue aprobada.

1978

Genentech, Inc. y el Centro Médico Nacional “The City of Hope” anunciaron la produccion exitosa
de insulina humana utilizando tecnologia recombinante. Fue comercializada en 1982 por Eli Lilly
Internacional Corp. Como “Humulina™*3,

David Botstein y Colaboradores encontraron que cuando utilizaban
enzimas de restriccion de diferentes individuos, los fragmentos
result. eran fr te difer de una persona a otra.
Las variaciones fueron llamadas Polimorfismos de Longitud de

fragmentos de Restriccion y éstos cventualmente conducirian al
mapeo del DNA"'.

Fig. 441'™
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1980

3

tria de la biotecnologia

Los kits de Biologia Molccular estan disponibles comercial ylai
cmpicza a florccer

1981

Eli Lilly recibe 1a aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration) para introducir al
mercado la primera protcina recombinantc: insulina humana, para cl tratamicnto de diabetes *°,

En la Universidad dc Ohio sc¢ crcan los primcros animalcs transgénicos, ratoncs con genes
transferidos de otros animalcs, cxisten ratas, conejos, cerdos, borregos, vacas v peces aunque cl
95% dc todos los animalcs transgénicos cxistentes son ratones <.

e

‘ H
- - -

Fig. 46 Animalcs Transgénicos ¢77

TESIS CON
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Kary Mullis inventa la PCR. Este invento revolucionaria de Nuevo el area de
biotecnologia y haria el proyecto Genoma Humano Posible 3.
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Syntex Corporation recibe autorizacion de la FDA para llevar a cabo las primeras pruebas de
diagnostico basadas en anticuerpos monoclonales 4'.

.lay Levy y colaboradores aislan por primera vez el virus del SIDA, casi al
mismo tiempo que el Instituto Pasteur en Paris *'.

Fig. 4817

1984

Primcra clonacioén y sccucnciacion del genoma completo del VIH !

Fig. 49. Genoma HIVY'™

TESIS con
FALLA DE UniuiN

Charles R. Cantor y Davis Schwartz descubrieron la electroforesis en gel por
campos de pulsos (PFGE), introduciendo un nuevo método para separar DNA
En particular, la PFGE es efectiva para DNAs extr d

aumenla el limite de la separaciéon de DNA en agarosa de 20 — 50 Kb hasta 10
Mb >

% Ly

Fig. 50. Charles Cantor *"
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1986

Applied Biosystems Inc. desarrolla el secuenciador de fluorescencia de DNA automatizado >*

1987

Maynard Olson y colaboradores inventaron los cromosomas artificiales de
levaduras, vectores de expresion para proteinas grandes. Olson es uno de los
primeros activistas a favor del Proyecto Genoma Humano y testifica ante el
Congreso de los Estados Unidos y ante varios organismos cientificos
internacionales. Actualmente Olson continita supervisando los estudios de
secuenciacion y trabaja para desarrollar nuevos métodos para automatizar la
dificil tarea de secuenciacién del Proyecto Genoma Humano "

Fig. 510"

1988

Philip Leder y Timothy Stewart obtienen la primera patente de un animal creado
por Ingenieria Genética; un ratén que es altamente suceptible al cancer de

U TESIS CON
FALLA DE uiuGEN

Fig. 5208
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1989

Sir Alec Jeffreys acuiié el término “huellas digitales de DNA> y fue el

primero en utilizar polimorfismos de DNA en casos de paternidad,
inmigracion y asesinato '>.

-

Francis Collins identifico el gen que codifica para la proteina reguladora de

la fibrosis cistica en el cromosoma 7, que cuando muta, ocasiona la
enfermedad ?'.

TESIS CON
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1990

Inicia formalmente el Proyecto Genoma Humano---de 15 aflos-—- y representa
el esfuerzo conjunto de muchos cientificos para encontrar todos los genes en
cada cromosoma del cuerpo y determinar su naturaleza bioquimica.

El Proyecto Genoma Humano es un esfuerzo ambicioso para entender las
instrucciones hereditarias que nos hacen Gnicos. A meta de este esfuerzo es
encontrar la localizacion de mas o menos 100,000 genes humanos y leer el
codigo genético entero, 3billones de bits de informacion, para el aiio 2005 2.

Fig. 56 '*"

1991

Se catalogo una lista de 5,600 genes conocidos o que se pensaba se heredan
mediante el patron Mendeliano. La fotografia muestra un juego completo de
cromosomas de un paciente con Leucemia promielocitica aguda. Una nueva
técnica llamada Tincion de cromosomas permite la distincion visual entre los
cromosomas y puede utilizarse para mostrar las traslocaciones cromosomales
que ocurren con frecuencia en canceres humanos '3,

e
Y. * Se publica la secuencia completa (315,000 nucleétidos) de uno de los
+% I 16 cromosomas de la levadura Saccharomyces cerevisiae *®.

Fig. 58 Saccharomyces spp. Esporulando"'*
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1993

La FDA declara que los alimentos elaborados mediante la Ingenieria Genética
no son peligrosos y no requieren regulaciones especiales '>.

Fig. 590

Los investigadores clonan embriones humanos y los mantienen en una caja
de petri por varios dias *>.

Fig. 601*"

Daniel Cohen produce un mapa rustico de los 23 pares de cromosomas humanos *>.

1994

El primer alimento desarrollado por Ingenieria Genética, tomates,
creados por la empresa Flavr Savr, que tienen una vida en
estanteria mas larga fue aprovado por la FDA 44,

Fig. 6107

1995

Se inicia el uso de terapia génica y de anticuerpos desarrollados por
Ingenieria Genética '3,

Fig. 62. Logotipo de la Asociacion
Europea de Terapia Génica.'"™
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Craig Venter, Smith, Fraser y colegas reportaron la primer secuencia
completa el genoma de un microorganismo no viral: Haemophilus
influenzae *®.

Fig. 63"

mdmwm—mﬁ-—-:—nm—mb@
‘una dc las primcipalos avances de oste siglo “La doscomposicitn del oddigo gonitico humano™;
'_m*aﬁcuhc-hmwdaﬂo:mmm Instiosto

El Instituto Roslin en Edimburgo reporté el nacimiento de la
oveja Dolly, el primer mamifero clonado a partir de un adulto
utilizando las técnicas modernas de la clonacion transgénica.
Esta clonacién exitosa sugiere la posibilidad de utilizar esta
técnica en la clonacién de humanos €.

Fig. 644'°9

1998

Dos equipos de investigadores lograron hacer crecer células madre de
embrion. En teoria, seria posible manipular genéticamente estas
células para convertirlas en cualquier tipo de tejido humano que se
deseara '3.

Fig. 65 Removiendo el nucleo de un évulo.'™

1999

Los investigadores del Proyecto Genoma Humano reportaron la ia compl del
DNA del cromosoma 22 humano 2*.

Fig. 66" TESIS CON
FALLA DE UriGEN
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2000

Los lideres del Proyecto genoma Humano anuncian la terminacion de un
esquema de la secuencia del DNA de todo el genoma humano. Inicia la
era post-genémica *

Fig. 67"

2001

La primcra version del mapa complcto del genoma humano ¢s publicada cn las revistas Journal of
Scicnce y Naturc **

Fig. 68"

EnOctubre 13,2001 se producen o primeros embriones humanos utilizando la técnica de clonacion =,

2003

Se anuncia que el Proyecto Genoma Humano se ha completado gracias a la accion conjunta de seis
paises: China, Francia, Alemanla, Japon, Gran Bretaila y Estados Unidos. Este anuncio llega 50
afos después del d b iento de la estructura del DNA hecho por Watson y Crick, ayudados por
el trabajo invaluable de Franklin y Wilkins '2% 2},
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CAPITULO 2
ESTRUCTURA Y FUNCION DEL DNA Y RNA

2.1. EIDNA Y SU HISTORIA

El DNA fue descubierto como el mayor componente del nicleo celular casi al mismo tiempo que
Mendel y Darwin publicaron sus traba_]os Sin embargo, durante los primeros ailos del snglo XX Ias
proteinas eran consideradas mejores candidatos a moléculas capaces de tr tir g
cantidades de informacion hereditaria de generacion en generacion. A continuacién veremos una
reseia historica de tan grande hazaiia cientifica.

James Watson llegé al laboratorio Cavendish de la Universidad de Cambridge en 1951 para unirse
a un pequeiio grupo de fisicos y quimicos que trabajaban sobre las estructuras tridimensionales de
las proteinas. En aquel tiempo Francis Crick tenia 35 aflos y era casi un desconocido. Se dedicaba
preferentemente al estudio de las teorias que trataban de resolver las estructuras de las proteinas. A
pesar de los experimentos que realizaba Avery que demostraban que los caracteres hereditarios
podian ser transmitidos de una generacion a otra por moléculas purificadas de DNA, la mayoria de
los cientificos no creia en su importancia como para apartarse del campo de sus respectivas
investigaciones. Lo mismo pensaba Crick, aunquc si estaba interesado en los trabajos que realizaba
Maurice Wilkins en Londres sobre la difraccion de rayos X del DNA. James Watson se sintio
estimulado por los trabajos de Wilkins y en la primavera de 1951 ya se dedicaba al estudio del DNA
porque qucria aprender qué eran los genes. Conociéo a Wilkins en Napoles € intento unirse a su
grupo de trabajo pero no fue posible. Sin embargo, Watson no olvidé la fotografia del DNA. Mas
tarde, tuvo noticia de la conferencia de Linus Pauling donde explicaba que habia resuelto
parcialmente la estructura de las proteinas, con su modelo de la hélice a, lo que aumenté el desco de
Watson de adquirir todos los conocimientos necesarios sobre el DNA. Gracias a la ayuda de
Salvador Luria que fue su profesor consigui® un puesto en Cambridge colaborando con John
Kendrew en su cstudio de la mioglobina proteinica. Fue ahi donde conocié a Francis Crick y
pasaban todo su tiempo libre debatiendo. Sus conversaciones se centraron rapidamente en cémo se
combinaban los genes y decidieron imitar a Linus Pauling y derrotarle en su propio terreno. De la
lectura dc las publicaciones profesionales descubricron que la hélice a no habia sido clucidada con
sélo el estudio de las fotografias de rayos X; en lugar de ello, el procedimiento esencial era
preguntar qué atomos solian situarse uno junto a otro. En vez de lapiz y papel, los principales
instrumentos de trabajo eran un conjunto de modelos moleculares que se asemejaban a los juguetes
de los niflos en edad preescolar. Por lo que Watson y Crick decidieron resolver el DNA de la misma
mancra. Jugarian con modelos moleculares y con suerte la estructura representaria una hélice ya que
nunca pensaron que scria ho mas complcja. Lo que si tenian claro cra que la cstructura tenia
que ser de una regularidad tal que asegurara que se formaran los agregados cristalinos estudiados
por Maurice Wilkins y Rosalind Franklin; por lo que considecraron la espina dorsal azicar-fosfato y
buscaron una configuracion tridimensional helicoidal en la que todos los grupos de esta espina
dorsal tuvieran un medio ambiente quimico idéntico. Wilkins habia dicho a Crick que el diametro
de la molécula de DNA era mas grueso de lo que seria si sélo estuviera presente una sola cadena
polinucledtida por lo que pensaron que la cadena de DNA era una hélice comp ta, for da de
varias cadenas polinucledtidas enrolladas una en torno a la otra; pero aun faltaba decidir si las
cadenas estarian unidas por enlaces de hidréogeno o por eslabones de sal que afectaran los grupos
fosfato de carga negativa. Habia otro problema y cra que existian cuatro tipos de nucleétidos en el
DNA, que no eran completamente diferentes. Asi pues postularian que la cadena aziacar-fosfato era
regular y el orden de bases muy irregular. La secuencia de estas no podria ser la misma ya que si lo
eran, todas las moléculas de DNA serian idénticas y no existiria la variabilidad que deberia existir
entre un gen y otro. Dado que eran muy necesarias las fotografias de rayos X de Maurice Wilkins
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decidieron hablar con él y para su sorpresa él mismo habia concluido que la estructura era una
hélice pero que para construirla se utilizaban tres cadenas polinucledtidas. **

Otro cristalografo; V. Vand expuso una teoria de la difraccion de rayos X por moléculas
helicoidales, pero un profesor de la misma area, Bill Crochran encontré fallos en esta, al igual que
Crick y empezaron a considerar como deberian establecerse las ecuaciones. Después de trabajar
sobre éstas comprobaron cuidadosamente la hélice a di la insp ion visual de los diagramas
de rayos, 7X. Prepararon un manuscrito que se publicé en Nature y se le envié una copia a Linus
Pauling.

Watson y Crick continuaron trabajando en sus modelos moleculares y se toparon con otro
problema. No sabian qué era lo que neutralizaba las cargas negativas de los grupos fosfato de la
molécula de DNA ni como se situaban en tres dimensiones los iones organicos. Tuvieron que
recurrir al experto: Linus pauling y su libro “The Nature of the Chemical Bond™, lo que les
suministré los valores correctos para los tamafios exactos de los iones orgéanicos en cuestion. Los
primeros modelos que hicieron desecharon las hélices de una sola cadena por ser incompatibles con
las prucbas de¢ que disponian. En cuanto a las fucrzas que mantenian unidas a las cadenas, la mejor
suposicion parecia ser la que situaba la presencia de puentes de sal, en los que cationes divalentes
como Mg?" unian a dos o mas grupos fosfato. Pero esta teoria no era correcta porque en las
fotografias de rayos X no habia prucbas de ningin ion divalente. Una segunda teoria formulaba que
3 cadenas se enrollaban una en torno a otra, dando lugar a una repeticion cristalogrifica cada 28 A a
lo largo del eje de la espiral. Pero habia que comprobarlo con las mediciones cuantitativas de
Mavurice Wilkins y Rosalind Franklin y estos rechazaron completamente €l modelo, en particular la
incertidumbre de si los iones Mg?* eran importantes. *

Pero Francis Crick no queria darse por vencido, aunque a ¢l y a Watson se les obligé a abandonar cl
DNA por un tiempo, siguieron sus investigaciones. Francis supo que un casi riguroso argumento
insinuaba que Adcnina y Timina debian unirse entre si por sus superficies pl. Un arg >
similar podia aducirsc para las fuerzas de atraccion entre Guanina y Citosina. Esos cran los parcs de
bases que Chargaff habia demostrado que se presentaban en cantidades iguales. El problema era la
clase de fuerzas que las mantenian unidas. Crick arguyé que los enlaces especificos de hidrogeno no
constituian la solucion. No podian suministrar la cspecificidad exacta nccesaria, ya que otros
colegas quimicos les decian repetidamente que los atomos de hidrogeno de las bases de purina y
pirimidina no poseian empl i s fijos, sino que s¢ movian irregularmente de un punto a otro.
Francis Crick tenia la impresion de que la duplicacion del DNA implicaba la existencia de fuerzas
especificas de atraccion entre las superficies planas de las bases. Nuevamente tuvieron que
posponer sus teorias por problemas académicos y financieros, pero esto sirvio para que tanto dentro
como fuera de Cambridge se fuera gencralizando la idea de que la inteligencia de Crick cra
verdaderamente valiosa ya que siempre habia sido considerado por sus colegas como una maquina
parlante sin credibilidad. James Watson se dedicaba en ese tiempo al estudio de los caracteres
sexuales bacterianos. Mas tarde cuando leyd estudios bioquimicos sobre las interrelaciones del
DNA, el RNA y la sintesis de proteinas, la evidencia lo llevo a considerar que el DNA era el
soporte sobre el que se construian las cadenas de RNA. A su vez, las cadenas de RNA eran los
candidatos mas aptos como soportes de la si is de protei Sujeté una hoja de papel en la que
dibujo el diagrama: DNA _, RNA__ Proteina. Las flechas no significaban transformaciones
quimicas, sino que expresaban la transferencia de informacion genética desde las ias de
nucledtidos en las moléculas de DNA a las secuencias de aminoacidos de las proteinas. Esto lo
motivé a reanudar los intentos de elucidar la estructura del DNA. Pero de pronto, Linus Pauling
anunci6é que habia descifrado la estructura del DNA: un modelo de una hélice de tres cad con la
cadena de aziucar-fosfato en el centro. Al estudiar ¢l manuscrito, Watson noté que algo andaba mal,
se dio cuenta de que los grupos fosfato del modeio de Linus no estaban ionizados, sino que cada
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grupo contenia un atomo de hidréogeno enlazado y por ello no tenia una carga definida. En cierto
sentido, el acido nucleico de Pauling no era en realidad un acido. Ademas, los grupos fosfato sin
carga no eran caracteristicas incidentales. El hidrégeno formaba parte de los enlaces que unian a las
tres cadenas. Sin los atomos de hidrogeno, las cadenas se desprenderian unas de las otras y la
estructura se desmonoraria. Asi pues, el mejor quimico del mundo habia cometido un error de
quimica elemental, lo que permitia a Watson y Crick seguir en el juego. Poco después Rosalind
Franklin habia obtenido la prueba de una nueva forma tridimensional del DNA. Ocurrié cuando las
moléculas fueron rodeadas de una gran cantidad de agua. Era la estructura B, con la que se tuvo la
certeza de que era una estructura helicoidal. Ya que con la forma A nunca habia sido concluyente.
Ahora cra abrumadora la evidencia a favor de una hélice. Sin embargo, el problema radicaba en la
ausencia de cualquier hipétesis estructural que les permitiese agrupar regularmente las bases en el
interior de la hélice, 1o que hacia presumir que Rosalind Franklin tenia razon al disponer las bases
en el centro y la cadena fundamental en el exterior. La evidencia era que el DNA era una hélice que
se repetia cada 34 A a lo largo del c¢je helicoidal. El reflejo meridional de 3.4 A sdlo podia
significar que las bases de purina y pirimidina estaban situadas una encima de otra en una direccion
perpendicular al eje helicoidal. Ademas, por los datos suministrados por el microscopio electrénico
y por la evidencia de rayos X, podian estar seguros que el diametro de la hélice era de unos 20 A.
Pero Crick se nego a aceptar la afirmacion de Watson de que el repetido hallazgo de dualidad en los
sistemas biologicos indicaba que debian construir modelos de dos cadenas. Pero Watson siguié
trabajando con este tipo de modelos, aunque se resistia a situar las bases en el interior porque
sospechaba que si adoptaba dicha disposicion resultaria un nimero casi infinito de modelos y se
verian entonces ante la imposible tarea de decidir cual era el correcto. Crick pensaba que habia que
probar y durante unos dias Watson se dedicé a construir modelos con la cadena en el exterior, no
era dificil darle una forma compatible con la evidencia aportada por los rayos X, ya que tanto
Watson como Crick pensaban que el angulo de rotacion mas satisfactorio entre dos bases
adyacentes era de 30 a 40 grados. Por contraste, un éngulo dos veces menor parecia incompatible
con los angulos de enlace principales. Asi pues, si la cadena estaba situada en el exterior, la
repeticion cristalografica de 34 A tenia que representar la distancia necesaria para una rotaciéon
completa a lo largo del eje helicoidal. En este punto el interés de Crick comenzo a avivarse y cada
vez con mas frecuencia levantaba la vista de sus calculos para echar un vistazo al modelo. Semana y
media después surgio algo importante. Watson comprendio las profundas implicaciones que podian
derivar de una estructura de DNA en la que el residuo de Adenina formara enlaces de hidrogeno
similares a los hallados en cristales de Adenina pura. Si ¢l DNA era asi, cada residuo de Adenina
formaria dos puentes de hidrogeno con un residuo de adenina relacionado con él mediante una
rotacion de 180 grados. Y lo que era aiin mas importante, dos enlaces simétricos de hidréogeno
podian mantener juntos podian mantener también, parcs de guanina, citosina o timina. Watson
empezé a pregumtarse si cada molécula de DNA se componia de dos cadenas con idénticas
secuencias de bases, unidas por puentes de hidrogeno entre pares de bases idénticas. No obstante,
existia la complicacion de que una estructura asi no podria tener una cadena regular, ya que las
purinas (adenina y guanina) y las pirimidinas (citosina y timina) poseen formas que no son iguales.
La cadena resultante deberia disponer, pues, de pequeiias hebillas hacia dentro y hacia fuera, segin
estuviesen en el centro los pares de purinas o de pirimidinas.”*’

A pesar de la desordenada configuramon a Watson se le acelero el pulso. Si el DNA era asi, crearla
una auténtica bomba al anunciar su descubrimiento. La existencia de dos cad entr

con idénticas ias de b no podia ser fruto de la casualidad. Por ¢l contrario, indicaria que
una cadena de cada molécula habia servido de plantilla en alguna fasc anterior para la sintesis de la
otra cadena. Bajo este esquema, la multiplicacion de genes comenzaria con la separacion de dos
cadenas idénticas. Entonces, habian de formarse dos nuevas ramas hijas sobre dos plantillas
parentales, dando lugar a dos moléculas de DNA idénticas a la molécula original. Asi, el recurso
esencial de la multiplicacion de los genes podria provenir de la exigencia de que cada base de la
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cadena recién sintetizada tuviera siempre un puente de hidrégeno con una base idéntica. Aquella
noche, sin embargo, no podia comprender porqué la forma tautoémera comin de la guanina no habia
de tener un enlace de hidrogeno con la adenina.

Para el dia siguiente, ¢l esquema de Watson quedoé hecho trizas. Se alzaba contra ¢l el embarazoso
hecho quimico de que habia elegido inadecuadas formas tautémeras de guanina y timina. Empezé a
explicar su esquema al cristalégrafo americano Jerry Donohue declaré que la idea no daria
resuitado. Las formas tautoméricas estaban mal asignadas, estaba seguro de que la timina tenia
asignada, de un modo erréneo, una configuracion enol. El se inclinaba por 1a alternativa ceténica.
Asi pues, Watson limpid de papeles su mesa a fin de tener una superficie amplia y lisa en la cual
formar pares de bases unidas por puentes de hidrégeno. Aunque al principio volvié a su idea de
enlazar bases semejantes, al poco rato se dio cuenta de que aquello no conducia a ninguna parte.
Comenz6 a combinan las bases en otras dnversas posibilidades de emparejamiento. De pronto se dio
cuenta de que un par Adenina-ti » por los dos enlaces hidrogeno tenia forma idéntica a la
de un par guanina-citosina. Todos los puentes de hidrégeno parecian formarse de un modo natural.
No se necesitaba ningun artificio para hacer a los dos tipos de base idénticos en su forma. Esta vez
el cristaldografo Jerry Donohue no tuvo ninguna objecion al respecto. La moral de Watson se fuc a
los cielos, pues sospeché que ahora habia encontrado la solucién al enigma de porqué el namero de
residuos de purina igualaba cxactamente al nimero de residuos de pirimidina. Dos secuencias
irrcgulares de bases podian ser introducidas de un modo regular en ¢} centro de la hélice, siempre
que una purina se enlazara por un puente de hidrégeno con una pirimidina. Ademas, la exigencia de
tal enlace de hidrogeno significaba que la adenina se emparcjaria siempre con la timina, mientras
que la guanina se emparegjaria solamente con la citosina. Las reglas de Chargaff emergerian dc
pronto como consecuencia de una estructura de doble hélice para el DNA. Y, lo que era mas
excitante, cste tipo de doble hélice sugerla un esquema de multiplicacion mucho mas satisfactorio
que su idea de emparcjar bascs 31 Empargjar si ¢ la ad con la timina y la gu
con la citosina significaba que las secuencias de bases de las dos cadenas entrecruzadas eran
complementarias una de otra. Dada la secuencia de bases de una cadena, quedaba automiticamente
determinada la de su compaiiera. De un modo ideal, era asi muy facil ver como una cadena aislada
podia ser la plantilla para la sintesis de una cadena de secuencias complementaria. %7

Pocos minutos después Crick observé ¢l hecho de que los dos enlaces glucosidicos (que unian una
base y un azicar) de cada par de bases estaban sistemdticamente relacionados por un eje
perpendicular al ¢je helicoidal. Asi, ambos pares podian ser volteados y tener aun sus enlaces
glucosidicos apuntados en la misma direccion. Esto tenia la importante consecucncia de que una
cadena dada podia contener, al mismo tiempo, purinas y pirimidinas. Por otra parte, sugeria que las
dos cadenas debian correr en direcciones opuestas.

Solo faltaba un altimo esfuerzo para que el cnsamble definitivo quedara terminado en un par de
horas. Usaron las relucientes placas de metal que representaban las bases para hacer un modelo en
el que, por primera vez, se hallaban presentes todos los componentes del DNA. En cuestion de una
hora, habia dispuestos los atomos en posiciones que satisfacian a los datos proporcionados por los
rayos X y a las leyes de la estereoquimica. La hélice resultante giraba hacia la derecha con las dos
cadenas corriendo en direcciones opuestas. So6lo una persona podia manipular con el modelo, asi
que Crick esper6 a que Watson terminara. Si bicn un contacto interatomico era algo mis corto que
lo necesario para resultar éptimo, no se desviaba de valores publicados. Crick revisé el modelo por
espacio de unos quince minutos sin encontrar ningin error aunque, durante breves intervalos, al
verle fruncir el seiio, a Watson se le cayo el alma a los pies. En todos los casos quedé satisfecho y
continué comprobando el cardcter razonable de otros contactos interatomicos. Asi pues, todo
parecia cuadrar. %7
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El siguiente paso cientifico era comparar con rigor los datos experimentales de los rayos X con el
modelo de difraccion que predecia la nueva molécula. A los dos dias Maurice Wilkins y Rosalind
Franklin encontraban que sus datos de los rayos X confirmaban plenamente la doble hélice. Iban a
publicar en seguida sus resultados y deseaban hacerlo simultineamente con el anuncia de Watson y
Crick sobre los pares de bases. Nature era la revista indicada para una pronta publicacién. Crick
quiso afiadir al comunicado ciertas consideraciones acerca de las implicaciones biolégicas de su
trabajo. Pero al altimo le parecié megjor una breve observacion y compuso la frase “No se nos
escapa que el emparejamiento especifico que hemos postulado sugiere de inmediato un posible
mecanismo reproductor para €l material genético”. El miércoles 2 de Abril salié con destino a los
editores de Nature. Linus Pauling acepté la derrota y celebré con Watson y Crick su
descubrimiento. ¢ Recientemente se instituyé el Premio Rosalind Franklin a la excelencia en
ciencia, ingenieria y tecnologia, fundamentaimente para las mujeres que trabajan en estas areas. '2¢
El descubrimiento de la estructura del DN A transformo a la Biologia profund , catali do el
proceso de secuenciacion del genoma humano y engendrando una nueva vision de la Biologia como
ciencia informativa. Dos caracteristicas de la estructura del DNA son las de mayor importancia para
ejercer el impacto que ha tenido sobre la ciencia: su naturaleza digital y su complementaridad. El
DNA tiene dos tipos de informacion digital — los genes, que codifican proteinas y los cuales son las
maquinas moleculares de la vida; y los mecanismos de regulacion de genes que especifican su
comportamiento. '

Los elementos necesarios para la conformacion del DNA son los siguientes:

1) Un azucar de 5 carbonos. En ¢l caso del DN A este azucar es desoxiribosa.
2) Un anillo heterociclico formado de carbono y nitrégeno llamado base.

3) Un grupo fosfato.

21.1 La Desoxiribosa

Este carbohidrato esta compuesto de cinco carbonos. El primero y cuarto estdan unidos por
un atomo de oxigeno. El tercero tiene un dtomo de hidrégeno y un grupo hidroxilo. El OH
en el quinto carbono se une al grupo fosfato. El segundo carbono sostiene sélo atomos de

hidrégeno®.
oM o Dnes
N
INL_ " TESS OO
" I | FALLA DE usnsaslN

Fig. 69. Estructura de Desoxiribosa mostrando el sitio de unién de la base.*
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2.1.2 Las Bases Nitrogenadas

Las cuatro bases de DNA se¢ agrupan cn dos categorias. Aqucllas con anillos de seis miembros
son llamadas pirimidinas y aqucllas con anillos de nueve micmbros sc denominan purinas.

Pirimidinas

Citosina, un compucsto con un anillo
aromatico de scis micmbros. Nétese que
ticne un atomo dc oxigeno cn la scgunda
posicion y un grupo amino cn la posicion 4
del anillo. El Nitrégeno que s¢ cnlaza al
aziucar dcsoxiribosa sc numcra como la
posicion 1 °,

Timina, poscc un scgundo atomo de¢
oxigeno cn la posicion 4 y un grupo metilo
cn la posicion 5. El Nitrogeno quc sc
cnlaza a) aziucar desoxiribosa se cncucntra,
al igual quc la citosina, cn la posicion 1. En

cl RNA cl uracilo reemplaza a la timina ©'.

Purinas

Adcnina, un compucsto con un anillo dc 9
micmbros. Al anillo basico de la purina, la
adcnina afade un grupo amino cn Ia
posicion 6. En nucleésidos y nucledtidos ¢l
nitréogeno cn la posicion 9 ¢s cl sitio de
unién decl azucar (Dcesoxiribosa cn DNA,
ribosa cn RNA)®' .

Guanina, notcse quc tienc un grupo amino
cn ¢l scgundo carbono y un atomo de
oxigeno en el carbono scis. Al igual quc la
adcnina, ¢l nitrégeno cn la posicion No. 9
cs ¢l sitio de union de Desoxiribosa o
ribosa

Fig. 70. Estructura dc las bascs piricas y pirimidicas.®
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21.3  ElGrupo Fosfato

Fig. 71. Estructura del grupo fosfato.

2.2 NUCLEOSIDOS

Un nucledsido es una de la cuatro bases del DNA unida covalentemente al C1 de un azucar ®, En el
caso del DNA el azicar es desoxiribosa, por lo tanto se les llama desoxinucledsidos. Los cuatro
diferentes nucledsidos de DN A son (Fig. 72):

Desoxiadenosina (dA)
Desoxiguanosina (dG)
Desoxicitosina dC)
Desoxitimidina (dT)

1]
===
NH,

5.

TESIS NN
aa FALLA DE uniutN ac
CH,

o o

dG aT

Fig. 72. Los cuatro diferentes nucledsidos del DNA.
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2.3 NUCLEOTIDOS

Son ésteres de fosfato de los nucledsidos y son de naturaleza acida. El dcido fosférico se puede
localizar en el C 2°, 30 5°del residuo de carbohidrato. Sin embargo los desoxiribonucledtidos lo

tienen en la posicion 5°.

L

Uniim a b

N1 ég
EnD irib ledtid f “,GHD

[ En ribonuctestidos |

Fig. 73. Estructura dc un Nucleotido®

El acido fosférico puede sufrir fosforilaciones posteriores para producir difosfatos y trifosfatos, por
ejemplo ADP y ATP. Asi, para cada nucledtido monofosfato existe también un nucleétido difosfato
y un nucledtido trifosfato. Los nucleétidos di y tri no estan presentes en el DNA o RNA,
unicamente los nucleétidos monofosfato. Los di y trifosfatos aAn pr tes de
tienen funciones muy importantes en muchos aspectos del metabolismo celular .

Tabla 1. N | a de Nucledtidos del DNA.S*

Base Nucledsido Nucledstido Abreviacion
Adenina Adenosina Adenosin Monofosfato AMP
Guanina Guanosina Guanosin Monofosfato GMP
Citosina Citidina Citidin Monofosfato CMP
Timina Timidina Timidin Monofosfato TMP

2.3.1 La importancia celular de los nucleédtidos

\ A A4

Como energia para el metabolismo (ATP)
Son las unidades monoméricas de los acidos nucleicos
Regulacién de procesos fisiologicos:

- La adenosina controla el flujo sanguineo coronario.
-  AMPc y GMPc funcionan como seiiales moleculares.

vew

5°AMP es componente de coenzima en FAD/NAD+
Intermediarios activados — UDP-glucosa
Efectores alostéricos.- Se regulan a si mismos y a otros.

TESIS CON
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2.4 CONFORMACION DEL DNA

La Columna Vertebral del DNA es un polimero con una secuencia alternada azicar — fosfato. Los
carbohidratos desoxiribosa se unen en sus grupos 3'-OH y 5°-OH a los grupos fosfato en enlaces
éster, también conocidos como enlaces fosfodiéster %3, El fosfato de un nucleétido se une al carbono
3 de otro nucledtido. A su vez, el fosfato de este nucledtido se une al carbono 3 del siguiente
nucledtido **. Si esto ocurre muchas veces se empieza a formar una larga cadena de nucleétidos, tal
como se muestra en la figura 74:

Azicar fosfato
del esqueleto

®

4
® —
\ 4
-

Fig. 74. Estructura basica dc una cad de polid iribonucicotidos de DNA.**
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2.4.1 Caracteristicas de una cadena de DNA

1) EIl esqueleto esta formado de desoxiribosa y grupos fosfodiéster alternados.

2) La cadena tiene una direccion 5” a 37 o viceversa, segin sea el caso.

3) Los atomos de oxigeno de los grupos fosfato son polares y estan cargados negativamente.
4) Las bases A, G, C, T se extienden a partir de la cadena y se superponen.

5) Las bases son hidrofdbicas 3.

Dos cadenas de DN A se uniran para dar lugar a la doble hélice, esta union se llevara a cabo por
medio de puentes de hidrogeno que uniran a las bases que se encuentran en la parte interna de la
cadena. Las bases puricas solo pueden unirse a las bases pirimidicas, debido a sus diferencias
estructurales. Asi, la Adcnina es una purina que se unira a la piridina Timi yilaG ina es una
purina que se unira a la piridina Citosina *. A esto se le conoce como Pares de Bases y
Complementaridad. Ver Fig. 75.

La segunda diferencia estructural entre estas bases es el namero de enlaces de hidrégeno que cada
una tiene. La Adenina y Timina tienen dos, mientras que la Citosina y Guanina tienen tres. Una
base con dos enlaces no puede unirse a una que tenga tres y viceversa. Por lo que la Adenina sélo
puede unirse a la Timina y la Citosina a Guanina.

cn O m e e = = NH -
’\C — C/ a\c c/ \\\C/
W N 7 ~._ “/
— —He———e- d
\':Tac/ \\A enina % N
s 2 o= "
] (=] [ ]
Fig. 75. Fornmacion dc los parcs de bascs mediante
pucntcs de hidrogeno,
-
"\c & ""a—-"-----o\c c/"\c/
#5 s s,/
H— C Citosina  N======H = N_ Guanina — N
™~ N / ~N
N—C c = ]
7 > 7

" o_-___--_ NH

Cudl es la importancia de tener dos o tres sitios de enlace para hidrogeno? Estos sitios evitan que
ocurran mutaciones. Si las bases no tuvieran un mecanismo de control entre ellas seria un caos
porque podrian unirse todas entre si. Los puentes de hidrégeno no s6lo mantienen el orden entre las
bases sino que mantienen a las dos cadenas de DNA unidas **. De esta manera se conforma la doble
cadena de DNA. Esta se dobla para formar una hélice *. Los elementos que conforman esta
estructura fueron propuestos por Watson y Crick en 1953 72,
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1

2.

3.

5.

6.

. La molécula se compone de dos cadenas de nucledtidos.

Las dos cadenas se enrollan alrededor de un eje central formando un par de hélices derechas y
avanzan girando en direccién de las manecillas del reloj.

El esqueleto azucar — fosfato — azicar — fosfato se localiza en ¢l exterior de la molécula con los
dos grupos de bases proyectandose hacia el centro.

Las bases ocupan planos aproximadamente perpendiculares al ¢je longitudinal de la molécula y
por lo tanto se colocan una sobre otra igual que platos apilados. Las interacciones hidréfobas y
las fuerzas de Van der Waals entre las bases planares apiladas estabilizan toda la molécula de
DNA. Las vueltas helicoidales y los pares de bases planares, en conjunto, confieren a la molécula
el aspecto de una escalera de caracol.

La distancia del atomo de fosforo del esqueleto al centro del eje es de 10 A, por lo tanto, la
anchura de la doble hélice es de 20 A.

Los atomos de nitrégeno unidos al carbono 4 de la citosina y al carbono 6 de la adenina muestran
predominantemente la configuracion amino (NH2) y no la forma imino (NH). De manera similar,
los atomos de oxigeno enlazados al carbono 6 de la Guanina y al carbono 4 de la Timina
predominantemente muestran configuracion ceto (C=0) en vez de configuracion enol (C-OH).
Estas restricciones estructurales en la configuracion de las bases sugieren que la Gnica purina
estructuralmente capaz de enlazarse a Timina es Adenina y Guanina a Citosina.

Las dos cadenas que componen una doble hélice corren en direcciones opuestas, o sea, son
antiparalelas. Por lo tanto, si una cadena se encuentra alineada en la direcciéon 5° - 37, la otra se
encontrara en la direccion opuesta. Al observar la molécula desde el exterior se nota que en ¢l
espacio entre vueltas adyacentes de la hélice se forman dos surcos de diferente amplitud: un
surco mayor mas ancho y un surco menor mas estrecho, que rodean en espiral la superficie
externa de la doble hélice. Las protcinas unidas al DNA casi siempre se alojan en estos dos
sSurcos.

La doble hélice efectia una vueita completa cada 10 residuos (3.4 nm), o 150 vueltas por cada
fragmento igual a un milléon de veces el peso molecular.

No hay restriccion alguna sobre la secuencia de bases de determinada cadena de la molécula. Sin
embargo, una vez especni' icada la ia particular de una cad automati

determinada la secuencia de la otra cadena. Esta relacién entre las dos cadenas de la doble hélice
se conoce como complemenitaridad **. Ver Fig. 76.

Estudios recientes establecen la hipStesis de que la complementaridad y las interacciones entre las bases
apiladas pueden ser suficientes para mantener la estabilidad de la estructura del DNA y la especificidad de
este durante la replicacion, aiin en ausencia de enlaces de hidrégeno entre los pares de bases. '

a)

2.4.2 importancia del DNA

Almacén de Informacion Genética.- El DNA es una “plantilla™ molecular, un registro de
instrucciones precisas almacenadas que definen todas las caracteristicas hereditarias mostradas
por un organismo.

45



b) Autoduplicacion y Herencia.- Puesto que ¢l DNA contiene toda la plantilla de un organismo,
debe contener la informacion para su propia duplicacion. LA duplicacion del DNA es un medio
para transmitir instrucciones genéticas de una célula a sus células hijas o de un individuo a su
descendencia.

c) Expresion del mensaje genético.- Durante muchos ailos los bidlogos sospecharon que los genes
individuales transportan informacion para sintetizar proteinas especificas. Debia existir algin
mecanismo para utilizar la informacién almacenada en un gen en la sintesis de polipéptidos
especificos **.

anicar <.

Citosina v Timina

Adenina y Guanina

o
Grupo owb-o-
Fosfato _g -

Fig. 76. La Molécula de DNA.'*¢

d) Investigaciones recientes confirman que un novedoso diseifio en la estructura de DN A le confiere
gran estabilidad contra las enzimas de digestion, lo que les confiere el potencial para combatir una
variedad de enfermedades como cancer, asma, alergias ¢ infecciones. '

2.4.3 Tipos de DNA

Los resultados de los estudios de cristalografia de rayos X demuestran
que el DNA puede tener varias conformaciones, el mas comin es el
DNA-B. El DNA-B es una doble hélice con giro a la derecha con un
surco ancho y uno estrecho *¢. Las bases son perpendiculares al eje de
la hélice. Al parecer esta forma representa la conformacion de la
molécula como existe dentro de la célula (Fig. 77).

Fig. 77. DNA-B**
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El DNA también se encuentra en la forma A, las fibras en las cuales se
hace ¢l estudio se an mas que en la forma B que es mas
hidratada; en la forma A, el surco mayor es muy profundo y el menor es
superficial *. En realidad las formas A y B son muy similares entre si,
ambas son hélices con vueltas de cuerda a la derecha. Hay otros cambios,
sin embargo, incluyendo un notable acortamiento de la fibra, cambio en
la pendiente de la hélice de 3.4 a 2.7 A de elevaciéon por cada par de
bases, etc *. (Fig. 78)

Fig. 78. DNA-A™?

Se descubrio otro tipo de conformacion estudiando patrones de difraccion de
rayos X en cristales de un DNA sintético que s6lo contenia pares de bases G-
C. A diferencia de los anteriores, esta molécula se enrolla en sentido
contrario, es decir, a la |zauuerda con un trayecto continuo en zig-zag, por lo
que se le llamé DNA-Z Aun no se sabe si esta forma de DNA existe in
vivo, ya que se afirma que sélo es estable en condiciones no fisiolégicas.
(Fig. 79)

Fig. 79. DNA-Z2%

2.4.4 Conformacion de Superhélice

Existen moléculas de DNA que sedimentan con mayor rapidez que otras porque tienen una forma
mas compacta debido a que la molécula se enrolla sobre si misma, muy parccido a un cable de
teléfono enrollado sobre si mismo luego de usarse. Este estado del DNA se conoce como
“superhélice”. En esta forma el DNA es mias compacto que su contraparte relajada, ocupa menos
volumen y se mueve con mayor rapidez en un campo de fuerza centrifuga o eléctrica **. (Fig. 80)

Se dice que la superhélice de DNA es negativa cuando se genera por desenrollamiento y positiva
cuando se forma por retorcimiento excesivo. El1 DNA pr en la naturaleza (mitocondrial, viral,
bacteriano) invariablemente presenta conformacion de superhélice ncgativa. El enrollamiento
excesivo no se restringe al DNA circular pequeiio, también ocurre cn ¢l DNA lincal eucariota,
donde tramos de la molécula se enrollan alrededor de nicleos proteinicos o nucleosomas. La
importancia del d ollamiento es jal:
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a) Permite la compactacion del DNA cromosémico para adaptarse a los microscopicos limites
del nicleo celular.

b) La superhélice DN A negativa esta desenrollada y por lo tanto ejerce presion en el sentido
de separar las cadenas, separacion requerida durante la duplicacion (sintesis de DNA) y en
la transcripcion (sintesis de RNA) *.

N

7 L

. y
2
AILL//—\J;“/; b Fig. 80.- DNA poco enrollado que en promedio tiene

mas de 10 pares de bases por vuelta. Por estar poco
enrollada adogta espontaneamente la forma
superhelicoidal.

El superenrollamiento del DNA esta regulado en cada célula y tiene que ver con su metabolismo. El
funcionamiento biolégico normal del DNA ocurre sélo si se encuentra en el estado topolégico
adecuado, es decir, si tiene la estructura adecuada ®.

Existen ciertas enzimas cn las células que pueden cambiar ¢l estado de superenrollamiento de la
doble cadena de DNA, se llaman “topoisomerasas”. Alteran el estado topologico del DNA pero no
su estructura covalente, estas son de varias clases y se dividen en dos categorias de acuerdo a su
mecanismo de accion (Fig. 81).

Topoisomerasas Tipo I.- Son proteinas monoméricas (97KD) que An ampli ite distribuid.
tanto en procariontes como eucariontes. Su accion consiste en romper transitori una de las

cadenas del par y permitir que gire alrededor de 1a otra cadena, y después volver a unir la porcion
rota de la cadena; de este modo disminuye la fuerza de torsion de la molécula. (Fig. 82).

Topovisomerasas Tipo II.- También se les conoce como DNA girasas. Se encuentran en
procariontes. Rompen tr itori t b d del par, a costinuaciéon transfiere un
segmento de DNA a través de la rotura y vuelve a sellar las cadenas cortadas para congelar la

molécula en su nuevo estado.

El grado de superenrollamicnto de DN A bacteriano esta determinado por las acciones opuestas de
las dos enzimas. Los superenrollamicntos negativos son introducidos por la DNA girasa y
removidos por la topoisomerasa tipo 1. La cantidad de estas enzimas es regulada para mantener un
grado apropiado de superenrollamiento negativo **.
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Fig. 81. Reacciones que catalizan topoisomerasas. ** Fig. 82. Accioén dec 1a Topoisomerasa 1, la
1. Supcrenrollamicnto — relajacion cnzima sccciona una de las cade-
2. Anudar - Dcsanudar nas de DNA, que gira alrededor
3. Encad - D d i dc 1a otra cadena. A continuaciéon
la cadena cortada sc vuclve a
unir.**
2.5 EL RNA

S¢ cree que la cvolucion quimica que condujo a la vida cclular sobre la ticrra casi hace cuatro
milloncs dc afios pasé por una ctapa cn donde cl RNA llevo a cabo por si solo todas las funcioncs
dc las macromoléculas modemas (RNA, DNA y protcinas). Sin bargo, cl asi llamado mundo dcl
RNA cra demasiado complcjo para cvolucionar directamente dc las moléculas organicas
cncontradas cn la ticrra prebidtica. Es muy probable que ¢l mundo del RNA haya emergido y sido
alimentado por una cspecic dc mctabolismo primitivo basado cn los cnlacecs contcnidos cn
compucstos dc azufre llamados tioestercs *°

Los componentces basicos del RNA son los mismos quc los decl DNA con dos difcrencias basicas. La
basc pirimidica uracilor plaza a la timina y cl azicar ribosa sustitu yc a la desoxiribosa (Fig. 83).
La Adcnina sc unc al Uracilo por medio de dos cnlaces dc hidrégeno ©

5 5
HOCH> HOCH»>
OH O OH
) R
HC TCH HC\4 rTCH Fig. 83. Loscarbohidlalos‘_glc los

HCIB‘ 2> (|:H H(ija. 2 (I:H acidos nucleicos.

OH OH OoH H
Ribosa (en RNA) 2’-Desoxiribosa

(en DNA)
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Para el RNA, los nucledsidos y nucledtidos estan formados de la misma manera que para ¢l DNA,
con la ribosa en lugar de la desoxiribosa. En la Fig. 84 se muestran el nucleésido (uridina) y el
nucledtido (uracil 5 monofosfato) *7.

//-—Yo
Fig. 84. Uridina®’ ,_,om"-c
£,

Uracil S"Monofosfato

Una molécula de RNA cs un polimero lineal en ¢l cual los monémeros (nucleétidos) se conservan
unidos por medio de enlaces fosfodiéster. Estos, unen el carbono 3 de la ribosa de un nucledétido al
carbono S de la ribosa del nucledtido adyacente 7° (Fig. 85).

La mayoria de las moléculas de RNA celular son de una sola cadena. Pueden formar estructuras
secundarias como tallo-lazo y horquilla” (Fig. 86).

@ ®)

Horquilla

Tallo

Fig. 86. Estructuras Secundarias del RNA”’
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Adenina

Esqueleto
de potirtibosa
fostato

Extremo 37

2.5.1 Tipos de RNA

El principal papel del RNA es participar en la

TESIS ~N®
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Fig. 85. Estructura primaria dcl RNA.*

<

de protei ¥y esto requiere de tres tipos de

RNA: RNA mensajero (RNAm), RNA de transferencia (RNAt) y RNA ribosomal (RNAr).

a) RNA Mensajero (RNAmy)

Es el acido nucleico que “graba” la informacion del DNA en ¢l nicleo de la célula y la lleva a los
ribosomas ”2. El RNAm es transcrito a partir del DNA, llevando informacién para la sintesis de
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protcinas. Trcs nucledtidos consccutivos en ¢l RNAm codifican un inoacido o una sciial dc

“Alto” para la sintcsis proteica. Este trinucleétido ¢s conocido como “codon ”. Véasc Fig. 87.

5 3-

— . . . ..
’ SN S N B N B oo oone

“Plantilla™

Transcripcion

> foca)] [feae] [@m] [

RNAmM

1 Traduccion

= 1§ 0 § 1 J e

Fig. 87.- La rclaciéon entre DNA, RNAm y ¢l péptido codificado. La sccucncia dec RNAm ¢s

complcmentaria a la plantilla dc DNA y dc csc modo scri la misma que 1a cadena original, excepto

que la T ¢s reemplazada por U2

Las caractceristicas del RNAm son las siguientes:

@ Cadcnas de largo tamaifio con cstructura primaria

B Se |t'2 flama mensajecro porque transporta la informacién necesaria para la sintesis
proteica.

B Cada RNAm ticne informacion para sintetizar una proteina determinada

@ Su vida media es corta

M En procariotes el extremo 5’ posee un grupo trifosfato

-

extremo 3° posec una cola de poli-A (Fig. 88)
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Exén.- Secuencias que se traducen a
proteinas
Intrén.- Secuencias sin codificar.

Intranes

Cola doe poli A

-_— 37 A
2 3
2 3
o K3
3 A
o~ =
N
o A
o 3
=4 2
-— Q
2 3
o
o L

Fig. 88. RNAm de procariotes (bacterias) (1) y de eucariotes (2).2%¢

b) DNA de transferencia (DNAg

Entrega los aminoacidos uno por uno a 1a cadena creciente de proteinas en el ribosoma 72, El papel
principal del RNAt es “traducir” la secuencia del RNAm a una secuencia de aminoacidos. Una
molécula de RNAt consiste de 70 — 80 nucledtidos, por lo que son pequefios. Poseen en algunas
zonas cstructura secundaria, lo que va a hacer que en las zonas donde no hay bases
complementarias adquieran un aspecto de bucles, como una hoja de trébol *.Estas estructuras se
muecstran en la Fig 89 y 90, respectivamente. Algunos nucleéstidos en €l RNAt han sido
modificados, es el caso de la Dihidrouridina (D), pseudouridina (W) e Inosina (). En la
dihidrouridina, sc ailadc un atomo de hidrogeno al carbono 5 y 6 del uracilo. En la pseudouridina la
ribosa se une al carbono 5 en lugar del N1. La Inosina juega un papel muy importante en_el

reconocimiento del codon. Ademis de estas modificaciones, algunos nucledsidos estan metilados 7',
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Sitio de union del amino acido 1

Fig. 89. La cstructura sccundaria

@@ dcl RNAt. El color azul indica los
o nucledtidos modificados, “m”
significa que cstian metilados. El

anticodon es el trinucledtido
@9@@ complcmentario al  codon  del

RNAm,

Horquilla D

Anticodon —>

horquilla anticodon

Fig. 90. La estructura terciaria del RNAt. 7
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c) RNA ribosomeal (RNAr)

Este tipo de RNA existe afuera del nicleo, en el citoplasma de la célula en estructuras llamadas
ribosomas. Los ribosomas son estructuras granulares y pequeilas en donde la sintesis de proteinas se
lleva a cabo. Cada ribosoma es un complejo que consiste de aproximadamente 60% de RNAr y
40% de proteina 72,

En procariontes, el RN Ar esta clasificado en tres categorias: 23S, 58S y 16S. La unidad “S* proviene
de Svedverg, una medida del indice de sedi ion. Después de que las moléculas de RNAr son
producidas en el nacleo, son tr portadas al citopl donde se combinan con docenas de
proteinas especificas para formar un ribosoma. En procariontes ¢l tamafio del ribosoma es de 70S y
esta formado por dos subunidades: 50S y 30S. El tamaiio del ribosoma en mamiferos es de 80S, con
una subunidad 60S y otra 40S. Las proteinas de la subunidad mayor se designan como L1, L2, L3,

etc (L = Grande). En la subunidad mas pequeiia las protecinas se denotan como S1, S2, S3, etc 7.
(Fig. 91)

PROCARIONTES MAMIFERO

t
RNA é < i VAN . A

&8
(120 bases)ll

288 S$.8S

55
235 (120 bases)

165 (1900 bases)
(2800 bases) I < )

i

S1 82
e <
~— Q s3
> D
Total: 33

}

Protecinas

Subunidadcs

I
I
I
|
|
|
!
|
|
|
I
|

Ribosomas

Fig. 91. Estructura de RNAr.*™
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Se han caracterizado 73 genes que codifican para proteinas ribosomales y se han encontrado en
varias especies eucariotes. Estos genes son pequeiios, de aproximadamente 4.4 kb, pero tienen un
promedio de 5. 6 exones. Se cree que el iniciador ATG se encuentra en el primer o segundo exon **.
Asi mismo, utilizando procedimientos de homologacién de secuencias se han identificado 2090
pseudogenes de estas proteinas en el genoma humano *'.

c) Oxros tipos de RNA

1. Ribozimas.

Son moléculas de RNA con actividad catalitica. Fueron descubiertas al inicio de la década de los
80’s por Thomas R. Cech 7'. Este hallazgo tiene varias implicaciones. Primero, significa que el
RNA no es anicamente un acarreador pasivo de informaciéon genética, sino que puede participar
activamente en la bioquimica celular directa. En particular, muchas reacciones de procesamiento de
RNA asi como la sintesis de proteinas son catalizadas en parte por el RNA. Segundo, el estudio del
cémo trabajan estas enzimas puede revelar mecanismos desconocidos de catalisis biolégica.
Tercero, las ribozimas tienen el potencial de proporcionar nuevos agentes terapéuticos. Por ejemplo;
ribozimas con una unién efectiva pueden destruir RNAs virales bajo condiciones controladas de
laboratorio, haciendo plausible que las ribozimas puedan ser capaces de inactivar virus en animales,
incluso seres humanos 7>,

2. Moléculas Pequevias de RNA

Pequeilas moléculas de DNA en el nicleo son denotadas por RNAsn (RNA nuclear pequeiio). Una
de sus funciones es la de participar en el empalme de RNA. Un RNAsn contiene 107 — 210
nucledtidos. En mamiferos se han identificado seis de estas moléculas y se designan como U1 a U6
ya que sus secuencias son ricas en uracilos. Las pequeiias moléculas de RNA también se encuentran
en el citoplasma. Por cjemplo; la particula de reconocimiento de sefial involucrada en el transporte
de proteinas contiene una molécula de RNA con una longitud de ~ 300 nuclesStidos 7',

3. RNA Heterogéneo Nuclear (RNAKn)

Es un RNA de aito peso molecular, también conocido como transcrito primario del RNA ya que es
el RNA recién sintetizado por la RNA polimerasa en el proceso de transcripcion. En células
procariotas, el transcrito primario actia dir como molde para la sintesis de protei En
el nicleo de las células eucariotas actua como precusor de los demds tipos que se encuentran en el
citoplasma’.
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2.6 EL DOGMA CENTRAL

Los genes son segmentos de DNA que contienen una determinada secuencia de nucledtidos que
servira para dirigir la produccion de moléculas de RNA de diferentes tipos (RNAm, RNAt, RNAr)
que ejerceran diversas funciones, entre éstas, la sintesis de proteinas . La transferencia de
informacion genética de DN A hasta la estructura primaria de una proteina tiene dos etapas basicas:

a) Transcripcion
b) Traduccién

2.6.1 Transcripcion

Es el proceso por medio del cual una cadena de DN A es copiada a una cadena de RNA, es decir, un
acido nucleico genera otro 7. Este proceso sera diferente en procariotes y eucariotes, como se
muestra en la Fig. 92. La transcripcion se lleva a cabo mediante la acciéon de una enzima: RNA
poli asa (basi

Flujo de Informacién Genética

Procariotes Eucariotes

DNA DNA

TRANSCRIPCION pre-RNAmM

‘splicing
RNAmM RNAmM
TRADUCCION
Proteina Proteina

Fig. 92, Las diferencias entre el proceso de transcripcion entre procariotes y eucariotes.
El proceso en eucariotes lleva pasos adicionales como el de “Splicing”.”™

2.6.1.1 Transcripcion en Procariotes

Para iniciar este proceso es necesario contar con la enzima RNA polimerasa y con una region del
gen a partir de la cual se iniciara la transcripcion, a esta region se le llama “promotor™

Localizados en_cada extremo de un gen se encuentran segmentos de DNA llamados
“regiones de flanqueo” 73, el primero se encuentra localizado en el extremo 5° del gen en donde dos
secuencias de nucléotidos especificas indican la region del promotor 7 (Fig. 93):

- TTGACAT, localizada a -35 bases del sitio donde inicia la transcripcion, es reconocida por el

factor sigma de la enzima.
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- TATAAT, localizada -10 bases del sitio de inicio de la transcripciéon. También llamado
segmento TATA o segmento Pribnow identifica el nucledtido preciso que iniciara
la transcripcién 8.

REGION DE FLANQUEO REGION DE FLANQUEO
(Promotor)
AL Aqui inicia la transcripcion
- N f
.- - :
- )
-35 -10 +1 e j
TTGACAT TATA REGION DE TRANSCRIPCION Aqui termina la
transcripcion.

Fig. 93.- Localizacion de la region del promotor en un gen, las regiones de flanqueo delimitan la zona det
DNA que se va a transcribir. La enzima RNA polimerasa se unira a la regiéon del promotor,
reconociendo las secuencias TTGACAT y TATA ¢ iniciara el proceso de transcripcion en
organismos procariotes.”™

La enzima RNA polimerasa de procariotes tiene un peso de 500,000 daltons y contiene 4
subunidades, cada una con una funcién especifica 7%, como se muestra en la Fig. 94.

2

Sub Pty

g
PB.- Principalmente involucrada en catalisis
p’.- Principalmente involucrada en catalisis

Subunidad Pequefa

B 2a
Fig. 94.- Estructura de la RNA polimerasa de Factor sigma (Existen diferentes tipos)
Procariotes.” O70-- Es el comanmente involucrado en la

etapa de iniciacién de la transcripcion.
G32.- Promotor de choque térmico

Gss.- Regulacion por Nitrogeno

El i > de tr ipcion en procariotes se lleva a cabo en tres etapas:

» Iniciacion
» Elongacion
» Terminacion
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I. INICIACION

a) La subunidad sigma de la enzima RNA
polimerasa reconoce |a secuencia de
nucledtidos de la region -35 (TTGACA) y se
unea_git‘aenlacadenadeDNAendireeciOn
3°- 5 "4,

RNA polimcrasa

b) La enzima se une a la cadena de DNA
en el sitio promotor y reconoce la segunda
secuencia de consenso (Segmento
Pribnow- TATAAT), ésta, identificara e}
nucledtido que iniciara la transcripcion 75,

d) Comienza la insercion de nucledtidos. El
primero sera ATP 6 GTP, la direccion sera
contraria a la de la cadena que sirve como
plantilla, es decir 5°- 3° *¢,

oA (ATP)
PPPG (GTP)

€) El primer nucleétido es incorporado *4.
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Il. ELONGACION

a) La cadena de RNA crece en direccion 5°- 3', la enzima continua la elongacion a una velocidad de 50
nucledtidos / seg a 37° C 7%

Rcegiéon promotora

b) La RNA polimerasa se va moviendo a lo largo de la cadena de DNA para continuar ia sintesis de
RNA hasta que llega a la secuencia de terminacion, que es palindromica *4.

S .
: : s (@)
H 1 rrrrrrrrirrryrrrrry rrrrirry

.
| SO TN TN N N T I N O o I O A | | I

O]

Secuenca de terminacion
(patindrome)
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. TERMINACION

a) Laenzima alcanza la secuencia de terminacion y en algunos casos un factor de terminacion (Factor
p) interactia con el RNA recién formado S, Ver Fig. 95.

Factor p

En ia mayor parte de los casos la polimerasa puede detener la transcripcion y fiberar la cadena de RNA sin
factores adicionales, los sitios de terminacion independientes de p poseen una secuencia notablemente aimilar
en la region precedents al sitio de conclusion. Esta region incliuye dos tramos de pares G-C dispuestos en
forma de un par repetido invertido seguido por una hilera de adeninas en la cadena tranacrita. Como
consecuencia de esta simetria en su secuencia de bases, se asume que el extremo 3° del RNA naciente forma
una horquilla que impide el avance de la enzima. Los datos indican que la polimerasa se detiene cuando Nega a
esta region. Se cree que el tramo de nuciedtidos del DNA que contiene adsnina facilita la liberacion de la
cadena de RNA, puesto que los pares de b formados entre el Uracilo de una cadena del RNA y la Adenina
de la cadena de DNA son especialmente débiles ™.

s 3
.
s 1 3
Transcrito de RNA Extremo 3 'plegado
ﬁ
s VOUVVOULLOH )3 Fig 95
TESIS CON .

FALLA DE OkiGEN




b) PormdndeunuocesodehdblsssesepmanhRNApohmrasayelfacbrp,dqmdohbreal

-
m / 4._“‘,
e e, S

Transcrito primario (RNAm)

En la célula, la funcion dcl factor Rho depende de 1a presencia de una protcina monomérica de 21
KDa llamada NusG. Estc sc unc tanto a la RNA polimerasa como a p aunquc no sc sabe ain si sc
unc simultancamecentc. Suponicndo quc asi sca, implicaria quc pucdc actuar accrcando al factor p al
transcrito nacicntc o cstabiliza al complcjo p-transcrito nacicntc-RNA polimcrasa. Por lo quc la

importancia bioldogica de cste factor cn organismos bacterianos cs fundamental para ¢l proceso
transcripcional **.

TESIS CnN
FALLA DE Ciuu N

62



2.6.1.2 Transcripcion en Eucariotes

El proceso de transcripcion en eucariotes es un poco mas complicado, empezando con que existen
tres RNA polimerasas ’*:

RNA polimerasa I.- Cataliza la produccion de RNAr

RNA polimerasa I1.- Cataliza la produccion de RNAm
RNA polimerasa I11.- Cataliza la produccion de RNAt, RNASS, y RNAsn

Las tres enzimas son complejas y tienen muchas subunidades, algunas de ellas son comunes a las
tres, como se muestra ¢n la siguiente tabla 7¢:

Tabla 2. Subunidades de RNA polimerasas Eucaridticas™

PolI(A) | Polll (B) | Pol I (O |

Niicleo |
A190 B220 C160
A135 B150 Cl128
AC40 B44(2) AC40
AC19 ACI19
Comunes |

ABC27(2), ABC23, ABC14,5, ABCa, ABCB

Especificas ]

A49 832 ce2
A43 B16 CS583
A34.5 B12.6 C37
A14 B12.5 C34
A12.2 C31
C25

Cc11

La RNA polimerasa I esta localizada en el nucleolo y se encarga de la sintesis de los RNAr 18S,
5S,8S y28S ™.

La RNA polimerasa 11, localizada en el leopl se ga de la sintesis de los RNAn, es
decir, los precursores de los RNAm *. No puede unirse a un promotor por si misma; por ello,
necesita otros factores proteinicos que se unen en un orden especifico al promotor e interactiian con
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la RNA polimerasa Il para transcribir de manera eficiente. Los factores de transcripcion y sus
caracteristicas se describen a continuacién 77.

1. TFIID.- Se une a la secuencia TATA, esta compuesto de la proteina de union al segmento
TATA (TAP) y por mas de otras ocho subunidades.

2.- TFHA.- Estabiliza la union de TFIID, evita que factores inhibidores deshagan el complejo
TFUD.

3.- TFIIB
4.- TFIIF — RNA. .- Complejo Polimerasa 1l

5.- TFIIE, TFITH, TFI1J.- Factores que sc deben afladir en este orden para que la transcripcion
se lleve a cabo.

Se cree quc la RNA polimerasa Il y sus factores asociados forman grandes complejos
multifuncionales llamados transcriptosomas, dentro de los cuales se coordina la biosintesis del
RNAm *2, Estudios recientes describen que hay una fuerte relacion entre la estructura de la RNA
Polimerasa 11 y la fase de clongacion. Estudios estructurales de la RNA polimerasa bacteriana y
de levaduras se llevan a cabo para dilucidar estos mecanismos ya que Itienen importancia en el
desarrollo de tratamiento para el cancer, SIDA ¢ infecciones bacterianas. *3.

RNA polimerasa 111, localizada en ¢l nucleoplasma, se encarga de sintetizar los RNAr 58 y los
RNAm *, su estructura se muestra en la siguiente figura.

RNA Polimerasa 11

Fig. 96. Estructura de la RNA polimerasa II1, que contiene multiples subunidades, y los factores TFIlIB y
TFIIIC que se unen a las regiones promotoras de genes tipo 111 ™,
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Regiéon Promotora

Esta sera de tres tipos. Dependiendo del tipo de RNA polimerasa que se usara, asi pues tenemos:

® Promotores Pol 1
® Promotores Pol 11
® Promotores Pol 111

a) Promotores Poll

Estan asociados con genes para RNA ribosomal — muchas copias por genoma Tienen dos
principales elementos de control: Regiones ricas en secuencias G-C y un elemento promotor de
nucleo 7.

( Prometor)
N
- N 18S 58S 28S
. 3-
g
-170 -110 -30 +20 v .
Regién rica en G-C Elcmento promotor UNIDAD DE TRANSCRIPCION
de nucleo

b) Promotores Pol 111

Son dc tres tipos, segun cl RNA quc van a transcribir.

Tipo 1 A B
82 W— 3’
Gcenes RNA 58S N
UNIDAD DE TRANSCRIPCION
Tipo 11 A C
X —tC OO A 000 O SRS OO0 3°
Genes RNAt NGl P

~
UNIDAD DE TRANSCRIPCION

Tipo 11

TATA ~ J
UNIDAD DETRANSCRIPCION
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<) Promotores Pol 11

Consisten en un segmento TATA box, clementos promotores ascendentes (un fragmento CCAAT y

regiones ricas en secuencias C-G), asi como aumentadores™®.

La transcripcion inicia aqui
57 3-
Secuencias CCAAT Regiones TATA +1\__ S

Aumentadoras ricas en G-C gl X
UNIDAD DE TRANSCRIPCION

No sélo la region promotora ¢s mas complcja cn cl caso dec iotcs, bi¢n ¢l proccso dec
transcripcion ¢cs mas complcejo ya que ademis de la cnzima sc rcguicrcn factorcs adicionalcs, como
a continuacion describircmos para cl caso de RNA polimcrasa 117°.

I INICIACION

TFIID.- Es un factor que consiste de una proteina de enlace a TATA (TBP), TAFs, y una histona
acetilasa. Este factor se enlaza al fragmento TATA box 75,

TFIID

Sc une gl fragmento
TBP Histona acctilasa TATA pox via TBP

Otros factores de transcripcion son
requeridos y se unen también, éstos son:
TFIIA, TFUB.

TFIIA TFIIB
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La RNA polimcrasa I ¢s entonces
llamada al sitio y llcga a éstc con ¢l
Lot a1, factor TFUF unido a clla.

yrrrrrryrrorrrrrrow

RNA Pol I1
IF

Una vez unida la enzima, habra otros
dos factores que se unen al complejo de
iniciacion: TFIIE y TFILJ 7S,

TATA TFIE TFIL)

En la subunidad mas grande de la RNA polimerasa se encuentra un dominio Carboxi terminal
(DCT), que constan de una secuencia de siete aminoacidos (Tir — Ser- Pro- Tre- Ser- Pro- Ser)
repetida una y otra vez. De los siete aminoacidos, todos menos las dos prolinas son candidatos
primarios para fosforilacion diante proteinci Los estudios indican que la RNA polimerasa
que ensambla el complejo inicial no esta fosforilada, en tanto que la misma enzima que participa en
la transcripcion esta intensamente fosforilada. Parece ser que la enzima es fosforilada justo antes de
iniciar la transcripcion, y el responsable de esto es otro factor de transcripcion que actia como
proteincinasa (TFIIH) %7€,

DCT

TFIIH sc unc y al actuar como
protecincinasa fosforila a la cnzima RNA
polimcrasa 11

DCT fosforilado

La fosforilacion dc la cnzima actua
como descncadenantc para scparar la
cnzima dec los factorcs de transcripcion y
> permitiric ¢l chPImmicnto sobrec la

plantilla dc DN .

TESIS CON
FALLA DE UiuuiN

67




Dc mancra rccicnte, sc discute la cvidencia genética y biogquimica quc ha surgido cn tomo a quc la
ctapa de fosforilaciéon no ocurrc inicamentce cn la ctapa de iniciacion sino también cn la clongacion
y posiblemente en la dc terminaciéon ®**. Del mismo modo, se ha reportado la clonacion y
caractcrizacion dc una protcina nucva: PCIF1 (Factor dc Intcraccion al DCT fosforilado); csta
compucsta de 704 a.a y sc une preferentementc a RNA Polimerasa 1l in vivo e in vitro

112

5

Se¢ crce que otra dc las subunidades de TFIIH descmpeiia un papel clave cn la scparacion dec las
cadenas dc DNA para que la cnzima prosiga a lo largo de la cadena sencilla dc 1a plantilla 5°.

Cuando sc llevan sintctizados unos 30 nucleétidos al extremo 5° del transcrito s¢ Ic afiade un
nucledtido cspecial: la 7 —metil guanosina trifosfatada (CAP), ver Fig. 97. Sirve para que la
subunidad pcquciia del ribosoma recconozca al RNAm y sc una a ¢l cn la sintesis protecica. Ademas
cvita que se degrade ¢l RNAm rccién crcado®.

TYr T T rrr 1T 1T T 1T 11 ¢

—_—
1 102 10 241111113 L) 13131111

3 5
N 4 N./"&'ij
/lj'IrP 2'-0-metil
HaNT N ribonucleésido
Fad 3, o o o .
5 it 0 1 5
O OH\CH,. — O — l"—O— ll’—O-— "’— 0—-CH, a Buase
v o 4 [s] o o 1 [
L J P
7-metilguanosina 30 2, TESIS NRT
b s i 2
u—z osGH, Base FALLA Db Ut
!
© oH
~
|
mRNA

Fig. 97. Estructura dcl CAP, localizado ¢n ¢l extremo 5° del RNAm recién formado.**
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H. ELONGACION

De igual manera que ¢l segmento Pribnow de los procariotes, al cual se parece, el segmento TATA
determina el sitio preciso donde inicia 1a transcripcion y la enzima elige la secuencia que tendra el
transcrito, asi insertara base por base para ir formando el RNAm correspondiente.

L1111 1311

5

Varias protcinas incrcmentan la clongacion en cucariotcs. La mas cstudiada c¢s un factor de
transcripcion llamado TFIIS que cjerce su accion cuando la RNA polimerasa 11 s¢ dcticne, csto
sucede porque a veces la cnzima cncucntra una sccucncia dec nuclcdtidos quc ocasiona que sc
detenga sobre la plantilla dc DNA, interrumpicndo asi ¢l proceso de transcripcion. El factor TFIIS
ocasiona quc la RNA polimcrasa rctroceda un poco, y entoncces TFIIS remuceve ¢l extremo 37 del
RNA, permiticndo quc la cnzima continic la clongacion desde ¢l punto cn donde s¢ detuvo **.
Nueva cvidencia sugicre la posibilidad de que, a través dcl ciclo de transcripcion ¢l DCT cfectaa
una scric dc modificacioncs covalentes y cstructurales quc lc permiten modular las intcracciones y
funcioncs dc los factores involucrados durantc la iniciacion, clongacion y terminacion de la
transcripcion 2

Al igual quc cn cl proceso de replicacion, la cnergia para licvara cabo la transcripcion provicne de
los mismos nuclcétidos. Los ribonuclcotidos libres cstan cn la forma de trifosfato. Conforme cada
nuclcétido sc unc 22 la crecicnte hebra de RNA, dos dc los fosfatos se separan del nucleétido,
libcrando cnergia ®¢. Véasc Fig. 98.

Fig. 98. Liberacion de energia para el
proceso de transcripcion. Al unirse el
nucledtido a la cadena de RNA
naciente se liberan dos grupos Fosfalo
que aportan la energia necesaria.*
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. TERMINACION

La terminacion de la transcripcion en genes eucariotes es mas complicada que en procariotes. Por
un lado, la separacion del RNA en un sitio especifico puede suceder de 1a termi i6n del
proceso, asi que el extremo 3° del RNA puede no representar el verdadero sitio de terminaciéon. Por
el otro lado, la terminacion sera diferente dependiendo de la RNA polimerasa que tramscriba ¢l gen ®*.
A continuacion se describe cada una de las posibilidades.

RNA Polimerasa I

La RNA Polimerasa | transcribe copias idénticas del mismo gen (un gen que codifica para el precursor de
RNAr) y tiene un sitio especifico de terminacion. Este sitio esta caracterizado por la ia de cc de
17 nucledtidos AGGTCGACCAG (A/TXA/T) NTCG, donde N = cualquier nucleétido.

rrryrvrrrrvrrrryryryrrrrryrryrrrorod

I U T T T T N T TN N T T v

-

La sccuencia de conscnso cs reconocida por un factor de terminacion (TTFI), ¢l cual ayuda al proceso de
terminacion.

11 11 211 1 113

ryrrrrirryrrirrrririrrryrryrrrrrrrrrieond

A1 10 bbbyl Npplrga
e
Sin cmbargo, El RNATr recién formado c¢s liberado en un sitio aproximadamentc 10 nucledtidos mas arriba del

sitio de terminacion antes de quc 1a RNA Pol 1 licguc a 1a sccucncia. Por lo tanto, 1a secucencia de terminacion
no aparcceri cn la molécula RNATr recién formada.

1

L 14 23 & 11

Trrrrryrryrryrrrvrrrrryryrvrrryroryroraoy
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RNA Polimerasa 11

AN no se conoce bien este mecanismo en eucariotes, pero se piensa que tiene lugar cuando se;)resema la
sefial de poliadenilacion, ya que se cree que ésta parece estar ligada al evento de desdoblamiento Ver Fig.
99a. Esta sefial es la secuencia AAUAAA ®

s'liIllll'lllxITi.ll“liT<l-llT

Fig. 99°®®

Las moléculas dc RNA transcritas gencralimente s¢ scparan aproximadamente 11 — 30 nucleédtidos después de
esta sccuencia de terminacion. Ver Figura 99b. Después de la liberacion. 1a RNA Polimcerasa 11 continua
transcribicndo, por lo quc muchos gcncs transcritos por csta enzima carccen de sitio de terminaciéon. Este
proceso pucdce termi lquicr lugar desde cientos a miles de nuclcéudos despwés del sitio de liberacion,
pero ¢l fragmento producudo cntre éstos dos se dcgrada subsccucnicmente ™

3

5’qulllllillillll|b|I||I‘.]lwll':[o,-\v,\UA'-”-\lnllllxl(il:

-— Sitio de liberacion

T TN

Fig. 99b ®®

RNA Polimerasa II1

Dcbido a que la RNAPolimcrasa 11l transcribe los mismos productos in vitro como in vivo, y porquc las
mutiaciones cerca del extremo 3° de la region transcrita alteran la terminacion, la RNA Polimerasa 111
aparcnicmentc rcconoce un sitio especifico en ¢l gen que transcribc como sitio de terminacién, pero aiun no sc
conoce det todo™
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Algunas consideraciones importantes sobre la transcripcion.

Conforme han avanzado las investigaciones en esta area se han descubierto mas factores
involucrados en el proceso de transcripcion y su importancia en otros procesos fisiolégicos. Por
ejemplo, los factores de transcripcion Knox 20 ((EGR2), Oct 6 (SCIP/Tstl) y Sox 10 se consideran
necesarios para la transicion del do no mielinico al mielinico de las células de Schwan que
forman los nervios y de esta manera estos factores pueden ser marcadores que activen la
regeneracion nerviosa en neuropatologias '¥7.

También se ha descubicrto recientemente que la familia que conforma los factores de transcripcion
modula la expresion génica a través de interacciones proteina-proteina con otras células. Se dice
que estas proteinas pueden participar en células tumorales, particularmente en invasion y metastasis
por activar la transcripcion de genes relacionados a la angiogénesis '3,

Al igual que en otros procesos fisiologicos, existen situaciones que pueden inhibir estos
mecanismos. Se ha comprobado que el estrés hipoxico regula activamente la transcripcion, no solo
por la activacion de genes especificos, sino también por la represion selectiva ',
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2.7 MADURACION Y PROCESAMIENTO DEL TRANSCRITO PRIMARIO

Una vez que €l RNAm e¢s transcrito a partir del DNA de alguna region de un gen, atraviesa por
varias etapas de procesamiento antes de dejar el nicleo para ser traducido en el citoplasma. Este
“procesamiento” involucra lo siguiente 7:

v La adicion de una molécula de guanina modificada al extremo 5° (CAP), previamente
descrita.

» La adicién de una “cola” compuesta de una serie de bases adeninas llamada cola poli-A, en
el extremo 3°.

» La escision de los intrones, y

» El empalme (Splicing) de los exones para unirlos nuevamente.

2.7.1 Poliadenilacion 3’

Después de que la transcripcion ha pasado el sitio de liberacion, el pre RNAm es liberado.
Inmediatamente se aflade al extremo 3° la secuencia poli-A, es una cadena de unos 200 residuos
poliadenilados. Esto lo realiza una enzima, la polimerasa de Poli-A y de algunos factores que
colaboran en esta tarea. Esta “cola” o residuo de poli-A desempefia las siguientes funciones "*:

Interviene en la exportacién del RNAm al citoplasma
Contribuye a la estabilidad del RNAm cn el citoplasma
Sirve de seial de reconocimiento al ribosoma

e

e 1110801 31 111 1431
3

A1 1 10 o v sy toe gyl aaggiaiyrastryly

AAUAAA 5°

‘\

Secuencia de poliadenilacién

Al llcgar a la secuencia de poliadenilacion (AAUAAA), esta es incorporada al RNAm recién
formado y jumto con ésta un factor llamado Factor de Especificidad de Poliadenilaciéon y
Desdoblamiento (CPSF), asi como la enzima Polimerasa Poli-A.
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3

La cnzima siguc avanzando y llcga hasta una region rica cn sccuencias G-U, a ésta region sc unc
otro factor llamado Factor de Estimulacién de Desdoblamicnto (CStF).

GUGUGU

CStF

Region rica en G-U

Al licgar la cadena nacicnte dc RN A a csta sccucncia rica en G-U unida a CStF sc desprende vy la
cnzima Poli-A polimcrasa inicia la incorporacion dc nucclotidos Adenina La cstructura sc muestra
cn la Fig. 100. A csto sc lc llama poliadenilacion.

TN TN S S T U 10 O T N WY O O B B W teo a1t e rreeetlgly
3 AAAAAAA 5
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Al terminar de transcribir la “cola” de Poli-A, el RNAm naciente se desprende, asi como las
enzimas y los factores, la cadena de DNA vuelve a cerrarse en una doble hélice.

5° -
rrrrrrrrrreyvyrrvrrrrrrrrreyrs

3_"llllllllllllllllLllullJ_ll

5

R =

Fig. 100. Estructura dc la cola Az i
poli-A dcl pre-RNAm. ™ S
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2.7.2 E! mecanismo de remocion de intrones y splicing de exones

En 1977, los bidlogos moleculares hicieron un importante descubrimiento, en los organismos
superiores, asi como en levaduras, protozoarios y el reino animal y vegetal los genes estan
interrumpidos. A lo largo de una secuencia de nucledtidos que codifican un polipéptido, en

particular, pucde haber una o mas interrupciones formadas por cias sin codificar. En algunos
genes pueden encontrarse 50 6 mas de estas secuencias interpuestas o “intrones” *3, las secuencias
que contribuyen a formar un producto RNA duro se denomi “exones”. Los intrones se

observan en todo tipo de gen, incluyendo RNAt, RNAr, RNA viral y genes que codifican proteinas
celulares (Fig. 101).

G BN 4

S°‘CAP Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 poli-A

Fig. 101.- Composicién de un transcrito primario 6 pre-RNAm. La infor ion que se traduce a proteinas se
encuentra cn los exones, y €stos sc encuentran intercalados entre los intrones o regiones que no se
traducen.”™

Las partcs dc un transcrito primario quc correspondcn a introngs sc climinan mediantc un proccso
complcjo conocido como “cmpalmec dec DNA o Splicing”. Para cmpalmar un RNA se dcbe
introducir una pausa cn la cadena a nivel de los bordes 5° y 3° (sitios de desdoblamicnto) de cada
intrén, y los exoncs situados a ambos lados dc los sitios dc empalme dcben unirse mediante enlaces
covalentes **.

Para quc csto pucda scr llcvado a cabo hay quc considerar quc cn las unioncs cntrc cxoncs ¢
introncs sc cncucntra una seccuencia de nucleédtidos en ¢l RNAnh altamente conservada de origen
cvolutivo ancestral. Esta sccucncia, encontrada con mayor freccuencia cn ¢l limite exén-intréon es
G/GU cn cl extremo 5°del intron (sitio 5° dec empalme) y la AG/G ¢ cl extremo 3° del intrén (Sitio
3° dc empalme). Ver Fig. 102.

Sitio 5°de empaime Sitio 3"de empalme

Exoén Intrén Exoén

(XERE R R T e T

ceteeccerscsssneecesss AAG TGU A AGU... et .. YYYYYYYYYYNCAG GG ...
[ o G u u

Fig. 102. Secuencias de nucle6tidos en los sitios de empalme del transcrito primario. ™
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2.7.2.1 Mecanismo de remocion del intrén en RNAM y empaime de Exones.

A continuacion se explica con detalle este mecanismo ilustrados por las figuras 103 a, b, c,d, e, f, g,
h, i.%®

(1] Sitio 5° de empalme Sitio 3" de empalme
5 l- i I % 1. Laregion del pre-RNAm que sera
Exon 1 o punte de Exén 2 empalmada se muestra en rojo.
Ramificacion

5 2. El primero de los componentes de empalme
Fig. 103a (Ul RNAsn) se une al sitio de empalme
S'del Intrén ®8,

Fig. 103b

A -7 Fig. 103c

Pre RNAmM

Fig. 103d

3. El siguiente factor en introducirse al complejo de empalme es U2 RNAsn®%, se enlaza al pre-
RNAmM de manera que un residuo de adenosina sobresale por fuera de la hélice que lo rodea (las
flechas negras indican la region en el esquema general y en la amplificacion, esta region sera el
punto de ramificacion del lazo de vaquero). En la amplificacion puede verse que la secuencia de
nucledtidos de Ul RNAsn es complementaria al sitio de empaime 5 del pre-RNAmM y muestra
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que Ul se enlaza se enlaza al extremoS5 ‘del intréon mediante la formacion de un par de bases
especificas entre el sitio de empalme y Ul **.

o

Fig. 103f -

Dcspués dc  su  cntrada al
complgcjo, los pucntcs de
hidrogeno cntre U4 y U6 sc
rompcn y las regioncs de U6 quc
forman parcs con U4 sc
convicrtcn cn parcs dc bascs para
una porcion dc U2 RNAsn. Sc
crce que U6 ¢s una ribozima v U4
un inhibidor de¢ su actividad
catalitica *".

3

Fig. 103h

Amplificacién

FVENTREREWER AT 3

St >

| ®

Fig. 103e

4. El enlace de U4, U6 y U5 RNAsn al pre-RNAm concluye la
disposicion del spliceosoma. En la amplificacion se observa
que a medida que forman el complejo con pre-RNAm, U4 y
U6 se aparean a las bases para formar un gran namero de
pares ™.

Amplificaciéon

Pre RNAmM

Fig. 103g

5. El ensamblado del espliceosoma va seguido del
desdoblamiento del sitio de ensamblado 5°, formando un
exon 5’y un intrén 3 ‘de lazo de vaquero del exon
intermediario. Se cree que el exon libre S ‘puede
mantenerse en su sitio por su asociacion a RN Asn del
espliceosoma ®.
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Amplificaciéon

Una vez que U4 se desplaza, U6 se - ®
encuentra en posicion para efectuar
los dos cortes requeridos para eliminar
el intréon. También se piensa que Ul y
US wvuelven a juntar los sitios de
empalmado para facilitar el
desdoblamiento de los enlaces a cada
lado del intrén ®8.

3 5 Fig. 103i

6. La primera reaccion de desdoblamiento en el
sitio 5’ de empalme va seguida rapidamente por
un segundo desdoblamiento en el sitio de
empalme 3°, que secciona al intrén del lazo de
vaquero y simultincamente junta los extremos
de los dos exones vecinos. Luego del

Fig. 103j empalmado, el RNAsn tal vez se libera del pre-

RNAm como particula individual que se pueda

volver a ensamblar en los sitios de otros

intrones %%,

En estudios recientes sobre el espliceosoma humano, se han identificado 42 factores asociados,
incluyendo 19 nuevos factores. Utilizando espectrofotometria de masas y bases de datos mejoradas,
se han reportado 311 proteinas purificadas con comple_;os de espliceosomas. De todas las proteinas
purificadas 55 conticnen dominios ligados dir tc a funciones en eI proceso de “splicing” y en
el procesamiento de RNA. También se han d do 20 protei das a la ipcion, lo

cual indica que hay una concxién entre este proceso y ¢l de “sphcmg” %0,
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2.8 TRADUCCION

La sintesis o traduccién de proteinas es la actividad sintética mas compleja que ocurre en la
célula. En tanto que otras macromoléculas de las células se elaboran por medio de reacciones
enzimaticas relativamente directas, el ensamblado de una proteina requiere todos los diferentes
RNAt con sus aminodcidos unidos, ribosomas, RNA mensajeros y algunas proteinas con varias
funciones, cationes y GTP *. Generalmente se ha creido que la transcripcién y la traduccién del
RNAmM a proteinas se lleva a cabo en dos diferentes sitios celulares tratandose de células eucariotas,
pero actualmente se discute la hipédtesis de que la traduccién también tiene lugar en el nicleo '3°,
Iniciaremos la descripcion del organelo celular que lleva a cabo este proceso: el ribosoma.

2.8.1 Los ribosomas

Estos organelos se presentan como cuerpos esféricos o elipticos, sin membrana limitante.
Son granulos compuestos por RNA ribosomal y proteinas *”.

El namero real de RNAr y proteinas asi como el tamailo final de ribosoma intacto varia
segin la especie. Asi, por ejemplo, los ribosomas de mamiferos estin compuestos de cuatro RNAr y
aproximadamente 80 proteinas, mientras que los ribosomas de E. coli estan compuestos de tres
RNAr y 52 proteinas, como se muestra en las figuras 104a y 104b. Aunque hay mucho mas
proteinas que RNAr en el ribosoma, los RNAr son mucho mas grandes que las proteinas y
constituyen generalmente el 60% de la masa ribosomal. Antes de la traduccion, los RNAr se
conforman en las dos estructuras llamadas subunidades ®*4.Cada ribosoma esta constituido por dos
subunidades. denominadas mayor y menor, o pesada y ligera. El tamaiio de¢ las subunidades se
establece, e¢n general, en funcién de la velocidad con la cual sedimentan en un campo centrifugo. La
unidad que expresa esa velocidad es el Svedberg, y depende no sélo del tamaiio de la particula sino
también de su forma y densidad, y del medio en que esta suspendida ®. Evidencias recientes
demuestran que algunas de las proteinas ribosomales participan también en el proceso de
transcripcién, aportando pruebas de que las dos actividades principales que conducen a la expresiéon
genética comparten proteinas 3%,

El ribosoma de E£. coli ha sido el mas estudiado y es ¢l representante de los ribosomas
procarioticos. El ribosoma intacto tiene un valor Svedberg de 70S y consiste de una subunidad
grande 50S y una subunidad menor 30S. La subunidad mayor contiene dos RNAr: un RNAr 23S
(2904 nucledtidos) y un RNAr 58 (120 nucleétidos), junto con 31 protei La subunidad menor
contienc un solo RNAr 16S (1541 nucleétidos) y 21 proteinas. Cada subunidad tiene una forma
tridimensional especifica (Fig. 104a) que les permite interactuar entre si ™.

El ribosoma de mamifero se encuentra entre los mejores caracterizados de organismos
eucaridticos. El ribosoma intacto tiene un valor Svedberg de 80S con una subunidad mayor 60S y
una menor 40S. La subunidad mayor contiene tres RNAr: un RNAr 28S (4718 nucleétidos), un
RNAr 5.8S (160 nucleétidos), y un RNAr 5S (120 nucledtidos). La subunidad ligera contiene un
RNAr 18S (1874 nucledtidos) (Ver Fig 104b). El ni o de protei en ribosomas eucaridticos

varia segan la especie, pero de aproximadamente 45 — 50 en la subunidad mayor y de 30-35 en la
subunidad menor .

Durante la traduccion, varios ribosomas se unen uno detrias de otro sobre un RNAm y
proceden a la traduccion como una cadena de ribosomas, cada ribosoma traduce una polipéptido. A
este complejo de ribosomas sobre el RNAm se le llama Polisoma. (Ver Fig. 105) *,

80



RNAr
16S
_—
RNAr
. 16S
SESESTe e ==
= P o o °°°g°°
@omOOO °o°°o°°
31 pr i vib L 21 protei rib !
\\A/
Subunidad mayor (50S) Subunidad menor (30S)
. it
TESIS Con
FALLA DE ORIGEN
Ribosoma completo (70S)
Fig. 104a. El ribosoma de E. coli como repr del rib de procariotes.®

81




~ RNAr
RNAr 188
: sss RNAr
-:Q;oomo 58S - @ @oco
-oo:o - o = oeocoaoa
- = g =) a» o «»
=i b
. 45-30 proteinas rib [} 30-3S proteinas rib »
¥ Subunidad mayor (60S) Subunidad menor (40S)
i
TESIS CON
! T Py
‘: FALLA DE UiuGEN
Ribosoma completo (80S)
Fig. 104b. El ribosoma de mamifero como repr del rib eucaridtico.™

82



RNAmM

» Polipéptid

LRI >N - EAY S LY

Fig. 105. Microfotografia clectréonica mostrando un polisoma cucariético, conformado dc multiples
ribosomas traducicndo un solo RNAm, la cadcna polipcptidica crece a medida quc los ribosomas s¢
mucven sobre ¢l RNAmM.™

2.8.2 El Cédigo Genético

El codigo genético consiste en 61 codones para aminoacidos y 3 codones de terminacion, que
detienen el proceso de traduccion. El codigo genético es por lo tanto redundante, en el sentido que
tiene varios codones para un mismo aminoacido, (ver Tabla 3). Por ejemplo, la glicina es codificada
por los codones GGU, GGC, GGA y GGG. Si un codon muta, por gjemplo de GGU a CGC, se
especifica el mismo aminoacido *.

EL Cddigo Genético es actualmente uno de los axiomas de la genética. Ha sido confirmado en
miles de estudios y es casi universal entre todas las especi Sin bargo, la comparacion de la
sccuencia del DNA dc varios genes con la secuencia de aminoacidos en las protei result

han revelado un numero de excepciones en el cSdigo genético. Estas parecen deberse a
modificaciones especificas en los nucledtidos del RNAm después de que es transcrito, un proceso
llamado “Edicion del RNAm”. Para casi todos los genes, la secuencia del RNAm cosresponde a la
secuencia del DNA que lo codificé. Sin embargo, para algunos genes, la edicion del RNAm
ocasiona que un nucledtido o dos difieran entre la secuencia de RNAm y la correspondiente
secuencia del DNA, pero esto se debe a la edicion del RNAm y no a un error en el codigo genético.
Cabe mencionar que hay otras excepciones que no pueden ser explicadas por este proceso de
“edicién”, indicando que el Cdédigo Genético no es completamente universal, aunque estas
excepciones tanto como las anteriormente descritas son poco frecuentes ®4.
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Tabla 3. El Cédigo Genético *'2

FALLA DE UiuunN

v c | A G
E U
UUU Fenilalanina UCU Serina UAU Tirosina UGU Cisteina c
UUC Fenilalanina UCC Serina UAC Tirosina UGC Cisterna
U UUA Leucina UCA Serina UAA Codon de UGA Codonde A
UUG Leucina UCG Serina Terminacitn Terminacion
UAG Codonde UGG Triptéfano | G
Terminacién
V)
CUU Leucina CCU Prolina CAU Histidina CGU Arginina c
CUU Leucina CCC Prolina CAC Histidina CGC Arginina
C | cuA Leucina CCA Prolina CAA Giutamina CGA Arginina A
CUG Leucina CCG Prolina CAG Giutamina CGG Arginina G
V)
AUU Isoleucina ACU Treonina AAU Asparagina AGU Serina c
AUC Isoleucina ACC Treonina AAC Asparagina AGC Serina
A | AUA Isoleucina ACA Traonina AAA Lisina AGA Arginina A
AUG Metionina ACG Treonina AAG Lisina AGG Arginina G
(codon iniciacion)
U
GUU Valina GCU Alanina GAU Ac. Aspirtico GGU Glicina c
GUC Valina GCC Alanina GAC Ac. Aspirtico GGC Glicina
G | GuAa valina GCA Alanina GAA Ac.Glutimico | GGA Glicina A
GUG Valina GCG Alanina GAG Ac. Glutamico GGG Glicina G
TESIS CON
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2.8.3 Traduccion de la Informacion Genética en Procariotes

La sintesis de una cadena de polipéptidos se puede dividir en tres actividades distintivas: inicio,
alargamiento y terminacion de la cadena. Se analizard por separado cada etapa.

1. INICIACION

1. Antes de iniciar la traducciéon Las dos subunidades ribosomales deben separarse, esta separacion
es facilitada por un factor de iniciacion proteinico llamado IF 1.

2. La unidad ribosomal menor (30S) se une a la secuencia de iniciacion en el RNAm con la ayuda
del factor de iniciacion 3 (IF3). Este complejo se une a una secuencia de iniciacion cerca del
extremo 5° del RNAm. La secuencia de iniciacion en el RNAm tiene dos importantes secuencias
conservadas. La primera es el codon de iniciacion, generalmente AUG, pero menos frecuente GUG
6 UUG. La segunda es una secuencia de seis nucledtidos localizada aproximadamente a seis
nucledtidos antes del codon de iniciacion, esta secuencia es llamada la secuencia Shine-
Dalgarno ®45%,

s — - - nnam

Subunidad rib (308) Secuencia Shine-Daigarno Codon de imiciacién

=
ErEsEE———

3. Un iniciador RN At cargado con ¢l aminoacido N-formil mctionina s¢ unc a otro factor IF2, y sc¢
alinea cn la subunidad mcnor, dondc su anticodon sc aparca con ¢l codon de iniciacion ***.

—@ GTP

—® GTP
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4. La subunidad ribosomal mayor se une al complejo para formar el ribosoma completo. Se liberan
los factores de iniciacion IF2 e IF3. La energia para este proceso se deriva de la hidrélisis de
GTP Sl.ld‘

Subunidad rib I mayor (50S)

Para comprender el proceso de clongacion es ncecesario saber que el ribosoma completo tiene dos
sitios que pueden dar cabida a RNAt: El Sitio A (Aminoacil o sitio de entrada), y el sitio P (Peptidil
o sitio donador). El ribosoma se ensambla sobre ¢l RNAm con el sitio A orientado hacia el extremo
3" del RNAm y cl sitio P orientado hacia el extremo 5°. Durante la iniciacion, los tres nucleétidos
del codon de inicio (AUG) se alinean en el sitio P, donde se aparean con el anticodon en el RNAt
iniciador ™%,
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1Il. ELONGACION

1. Cuando la elongacién inicia, el sitio P del ribosoma esta situado sobre el codon de iniciaciéon y el
sitio A sobre el segundo codon en el RNAm. El RNAt correctamente cargado (en el ejemplo se
muestra un RNAt alanina) entra en el sitio A, después de unirse al factor EF-Tu y GTP; y su

anticodon se aparea con el segundo codon “°°°,

2. El enlace entre la N-formil metionina y su RNALt se rompe cuando esta se une al extremo amino
detl segundo aminoacido via un enlace peptidico. El extremo carboxilo del segundo aminoacido
permanece unido a su RNAt, como se muestra en la ampliacion (Fig. 106). Este enlace peptidico es
catalizado por la enzima Peptidil Transferasa. Esta cnzima no es libre en la célula sino que forma

parte de la subunidad ribosomal 50S.

Fig.106. Unién entre ;
tos aminodcidos fMet RNAt @ o
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3. La formacion del enlace peptidico libera al RNAt en el sitio P de su amino acido. El ribosoma se
mueve entonces exact: ite tres leStidos a lo largo del RNAm, expulsando el RNAt
descargado del sitio P al mismo tiempo que el RN At cargado Que ocupaba el sitio A pasa al sitio P.
Este proceso se conoce como Traslocacion. Este proceso requiere de otro factor, EF-G, el cual
forma un complejo con GTP cuando interactia con el ribosoma. Durante la traslocacion, el GTP es
hidrolizado a GDP, liberando energia, y el complejo GDP-EF-G es liberado del ribosoma %4%%,
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. TERMINACION

1. El sitio A se posiciona sobre el codon de terminacién (UAG), otros codones de terminacion son
UAA y UGA. Ninguno de estos codones codifica para un aminoacido y no hay RNAt con
anticodones complementarios a estos codones (con excepcion de algunos RNAt mutantes muy
raros). El factor de terminacion RF1 o RF2 catalizan ¢l proceso. RF1 lo hace para los codones UAA
y UAG, RF2 cataliza la reaccién para el codon UGA. Se libera el enlace que mantiene al altimo
aminodcido incorporado en ¢l sitio P y con ello se libera la cadena polipeptidica del ribosoma. Las

dos unidades se separan, liberando al ribosoma del RNAm **%4,

Polipéptido
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2.8.4 El Proceso de Traduccion en Eucariotes

I. INICIACION
1. El RNALt iniciador csta cargado con mctionina, pero dificre dec su homologo procariotico cn que

la mctionina no csta formilada. La ctapa dc iniciaciéon comicnza con la union dcl RNAt-mctionina a
GTP y a un factor de iniciacion proteico llamado cIF2 %4,

prec: IR i

2. Este complcjo s¢ unc a la subunidad ribosomal menor.

3. Estc complgjo (Unidad ribosomal menor-RNAt-Mct-GTP-1F2) sc unc al CAP cn cl cxtrcmo 5°
dcl RNAm con la ayuda dc un factor dc otro factor dc iniciacion, cIF4A, quc incluyc una protcina
dc cnlacc a CAP quc reconoce a éste ¢n ¢l extremo 5°.

=
\ o
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4. Después de unirsc a CAP, ¢l complcjo sc mucve a lo largo dcl RNAm hasta quc cncuentra ¢l
codon dc iniciacion a través dc un proceso Hlamado exploracion. Para scr un codon dc iniciacion, un
codon AUG dcbce cstar insertado en una sccuencia de conservacion con la sccucncia de consenso
GCCGCCPuAUGG, en donde AUG cs ¢l codon de iniciacion *4%%,

(ave)
s- cop

5. Una vez que cl ribosoma alcanza ¢l codon de iniciacion, ¢l anticodon RNAt-Mect sc aparea con ¢l
codon dc¢ iniciacion, v la subunidad ribosomal mayor s¢ una a la menor para formar ¢t complcjo
RNAm-ribosomal intacto. En ¢l proccso, sc¢ libcran los factorcs dec iniciacion y ¢l GTP ¢s
hidrolizado a GDP gencrando la cnergia nccesaria para csta ctapa **

- 0 -

NOTA - Como moléculas dc sciializacion, los inoacidos ocasionan cambios c¢n la
fosforilacion y, por lo tanto, altcran la funcioén de un gran nui o de protei quc regulan la ctapa
de iniciacion dc la traduccion del RNAm. Por lo que un aportec complcto de cstos aminodacidos es
prcrrequlsno para cl mantcnimicnto dc niveles optimos de sintesis de proteinas cn difecrentes células

TESIS CON
FALLA DE OURIGEN 91




1II. ELONGACION

1. RNAt-Met, apareado al codon de iniciacion, ocupa el sitio P, posicionando el sitio A sobre el
segundo codon; donde entra el siguiente RNAt cargado.

5  cap

2. El RNAt cargado con el siguicnte aminoacido (Glicina en este caso) entra al sitio A con la ayuda
de un factor de elongacion (eEF 1), a su vez este requiere la hidrélisis de una molécula de GTP para
completar esta funcion ®4%%,

5 cap

Los dos aminodcidos se unen por accion de 1a peptidil transferasa.

5
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4. Otro factor dc clongacion, cEF2 asiste en la funciéon de traslocacion del ribosoma, lo quc
también requicre de una molécula de GTP %4,

vAC
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1. TERMINACION

1. El sitio A se coloca en ¢l codon de terminacion (UAA 6 UAG 6 UGA), con la ayuda del factor
eRF.

Cadena polipeptidica

2. El cnlacec quc manticne al altimo aminoiacido incorporado unido al sitio P sc rompe vy la cadcna
polipcptidica rccicn formada cs liberada, las subunidades ribosomales sc scparan al igual quc cl
factor cRF y de cste modo el ribosoma sc libcra dcl RNAm %4,

Subunidad ribosomal mayor

RNAt
- - Po“pép“do
s {ACAcAl] | A
Subunidad rib "
mcnor RNAmMm
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2.9 Regulaciéon de la Expresion Génica en Procariotes.

Todas las células presentan mecanismos para regular la expresion de los genes. De esta manera, las
células procariotas y eucariotas, sintetizan en cada momento solamente aquellos elementos que
necesitan. En 1961, Francois Jacob y Jaques Monod del Instituto Pasteur de Paris propusieron un
modelo denominado operdén para la regulacion de la expresion génica en bacterias, el cual se
muestra en la Fig. 107 .

Estructurales
Reguiador Promotor E1 E2 E3 E4

ADN

ARN- palirnes

—> EL MODELO DEL OPERON

Fig. 107. Organizacién dc un operén bactcriano. ™

Un operoén bacteriano tipico consta de dos clases de genes:

a) Los genes estructurales, que codifican enzimas por si mismos. Se situan de ordinario
adyacentes entre si y una RNA polimerasa se¢ desplaza de un gen cstructural al siguiente,
transcribiendo todos los genes a un solo RNAm.

b) Un gen regulador (R) que codifica a una proteina represora, que puede encontrarse en la
forma activa o inactiva y es el agente que controla materialmente la expresion *®.

Existen ademas dos regiones que intervienen en la regulacion:

@ El promotor (P) es el sitio activo donde la polimerasa de RNA se une al DNA antes de iniciar la
transcripcion.

® El Opcrador (O), que posee una secuencia reconocida por la proteina represora activa *®

La clave para la expresion del operon cstriba en el represor. Cuando el represor se enlaza al
operador, el promotor queda protegido de la polimerasa, y la transcripcion de los genes estructurales
se interrumpe, véase Fig. 108. Si ¢l represor puede enlazarse o no al operador depende de la forma
de dicho represor, la cual, a su vez, depende de la pr o ia de un compuesto clave en la
via metabdlica, como lactosa o triptéfano. LLa concentracion de esta sustancia metabélica clave
determina si el operén es activo o inactivo en cualquier momento dado.

Existen dos clases de operones segun sea su respuesta a las condiciones ambientales: los operones
inducibles y los operones represibles. Para el primer tipo de operones se toma como ejemplo el
metabolismo de 1a lactosa en Escherichia coli, que es ¢l mas conocido
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Los elementos del
operdn se muestran

en verde
rd .
e Proteina Gen
v reprosora .o regulador
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‘&, Promotor (P) /3' Pl

Gen 1 Gen 2 Gen 3
R —

T
Genes estructurales

Operador (O) {codifican enzimas de la

misma via metabdlica)

Fig. 108. Esquematizacion General de la accion reversible de la proteina represora sobre el operador (0).**

2.9.1. Operén Inducible: El Operén Lac.

Cuando una bacteria se encuentra en un ambiente donde puede disponer de lactosa, los genes que
hacen posible la utilizacion de este aziucar por la bacteria se inducen. Estos genes, agrupados en el
operon de la lactosa, estan constitutivamente reprimidos porque a 1a region del operador se ha unido
una proteina represora que impide el paso de la RNA polimerasa. Cuando hay lactosa en el medio
de crecimiento, alguna molécula de este aziacar puede llegar al interior de la célula usando alguno
de los sistemas de transporte presentes en la membrana bacteriana para azicares. Una vez en el
interior de la célula, la lactosa puede unirse a la proteina represora unida a la region del operador;
de suerte que, cuando la lactosa esta unida, la proteina represora sc separa de la region operadora
permiticndo ¢l paso de la RNA polimerasa y la transcripcion de los genes correspondientes. Este
mecanismo se muestra en la Fig. 109. cuando disminuye la concentracion de lactosa en ¢l medio, la
proteina represora queda libre de nuevo, por 1o que puede volver a unirse al operador del operon;
impidiendo de nuevo la transcripcion de los genes que lo forman %°.

2.9.1.1 Control de la Expresién del operén Lac.

EL represor /lac cjerce su influencia mediante control negativo, puesto que la interaccién del DNA
con esta protecina inhibe la expresion del gen. El operén lac también se encuentra bajo control
positivo, por medio del denominado “efecto glucosa”. Cuando se suministra glucosa a las células
bacterianas y también algunos otros tipos de sustratos, como lactosa o galactosa, las células
metabolizan la glucosa e ignoran los otros compuestos. La glucosa en el medio actaa para suprimir
la produccion de diferentes enzimas catabolicas, como la B-galactosidasa, necesarias para
descomponer otros sustratos. En 1965 hubo un sorprendente d brimi >. ElI AMP ciclico, el
cual previamente se pensé que solo participaba en el metabolismo de los eucariotes, se descubrié en
células de E.coli. Se observé que la concentracion de AMPc en las células se relaciona con la
presencia de glucosa en ¢l medio: cuanto mayor la concentracion de glucosa, menor la
concentracion de AMPc. Adema do se ailade AMPc al dio en pr ia de glucosa, todas
las enzimas catabélicas normalmente ausentes de pronto fueron sintetizadas por las células **.
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OPERON INDUCIBLE (p. ej., lactosa)
Represor ’
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Genes INDUCIDO i
ostructurales - - -

NI ¢ 51 9 e K R TTT

Transcripcién — i
~5
3.
(N

RNA -

‘/I polimerasa f::,
a o ° 1
l

Do
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R o

La transcripciéon es bloqueada

Fig. 109. Mecanismo del Operdén
Inducible, representado por el operén
lac.

1) En Concentracion elevada, el
inductor (en este caso el disacarido
lactosa) se enlaza a la proteina
represora y. 2) impide que se fije al
operador (O). 3) sin el represor en su
camino, la RNA polimerasa se fija al
promotor (P) y 4) transcribe los genes
estructurales y se elaboran las
enzimas necesarias para digerir el
azdcar. S) Conforme se metaboliza el
azicar su concentracion disminuye,
6) provocando que el inductor
enlazado a moléculas se disocie del
represor, el cual recupera su
capacidad para fijarse al operador y
evitar la transcripcion y consecuente
] is de i i ias 5%,
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2.9.2. Oper6n Represibile: El Operédn Trp.

En otros casos, es necesario que la expresion de ciertos genes se detenga tan pronto como sea
metabdlicamente posible, porque su actividad no sea necesaria, para lograr una mayor economia de
la energia celular. Es el caso por ejemplo, de los operones de la arginina y el triptéfano, éste ultimo
se explicara con mas detalle y se ilustra en la Fig. 110.

Si la cantidad de wp pr te en las protei que se an en el dio en que crece una
bacteria es suficientemente alta como para satisfacer las idad b de este
inoacido, no es io que la bacteria lo sintetice sino que, simpl te, lo asimila de la

dieta. Ahora bien, si la cantidad de trp exogeno no fuera suficiente, las bacterias pueden sintetizarlo
a partir de otros precursores mediante el concurso de una serie de enzimas codificadas con el operén
de triptéfano. Asi pues, el operador de este operén s€ une a una proteina represora especifica. Sin
embargo, en este caso la proteina represora se mantiene unida siempre que a ella se encuentre unida,
a su vez, una molécula de triptéfano o un andlogo de este. Cuando la concentraciéon celular de trp
desciende por debajo de unos niveles criticos (que vienen determinados por la constante de afinidad
de la molécula represora por el trp o su analogo) el represor se separa del trp y queda inactivo,
separandose también de la secuencia operadora y permitiendo la transcripcion de los genes que
codifican las proteinas de sintesis endégena de trp. El efecto final es la expresion de los genes del
operén como respuesta a los niveles de trp presentes en la célula *°,

2.9.3. Control de la Expresién génica en Bacteritfagos.

El fago A es quizas ¢l bacteriéfago mejor estudiado, se conoce bien la regulacion de su expresion
génica y estd dada por la “decision™ entre la respuesta litica o lisogénica determinada por la
competencia entre dos represores, c y cro.

El fago A es un fago temperado, puede presentarse en estado vegetativo o como profago integrado
en el cromosoma huésped. Tiene dos ciclos biolégicos alternativos: el ciclo lisogénico y ¢l ciclo
litico; la expresion de uno de ellos depende del acceso de dos represores denominados ¢/ y cro, a los
operadores. El represor ¢/ favorece la lisogenia y reprime el ciclo litico. El represor cro favorece el
ciclo litico y reprime la lisogenia. Los operadores, cuando tienen unidos ¢/ o cro, pueden
intensificar o reprimir la transcripcion. Hay otros mecanismos de regulacién que también
intervienen en la determinacion de ciertos aspectos del ciclo del fago A, como son la
antiterminacién y los promotores maltiples del mismo gen *.

2.9.3.1 Operones dei fago A.

Los genes del fago A estan agrupados en cuatro operones: izquierdo, derecho, tardio y represor,
(véase Fig. 111). Los operones derecho e izquierdo contienen los genes de la replicacion del DNA,
la recombinacion y la integracion del fago. El operén tardio contiene los genes que determinan las
proteinas de la cabeza y de la cola del fago y la lisis de la célula hué d. El pa de A es un
circulo, pero el cromosoma tiene dos etapas lineales en su ciclo biolégico. "Esta q do d (]
de la cabeza del fago en una de las formas lineales y se integra en el cromosoma huésped para
formar un profago en otra forma lineal. Estas dos formas lineales no tienen los mismos extremos. El
DNA maduro, que estd empaquetado en la cabeza del fago antes de la lisis de las células esta
flanqueado por sitios cos y proviene de una rotura en el mapa circular entre los loci 4 y R. El
profago esta integrado en el sitio arr y por esto el mapa circular se rompe por aqui en la
integracion *4.
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Fig. 110.- En un operon represible, como
el operdn trp, el represor, por si mismo, es
incapaz de enlazarse al operador, y los
genes estructurales que codifican las
enzimas son transcritas activamente. 1)
Cuando se encuentran disponibles, las
moléculas de triptéfano actian como
correpresores uniéndose al represor
inactivo y 2) cambian su forma de modo
que puedan fijarse al operador, 3)
evitando la transcripcion de los genes
estructurales. Por lo tanto, cuando la
concentracion de trp es alta, el operén
esta reprimido, evitando la produccién
excesiva del trp. 4) Cuando Ila
concentracion de trp es baja, la mayor
parte de las moléculas represoras carecen
de un correpresor y por lo tanto no se
fijan al operador. 5) Se transcriben los
genes, 6) se sintetizan las enzimas, y 7) se
elabora el producto final necesario
(triptéfano). 8) Conforma la biosintesis
prosigue, el triptéfano se acumula en una
cor ion lo sufici te alta para
reprimir de nuevo al operon *%.
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Fig. 111.- Mapa genético dcl fago A ™4,

Cuando cl fago infecta una célula dc £.coli, cmpicza la transcripcion de los operones izquicrdo y
derecho en los promotores de la izquicrda (p.) y dec la derecha (pr), respectivamente. Sc transcriben
los genes N (izquicrda) y cro (derccha). La transcripcion termina ¢n ambos operones cn los
terminadores dependicntes de rho (tg)) v (t.;). La transcripcién no pucdc contlnuar hasta quc sc
producc la protcina dcl gen N. Esta protcina sc conocec como i c » SC unc a sitios
arriba de los tcrminadorcs, dcnominados nurl y nutR (nut significa N utlllmcnon L v R significan
izquicrda y derccha). La polimcrasa lec a través de los terminadores y continua transcribiendo los
opcroncs izquicrdo v derecho.

La transcripcion continua a lo largo de los opcroncs izquicrdo y derccho a través de los genes ¢/l y
clll (Ver Fig. 111). Mas tarde, si sc siguc la respucsta litica, cl gen Q, que codifica un scgundo
antiterminador cn cl opcron derecho, tendra ¢l mismo cfecto sobre ¢l operon tardio quce ¢l que tuvo
cl gen N sobre los dos opcroncs tempranos. Sin ¢l producto del gen Q, ¢l operon tardio se
transcribe. Por lo tanto, cn cl fago A la rcgulacion gencral de la transcripcion s¢ hace mediante
protcinas quc pcrmitcn quc la RNA pollmclasa actuc hasta pasar las scilalcs de terminacion. Si
solamentc ocurre lo que sc ha cscrito anterior prc sc scguira ¢l ciclo litico. Sin cmbargo,
también pucdc tencr lugar una scric complcja dec acontccimicntos cn cl represor que pucden
conducir a la “dccision” dc scguir ¢l ciclo lisogénico: La protcina c/// inhibe una protcasa dec la
célula huésped, denominada HfIA, que podria degradar ¢l producto del gen ¢//. La proteina decl gen
cll se unc a dos promotorcs aumentando su afinidad por la RNA polimerasa, del mismo modo quc
¢l producto CAP-AMPc la tr ipcion decl operon lac. La protcina ¢/l sc unc a los
promotorcs dc la transcipcion de ¢f y de int. En cstc momento, ¢l fago todavia pucdc “clegir™ cntre
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los ciclos litico y lisogénico. Ahora se produce integrasa (el producto del gen int) y cl (represor),
favoreciendo la lisogenia, asi como también el producto del gen cro, el antirepresor, que es un
represor de ¢/ y por lo tanto favorece la via de la lisis ®.

2.9.4. Otros Mecanismos de Control.

Existen otros elementos de control de la expresion génica como los transposones. Son elementos
genéticos moviles, cuyas copias se insertan en otros lugares del genoma. Sus extremos son
repeticiones mveﬂldas. Después de su insercion, estian ﬂanqueados por repetlclones cortas directas.
Pueden ser simpl (el s IS) o complejos. Su pr ia inversiones o
deleciones. Por cjemplo, la fase flagelar de Salmonella esta rcgulada por al orientaciéon de un
transposon.

Otra forma de regulacion transcripcional son Jos distintos promotores de operones tempranos y
tardios en fagos, como se observa cn la transcripcion del fago T4 y en la transcripcion de proteinas
de choque térmico. La regulacién traduccional se ¢jerce a través de la posiciéon de los genes en el
operén (los genes del principio de transcriben con mas frecuencia), a través de la degeneracion de
coédigo genético o a través de una respucsta restrictiva que interrumpe la mayor parte de la
transcripcion durante la escasez. La regulacion postraduccional se da principalmente mediante
inhibicion por retroalimentacion. La tasa de degradacion proteica estd programada por el
aminoacido N-terminal o por determinadas regiones de las proteinas®™.
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2.10 Mecanismos de Regulacién Génica en Eucariotes.

Las proteinas sintetizadas por una célula bacteriana son determinadas extensamente por las
condiciones en las cuales esta creciendo la célula. Los problemas que confrontan las células
eucariotas son mas complejos. Ademas de poseer un genoma que contiecne mucha mayor
informacion, las células de una planta o un animal complejo existen en gran variedad de estados
diferenciados. La regulacion de la expresion de un gen en este tipo de células ocurre principalmente
a tres niveles distintos, como se muestra en la Fig. 112:

» Los mecanismos de comtrol a nivel de transcripcion determinan si un gen particular sera
transcrito y en caso afirmativo, con qué frecuencia.

» Los n ismos de ol a nivel de pr J determinan la via para procesar un
transcrito de RNA primario en un RNA mensajero que puede traducirse en un polipéptido.

%> Los mecanismos de control a nivel de traduccion determinan si un RNAm partlcular sera
realmente traducido, y si esto es asi, con qué frecuencia y durante cuanto tiempo '™

Siendo la clonacién el tema de controversia actual, es interesante seiialar que un estudio llevado a
cabo por investigadores del Instituto Whitehead indica que los animales clonados presentan
anormalidades en la expresion genética, que se deben a irregularidades en el gen de i |mpres|on que
se emplea para llevar a cabo la clonacién '?'. De ahi la importancia del estudio de estos mecanismos
de control.

T e0Y
\Y%

Exén 3 Exén 4

~
Transcrito primario

CONTROL A
LA YRADUCCION

Fig. 112. La expresion del gen es controlada en tres mveles primarios: Transcripcion, Procesamiento o
Traduccién **
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2.10.1 Mecanismos de Control a Nivel de Transcripcion.

En diferentes etapas del desarrollo, células de diferentes tejidos sometidas a diversos estimulos
expresan diferentes genes. La transcripcion de un gen particular esta controlada por factores de
transcripcion que son proteinas capaces de enlazarse a secuencias especificas localizadas en sitios
fuera de la regién codificante del gen. La secuencia reguladora mas proxima hacia delante es el
cuadro TATA, que es el principal componente del promotor del gen y sitio de ensamblado del
complejo precursor de inicio. Se cree que la actividad de las proteinas en el cuadro TATA depende
de interacciones con otras protei enlazadas a otros sitios, incluyendo diferentes tipos de

1 tos de respu y el os amplificadores. Ver Fig. 113. Los elementos amplificadores se
distinguen por el hecho de que de que pueden desplazarse de un sitio a otro dentro del DNA,
incluso siguiendo direccion inversa. Algunos amplificadores se localizan a veces a 10,000 pares de
bases por delante del gen cuya transcripcion estimulan. Se cree que las proteinas enlazadas a un
amplit‘i.cador ¥y a un promotor entran en contacto gracias a la accion de las asas formadas en el
DNA .

Sitio de inicio
DNA

TFID

Fig. 113.- Repr ion esq itica de un factor de transcripcion (repr do como di 0) con
dominios separados que interactian con una secuencia DNA especifica (un amplificador) y con el mecanismo
basal de transcripciéon que reside en el cuadro TATA del promotor. Se cree que esta ultima interaccion

estimula la transcripcion (o la inhibe si el factor es un represor), alterando la conducta del mecanismo de
transcripcion **

La determinacién de la estructura tridimensional de algunos complejos formados entre factores de
transcripcion y DNA indica que estas proteinas se enlazan al DNA mediante un nimero limitado de
motivos estructurales. En condiciones tipicas, los factores de transcripcion contienen cuando menos
dos dominios, uno cuya funcion es reconocer y cnlazarse a una secuencia especifica de pares de
bases en el DNA, y otro cuya funcién es activar la transcripcion al interactuar con otras proteinas.
La mayor parte de los factores de transcripcion se enlazan al DNA en forma de dimeros, sean
heterodimeros u homodimeros, que reconocen secuencias en el DNA que poseen simetria doble.
Casi todos los motivos que se enlazan al DNA conti un seg >, @ N do una hélice a,
dentro del surco mayor del DNA, donde reconocen la secuencia de pares de bases que reviste dicho
surco. Entre los motivos mas cc en las proteinas que se enlazan al DNA se
encuentra el dedo de zinc, la hellce-asa-héllce, y el cuadro GME. (Fig. 114, 115, 116). Cada uno de
estos motivos proporciona un armazén estructuralmente estable sobre el cual la superficie de la
proteina que reconoce especificamente el DNA puede interactuar con la doble hélice de DNA.
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Aungue tal vez Ja mayor parte dc los factorcs de transcripcion scan estimuladores, algunos actian
inhibiendo la transcripcion *.

115.-

Fig.
motivo Hélice-Asa-Hélice (HAH) El sitio de
enlace de DNA de 14 pares de bases se
muestra en azul, la region bdsica es roja al

Factor de transcripcion con un

igual que las cadenas laterales que
constituyen contactos especificos para bases
y fosfatos de DNA. La region HAH se
muestra en amarilio®®.

Fig. 114.- Factores de transcripcion que se enlazan por

medio del motivo dedo de zinc. La figura muestra un
modelo del complejo formado entre una proteina con cinco
dedos de zinc (llamada GLI) y DNA. Cada uno de los dedos
de zinc tiene color diferente, el DNA es de color azul
oscuro. Cilindros y cintas resaltan las hélices a y las laminas

B, respectivamente **

Fig. 1 16.- EL Cuadro GME sc denomina asi porque fuc cl
pnmcro que sc dcscubrl6 cn un abundantc grupo dc
do Grupo dc Movilidad Elevada
(GME) Los factores de transcripcion quc poscen cuadros
GME activan la transcripcion porquc deforman ¢l DNa
confiriécndolc una conformacion que incrementa la
transcripcion. La Fig. ilustra la protcina GME mejor
cstudiada: UBF, quc¢ activa la transcripcion de gencs
RNATr por la RNA polimcrasa 1. UBF se cnlaua al DNA
en forma de dimcro cuyas dos sub
total dc 10 cuadros GME. Mediantc su mlcmccnbn oon
sitios succsivos a lo largo del DNA, los cuadros GME
dcfonnan La hélice de DNA dc tal modo que produccn un
dedor de la p i COIMO SC mucstra cn csta
ﬁgum La formacién “del asa ocasi la proximidad dec
dos sccuencias rcgulad que pucd cnlamrsc para
colaborar con un solo factor dc transcripcion ™

TESIS CON
FALLA DE UruGEN

104




Se piensa que la metilacion de las bases citosina de ciertos nucleétidos residentes en regiones ricas
en G-C inactivan funcionalmente a los genes eucariotas. La metilacion es una modificaciéon
dinamica; existen enzimas para eliminar grupos metilo y también para afadirlos. La adicién de
grupos metilo en regiones reguladoras clave por delante de los genes se correlaciona con
disminucién de la transcripcion del gen, en tanto que la eliminacion de dichos grupos metilo se
correlaciona con incremento de la transcripcion. El efecto de la metilacion es particularmente
evidente en la cromatina que ha sido inactivada a nivel de transcripcion mediante
heterocromatizacion, como el cromosoma X inactivo de la célula de los iferos hembra. Otro
fendmeno relacionado con la metilacion del DNA es la impresion genémica, que afecta a un
pequeiio namero de genes del embrion activos o inactivos a nivel de transcripcion segan el
progenitor del cual se originen.

La incorporacion del DNA a los nucleosomas ailade otra dimension al control de la transcripcion. El
acomodo preciso del nucleosoma en la region reguladora de un gen desempeiia un papel importante
al permitir que las protei que se a DNA estimulen la transcripcion de dicho gen como se
muestra en la Fig. 117. La interacciéon de un factor de transcripcion con el DNA puede inducir
cambios secundarios en la estructura de la cromatina permitiendo que otros sitios sean mas o menos
accesibles al enlace subsecuente de proteinas. Ademas, la cromatina activa a nivel de transcripcion
posee ciertas propiedades distintivas que la distinguen de la cromatina inactiva, sobre todo de sitios
hipersensibles a la digestion enzimatica del DNA. Ciertas pruebas indican que los nucleosomas
sufren modificaciones que hacen mas accesible el DNA a las moléculas de polimerasa conforme se
transcribe el DNA empaquetado **.

Nucleosoma

Fig. 117.- Papel del posicionamiento del

nucleosoma para facilitar la transcripcion.
Nucleosoma a) El nucleosoma se coloca en una posiciéon
Amplificador de modo que los el itos reguladores
claves del gen permanecen fuera de la
particula central y disponibles para enlazarse
a los factores de transcripcion. b) En este
caso, los elementos reguladores se localizan
en el DNA que rodea las histonas centrales.
Gracias a estas histonas, los elementos
reguladores clave del DNA entran en
estrecho contacto y pueden unirse a un factor
de transcripcion 3.

Promotor

(a)

Factor de
transcripcién

Amplificador

Promotor TESIS CON
Nucleosoma FALI;A DE Ul.quN

b)
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2.10.2 Mecanismos de Control a Nivel de Procesamiento del Transcrito Primario.

La expresion de genes es regulada a nivel de procesamiento por €l empalme alternativo, proceso
mediante el cual un solo gen puede codificar dos o mas proteinas relacionadas. Se pueden procesar
muchos transcritos primarios a través de mas de una via, produciendo RNAm que contiene
diferentes combinaciones de exones, véase Fig. 118 En el caso mas simple, un intrén especifico
puede ser empalmado fucra del tr toor ido como parte del RNAm final. Se piensa que Ia
via especifica seguida durante el procesamiento de precursores de RNAm depende de la pr

de proteinas que controlan los sitios de empalme reconocidos por desdoblamiento **

Exones
alternativos

DNA

Fig. 118.- Empalme alternativo de genes que codifican anticuerpos. Anticuerpos con el mismo sitio para
combinarse con amigmos pueden presenlarse en dos formas: como proteinas solubles de orlgm sanguineo o
como protei dasalar brana plasmitica de un linfocito B. La 1cia de dcidos de las
dos formas del anticuerpo difiere en un extremo de la molécula. Estas diferencias ocurren debido a que las dos
formas de polipéptidos se¢ sintetizan en diferentes RNAm derivados del mismo transcrito primario por
procesamiento alternativo. El ex6én marcado como “f’ se incorpora al RNAm que codifica la version del
origen sanguineo del anticuerpo, en tanto que un exén alterno (g) se incorpora al RNAm para la version
enlazada a la membrana **.
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2.10.3 Mecanismos de Control a Nivel de Traduccion.

La expresion de genes es regulada a nivel de traduccion por diferentes procesos, incluyendo
localizacién del RNAm, control de la traduccion de los RNAm existentes y longevidad del RNAm.
Casi todas estas actividades reguladoras son mediadas por interacciones con las regiones no
traducidas 5° y 3° (RNT) del RNAm. Por ejemplo, se piensa que la localizaciéon del RNAm en
regiones particulares de los huevos de la mosca de la fruta es mediada por proteinas que reconocen
secuencias de localizacion en la RNT3'. La presencia de un RNAm en el citoplasma no garantiza su
traduccion. El mecanismo sintetizador de proteinas de una célula puede estar controlado
globalmente de modo que se pueda afectar la traduccion de todos los RNAm, o la traduccion de
RNAm especificos, como ocurre en el control de la sintesis de ferritina por la concentracion de
hierro que actua por medio de proteinas que se enlazan a la RNT5" de la ferritina de RNAm (Fig.
119). Uno de los factores primarios que controlan la longevidad (estabilidad) del RNAm
normalmente se encuentra protegida por una proteina unida a poli(A). Nucleasas especificas dentro
de la célula gradualmente acortan el apéndice poli (A) hasta alcanzar un punto donde !a proteina
protectora ya no puede ser retenida por el apéndice. Una vez perdida la proteina, el RNAm queda
sin su casquete y su descomposicién ocurre en la direccion 5°a 3 © 8. Véase Fig. 120.

Elementos de
respuesta
a hierro
{REH)

& Proteina de enlace a REH {aconitasa)
{estado activo)

5

— Hierro + Hierro
{traduccion {traduccién
inhibida) estimulada)

Protefna de enlace a REH
(estado inactivo) S

Hierro

gion codificante TESIS COIN

de proteina

FALLA DE UniGEN

5

T
1
Ferritina RNAmM

Fig. 119.- Control de la traduccion de la ferritina. C do la col acion de hiesro es baja, una proteina
enlazada a hierro, denominada aconitasa, se enlaza a una secuencia especifica en la region no traducida 5° de
la ferritina RNAm conocida como el > de resp al hierro (ERH). que se encuentra plegado en forma

de horquilla. Cuando se dispone de hierro, sc enlaza al represor, cambiando su conformacion y provocando la
disociacion del ERH, o que permite 1a traduccion del RNAm para formar ferritina *.
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m’ Gl;BD) 3 AUG
@ A

— 3’ exonucleasa

UAA

UAA

UAA

Nucleasa

poli(A)

‘ﬂfi B
50 2.

Ao

Fig. 120.- Degradacion del RNAm.
2. Cuando un RNAm permanece en el
su apéndice poli (A) tiende a
dlsmmmr gradualmente de longitud a
medida que es reducido por la nucleasa
poli(A). 3.- No se observa efecto alguno
sobre la estabilidad del RNAm hasta que el
apéndice se reduce unos 30 residuos, que
quizas sea una longitud demasiado pequefia
para retener una molécula PEPA (Proteina
de enlace a poli (A)) enlazada. 4.- Una vez
que la longitud del apéndice se acorta, el
RNAm parece desdoblarse con rapidez. Es
interesante que la descomposicion del
RNAm comience en el extremo 5’ luego de
eliminar el poli(A) en el extremo 3° del
mensaje. De alguna manera, la presencia del
apéndice poli(A) en el extremo 3° del
mensaje parece mantener el casquete en el
extremo opuesto de la molécula. 5.- El
mensaje pierde su casquete. 6.- se
descompone a partir del extremo 5’ sin
casquete hacia el extremo 3° *%.
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CAPITULO 3
DNA RECOMBINANTE

Aunque los seres humanos han alterado la dotacion genética de los organismos durante siglos
mediante la reproduccion selectiva, sélo recientemente ha sido posible la manipulacion directa del
DNA. La modificacion deliberada de la informacion genética de un organismo cambiando
directamente su genoma se¢ denomina Ingenieria Geaética, y se logra di un conj > de
métodos conocidos como Tecmologia del DNA recombinante "2,

En los inicios de la década de los 70’s, bioquimicos de la Universidad de Stanford demostraron que
las caracteristicas genéticas podian en realidad ser transferidas de un organismo a otro. En este
experimento, ¢l DNA de un microorganismo se recombiné con la secuencia de DNA insertada de
otro; de esta manera ¢l nuevo microorganismo se habia “editado” para tener una modificaciéon muy
especifica. El actual proceso de “edicion™ o insercion ¢s asombroso, ya que involucra la increible
manipulacién de pequeilisimas piezas de pequeilisimos organismos. Pero el proceso puede ser
explicado en términos de la edicion de un texto: “tijeras” y “pegamento” son usados para “cortar” y

“Pegﬂl'” IOJ.

Algunos usos del DNA recombinante son los siguientes:

1. Obtener grandes cantidades de fragmentos DNA especificos
a. Estudiar la estructura del gen
b. Estudiar la regulacion del gen
c. Determinar la secuencia acido-nucleico/aminoacido
d. Modificar la secuencia del acido nucleico / generar proteinas mutantes

2. Produccion de grandes cantidades de proteinas puras (por ejemplo hormonas,
interferon, drogas de grado farmacéutico, etc.)

3. Modificacion del genotipo / fenotipo de una célula huésped (por ejemplo animales
transgénicos, técnicas de terapia génica, etc.) %4

Las técnicas del DNA rccombinante permiten incluso estudiar aquellas proteinas celulares mas
pequeiias. Esta es la principal ventaja sobre los métodos convencionales como la cromatografia y
electroféresis, los cuales, darian infimas cantidades de una proteina pura. Debido a que muchas
sustancias de gran valor comercial an pr en p flas cantidades en las células la
importancia de las técnicas utilizadas para produclr DNA recombmante es de gran interés y se
describe a continuacion una secuencia del proceso !

a) La célula se fracciona por métodos cromatograficos convencionales para producir un microgramo
de proteina, el cual puede obtenerse en forma pura por electroforesis.

b) La proteina es analizada para obtener 1a identidad de los primeros 30 aminoacidos.

c) El codigo genético es utilizado para predecir la secuencia de nucleétidos que corresponda a la
secuencia de aminodcidos, y se lleva a cabo una sintesis rapida de este fragmento de DNA.

d) Estos fragmentos cortos de DN A son utilizados para identificar el RNAm complementario a
partir del cual se produce DNA clonado (DNACc) utilizando la enzima transcriptasa reversa.

e) La clonacion produce grandes cantidades de DNAc.
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f) El DNA producido a partir de cada clon es hibridizado para producir RNAm. Posteriormente se
produce RNAm puro que corresponda a cada secuencia de DNAc.

g£) Habiendo analizado, por procedimiento de si is de protei libre de célula, cual RNAmM
codifica para la proteina deseada, ¢l DN Ac apropiado es secuenciado y utilizado para determinar
la secuencia de aminoacidos de la proteina.

h) Finalmente, el DNA clonado es incorporado en un vector plasmido y transferido a células
bacterianas o levaduras. Este es €l punto de inicio de la produccion a escala de grandes
cantidades de la proteina purificada.

El proceso anterior esta descrito de manera general, la variedad de técnicas de Biologia Molecular
utilizadas aumenta conforme se van desarrollando nuevos avances, pero los métodos basicos en los
que se basa la tecnologia del DNA recombinante son:

® R imiento de End 1 de Restriccion
Las enzimas de restriccion reconocen secuencias especificas en la doble cadena del DNA y
se introducen en cstas secuencias o cerca de cllas. Las endonucleasas de restriccion
simplifican las estrategias de clonacion de genes y facilitan el mapeo fisico del DN A %4,

® Clonacion del DNA
Con el uso de enzimas de restriccion, las moléculas de DNA recombinante pueden ser
construidas y genes individuales o fragmentos de DNA pueden ser producidos en masa para
aislamiento de grandes cantidades.

®© Enzimas de Modificacion.
Se han explotado muchos tipos de enzimas modificantes de acido nucleico para la clonacioén
de DNA y la preparacion de sondas.

@® Hibridacién Molecular
Una variedad de técnicas utiliza sondas DNA o RNA para det ias homélogas
de acidos nucleicos.

® Secuenciacion de DNA.
El reconocimiento quimico o la terminacion de cadena sobre cada base para formar una
escalera de fragmentos de DNA se logra por la pérdida sucesiva de la base terminal y la
resolucion en electroforesis en gel de poliacrilamida; la secuenciacion proporciona tanto la
informacién estructural y funcional de un gen como la codificacion de transcripcion y la
proteina.

® R ion en Cad de la Polimerasa (PCR)
La amplificacion especifica de secuencias de DNA 6 RNA con poca capacidad de copiado
puede ser lograda por PCR y otros sistemas enzimdticos '*4,
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3.1 FRACCIONAMIENTO CELULAR

Para poder estudiar ¢! DNA o determinar la sccuencia de alguna proteina de interés e€s necesario

obtencrlos a partir de extractos crudos de tejido '*?

. A continuacion se¢ describe un protocolo basico

de fraccionamiento celular mediante centnﬁxgaclon diferencial (Fig. 121 y Fig. 122))

D

Fig. 121. Proceso de Fraccionamicnto Celular. @g.@

Suspension celular
o tejido

AR
/,;:{’%‘)

f;{' ok

\f' )?'.-.ofsj?- AV (g .
cot e * I‘.\ //, o{

— ’n/ L]

Las células s¢
rompen por medio

Utilizando un
detcrgente suave

Forzar a las células a
través de un pequciio

de un sonido dc alta para hacer orificio utilizando alta
frecuencia. “agujcros™ cn la presion.
mcmbrana
plasmatica

Homogencizar ¢l
fragmento de tejido
con un mortero
triturador, cn un medio
isotonico frio
(Sacarosa 0.25M),
utilizando un tubo dec
vidrio muy ajustado y
cn bafo de hiclo.

El homogencizado obicnido contienc los organclos

celulares con la membrana intacta .
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Fig. 122. Los componcntcs cclul y subcclul sc aislan dcl h = izado mcdiante

centrifugacion diferencial **

Qal Q
Sob

Posnuclcar

800 g /10 min Sobrenadante posnuclear
Homogencizad
cllet: nicleos y células no
rotas
brenadante
posmitocondrial
12,000 g /20 min
cllet: Mitocondrias
Lisosomas
Microcorpusculos

50,000 g /2 Hrs brenadante
Sobrenadante posmicrosémico
posmitocondrial
cllet: Microsomas,
fragmentos pequciios de
membrana.

Qb A
Sobr

Posmicrosomico

Material resuspendido de
Pellets de 12g

Sacarosa ] molal 65,000 g/ 2 Hrs
di de densidad de
Sacarosa 3.4 molal

300,000 g /3 Hrs
brenadante
posribosomal
cllet: Ribosomas libres

Lisosomas (1.12 g/ml)

Mitocondrias (1.18 g/mi)

Microcorpiisculos

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

(1.23 g/ml)
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3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE DNA

Una vez obtenido el DNA de interés se procede a purificarlo. El principal objetivo de los protocolos
de purificacion es separar al DNA de materiales contaminantes, como RNA, oligosacaridos y
proteinas. La desproteinizacion en general se logra agitando la mezcla con un volumen de fenol. El
fenol (o alternativamente cloroformo) es un desnaturalizador activo de proteinas que suprime la
solubilidad de éstas en la preparacion y las precipita. Puesto que ¢l fenol y las soluciones salinas
amortiguadoras no se mezclan, sélo se requiere centrifugar la suspension para separar las fases,
permaneciendo el DNA (y ¢l RNA) en la solucién dentro de la fase acuosa de arriba y la proteina
presente como un precipitado floculento concentrado en la interfase. La fase acuosa se retira del
tubo y se somete a ciclos repetidos de agitacion con fenol y centrifugacion hasta agotar la proteina.
A continuacion los acidos nucleicos se precipitan con etanol frio, el RNA queda como precipitado
floculento en el fondo del tubo. Se elimina con una ribonucleasa y ésta a su vez se destruye tratando
la solucién con una proteasa. Si lo que se desea es purificar el RNA, se utilizara una DNAsa en
lugar de la ribonucleasa. ™

3.2.1 Protocolos para Extraccion y Purificacion de DNA
3.2.1.1 Extraccion Orgénica.

1. Aidadir un volumen de fenol saturado-TE (fenol neutralizado con buffer TE a pH 7.5) igual al
de la muestra de DNA contenida en un tubo para microcentrifuga, colocar en un vortex durante
15-30 segundos.

2. Centrifugar durante S min a temperatura ambiente para scparar las fases.

3. Remover aproximadamente el 90% de la capa superior acuosa a un tubo limpio, evitar las
proteinas en la interfase fenol: agua. En esta ctapa la fase acuosa puede ser extraida una segunda
vez con un volumen igual de Fenol-TE:cloroformo, centrifugar y pasar a un tubo limpio, pero
esta segunda extraccion no es necesaria si se realiza con cuidado la primera.

4. Aitadir un volumen igual de éter saturado — agua, colocar en ¢l vortex por unos segundos y
centrifugar por 3 minutos a temperatura ambiente. Remover y descartar la fase superior, teniendo
cuidado de remover las gotas de fenol en la interfase agua:éter. Repetir la extraccion.

S. El etanol precipita al DNA al afadir 2.5 — 3 volamenes de una la etanol-acetato '°®

3.2.1.2 Precipitaciéon con etanol ~ Concentracion de écidos nucleicos.

t. Estimar el vol de la solucion de acidos leicos. La efici iader peracion del etanol

es proporcional a las concentraciones de acido nucleico; por lo tanto se recomiendan volia
minimos para precipitacion.
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2.

3.

Aiiadir una sal a la concentracion final de al menos:

Cloruro de Sodio 0.10 M
Acetato de Sodio 0.25M
Cloruro de Litio 0.80 M
Acetato de Amonio 2.00 M

a) El acetato de amonio es utilizado para reducir la co-precipitacion de dNTPs G
oligonucledtidos.

b) El cloruro de litio es util para precipitar RNA, el cual puede requerir mayores
concentraciones de etanol (LiCl es mas soluble en etanol).

¢) El cloruro de sodio puede ser utilizado para mantener el SDS soluble en etanol;
sin embargo, el NaCl tiene la solubilidad mas baja de todas estas sales en
soluciones de ctanol.

d) El acetato de sodio es utilizado para la mayoria de las precipitaciones de rutina.

€) La adicion de 10 mM de cloruro de magnesio ayudara en la precipitacion de
oligonucedtidos y DNAs mayores a 100 pares de bases (los nucledtidos libres
también pueden ser precipitados '%4.

Aiiadir 2 volimenes de etanol al 95% (6 0.6 volimenes de isopropanol y mezclar bien (afadir
de 2.5 a 3 volamenes de etanol para precipitacion de RNA)

Centrifugar aproximadamente 15 — 30 minutos en una microcentrifuga (12,0000 x g) a 4° C 6
de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente. Los precipitados enfriados en hielo seco ocasionan
problemas de viscosidad los cuales pueden conducir a una recuperacion ineficiente de acidos
nucleicos. El parametro mas importante para una buena recuperacion de acido nucleico es el
tiempo de centrifugacion.

Remover ¢l sobrenadante, cnjuagar con etanol al 70% para remover el exceso de sales y, secar
el pellet al vacio o al aire '*%.
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3.2.1.3 El Método Glass Max

El Spin Cartridge System para aislamiento de DNA esta basado en el principio descrito por primera
vez por Gillespie y Volgenstein (Fig. 123). Para utilizar este sistema, se aflade una solucién
acopladora que contiene yoduro de sodio a la muestra de DNA y se aplica al dispositivo. Durante el
proceso de centrifugacion de 20 segundos, €l DNA se enlaza a la membrana con base de silica en la
base del dispositivo. Las impurezas y el yoduro de sodio residual se remueven por lavado y
centrifugado del dispositivo con un buffer de lavado. Posteriormente el DNA purificado es eluido
en buffer TE 6 agua '™. Este método es muy utilizado actualmente para cualquier tipo de
purificacion de DNA y existe otro dispositivo para RNA '™, Las cantidades de DNA que pueden
recuperarse se observan en la tabla 4.

==

Dispositivo spin cartridge

Mecembrana
—

e

Tubo de ion de

Fig. 123. Estructura del dispositivo spin cartridge para aislamiento de DNA.'™

Tabla 4. Recuperacién de DNA marcado con **P con el dispositivo para aislamiento de
DNA GlassMax-®.'>*

Tamafio C idad de DNA P do (
DNA (1b) >1® 1 2 s 10 25 50
50 82 81 77 67 63 42 32
S 59 58 60 S1 33
0.3- 80 67 62 38
0.8
* Los datos son rep dos como po jc de radi ividad dc da (inicial).
235 _50ng.
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a)
b)

<)

d)
€)

3.2.2 Anilisis Espectrofotométrico de Acidos Nucleicos.

3.2.2.1 Recoleccién de datos.

Un pico de absorbancia de 260 nm para anillos de purina y pirimidina esta presente en el DNA.

280 nm.- para deteccion de protei basado en la pr ia de aminoicidos aromaticos que
exhiben picos de absorbancia a esta longitud de onda (mientras esta longitud de onda sea menos
sensible que 230 nm, se utiliza comiinmente debido a la falta de interferencia.)
230 nm.- Para deteccion de proteinas, basada en la absorbancia por enlaces péptidos (mientras
que esta es una longitud de onda sensible para deteccion de proteinas, los buffers comanmente
utilizados como el Tris interfieren con esta medicion.
270 nm 6 302 nm.- Para deteccion de fenol en la muestra.
320 nm,- Para correccion por base (absorbancia debida a dispersion, etc) Realizando la
substraccion de la absorbancia a esta longitud de onda de la absorbancia a cualquier otra
longitud de onda ayuda a corregir la contribuciéon de base '*
3.2.2.2 Factores de Conversion de Concentracion.

®* DNAGds — Unidad | Aep = 50 pg/ml

&  DNAss — Unidad 1 Aze = 33 pg/ml

s  RNAss — Unidad 1 Ayep= 40 ng/mli

® Oligonucleétidos — Unidad 1 Ajs = 20 pug/ml

3.2.2.3 Estimacion de pureza.

El calculo del indice de absorbancia A,q/Asgp €s un método comunmente utlllmdo para la
determinacion de pureza de acidos nucleicos (falta de proteinas y c« ion de solv
organicos). Un valor > 1.8 es considerado como de alta pureza en una solucién de acido

nucleico

104

3.2.2.4 Tincién de Bromuro de Etidio.

Detecta 1 ng de DNA (sobre geles el limite mas bajo de deteccién es de aproximadamente S ng) "%,

- Excitacion del bromuro de etidio a 260 — 360 nm.
- Emision de bromuro de etidio a 560 nm (rojo — naranja).
- El bromuro de etidio retarda la migracion del DNA en geles.
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3.3 USO DE ENZMAS DE RESTRICCION
3.3.1 Definkién

Las moléculas lineales largas de DNA son estructuras fragiles, que se escinden facilmente en
fragmentos si se hace pasar varias veces la suspension de DNA a través de la aguja de una jeringa.
También puede cortarse el DNA mediante enzimas de restriccion %2,

Las enzimas dc restriccion, llamadas también endonucleasas de restriccion, deben la denominacion
a que las bacterias las emplean para destruir el DNA viral capaz de penctrar a la célula, y por lo
tanto restringen el potencial de crecimiento de los virus. El propio DNA de la bacteria se encuentra
protegido de ataques nucleoliticos por. mutilacion de Ios sitios susceptlbles sobre las bases,
modificacién quimica que impide la accion de la enzima *. Estas enzimas rodean la molécula del
DNA en el punto deseado (una secuencia especifica). Se han aislado enzimas de varios cientos de
organismos procariotas difer que, en conjunto, reconocen mas de 100 distintas secuencias de
nucledtidos. Las secuencias reconocidas por estas enzimas son de cuatro a ocho nucleétldos de
largo y se caracterizan por un tlpo particular de simetria interna. Veamos por ¢j o la sec
particular reconocida por la enzima EcoRl:

3--CTTAAG—S5"
5--GAATTC—3"

Se dice que este segmento posee simetria rotacional doble porque puede girar 180° sin cambiar la
secuencia de bases. Por lo tanto, si uno lee la ia en la mi direccion (3" a 50 5°a39)
sobre cada cadena, se observa el mismo orden de b Una cia con este tipo de simetria se
denomina palindromo **

. La accion de esta enzima se esquematiza en la Fig. 124.

Extremo cohesivo l L?S extremos cohesivos TESIS CON
s unen FALLA DE ORIGEN

oo T Do

DNA recombinamtc

Fig. 124: Accion de la Enzima dc Restriccion EcoRI.'™



3.3.2 Tipos de Enzimas de Restriccion

Existen tres tipos comunes de endonucleasas de restricciéon:

a)

b)

©)

Tipo 1.- Reconocen secuencias especificas pero se mueven a lo largo del DNA
(aproximadamente 100 — 5000 bases) antes de cortar una de las hebras y liberar un nimero
de nucledtidos (aprox. 75). Se necesita una segunda molécula de enzima para cortar la
segunda cadena de DNA. Las endonucleasas de restriccion Tipo 1 estin formadas de tres
subunidades:

-  Una subunidad especifica S, responsable del reconocimiento de la secuencia.

- Una subunidad de metilacion M, la cual metila a la adenina, y

- Una subunidad de restriccion R, la cual se inserta en el DNA en un sitio de
restriccion no metilado.

Estas enzimas requieren ATP, Mg?* y S-adenosilmetionina (SAM) como cofactores para
llevar a cabo su funcién '7.

Tipo 11.- Son las mejores conocidas y las mas utilizadas en las técnicas de Biologia
Molecular. Producen fragmentos especificos de DNA y son la clave para la produccién de
DNA recombinantes. Reconocen una secuencia especifica de DNA y cortan ambas cadenas
de éste muy cerca de dicha secuencia. Estas enzimas consisten de una proteina que actia
como una enzima de restriccion y de una segunda proteina que funciona como metilasa.
Los cofactores necesarios para su funcionamiento son Mg>* y ATP.

Tipo HI1.- Tienen propiedades intermedias entre el Tipo I y 1I. Cortan ambas cadenas de
DNA a una distancia definida del sitio de reconocimiento (generalmente 20 a 25
nucledtidos). La actividad requiere ATP y se incrementa con la adicion de s-
adenosilmetionina. Pocas enzimas se han caracterizado de este tipo '*7.

Dada la importancia de las Endonucleasas de restriccion Tipo Il en la tecnologia del DNA
recombinante, se estudiaran con detalle en la siguiente seccion.

3.3.3 Enzimas de Restriccién Tipo i

Las secuencias reconocidas por endonucleasas de restriccion tipo 1l tienen las siguientes
caracteristicas:

1. Generalmente secuencias de 4-6 pares de bases en DNA de doble cadena; se han
identificado recientemente pocos sitios de reconocimiento de 8 pares de bases.

2. Las secuencias son generalmente palindrémicas

Bam HI 5'GGATCC3"
3'CCTAGGS”




3. Las etapas de digestion de la endonucleasa de restriccion de DNA son:

a. Reconocimiento y enlace de las endonucleasas de restricciéon a la secuencia
blanco del DNA.
b. Orientacion del sitio catalitico de la endonucleasa de restriccion hacia el sitio
de reconocimiento sobre ambas cadenas de DNA.
c. Introduccion de los enlaces fosfodiéster entre las bases de cada cadena.

4. La nomenclatura estindar para nucledtidos ambiguos en secuencias de
reconocimiento de endonucleasas de restriccion es la siguiente:

GoA
CoT
Adé6C
GoT
GoC
AS6T
A6ToC
GoToC
GO6Co6A
GO6AOST
ASCSH6GOT

ZUCWIENRZ<E
T T T O I

5. Han sido identificadas mas de 600 diferentes de enzimas de restriccion Tipo Il:

No todas estan disponibles comercialmente.
Algunas son (isoquimeros)
141 enzimas de restriccion tienen 40 especificidades diferentes %4,

3.3.3.1 Nomenclatura de aigunas Endonucleasas de Restriccion:

EcoRI

BamH1

HindllI

E = género Escherichia

co = especie coli

R =cepa RYI3

I = primera endonucleasa aislada.

B = género Bacillus

am = especie amyloliquefaciens

H =cepaH

1 = primera endonucleasa aislada

H = Género Haemophilus

in = especie influenzae

d =cepaRd

III = tercera endonucleasa aislada.
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3.3.3.2 Extremos de Fragmentos de Restriccién.

Las endonucleasas de restriccion reconocen enlaces fosfodiéster especificos para generar
fragmentos de DN A con extremos especificos, extremos salientes 37, 6 5° 6 extremos “romos” (Fig.
125, Fig. 126, Fig. 127)) En la Tabla 5 se muestran algunas enzimas de restriccion y su
especificidad.

1. Ejemplos
1
Bam HI 5% «—--- GGATCC----- 3 5 eeeeGona- sp GATCC-----3°
3" --—-- CCTAGG----- 5° 3o CCTAGPps: 2n0G-----5"
T

Pst 1 5-—-CTGCAoH3 spG--—3"

3%-—-Gps- 110ACGTC----5"
Pvu Il 5pCTG ---— 3~
3:o0HGAC--——- 5

Tabla 5. Especificidades de algunas Endonucleasas de Restriccién ‘Tipicas.!0+

No. de Sitios de
FUENTE ENZIMA SECUENCIA DE Enclavamieato
RECONOCIMIENTO P Ademovires-| SV40
2
Bacillus amploliquefaciens H BamHI | GLGATCC 5 3 1
Bacillus globigii Bgl 17 1 AIG[A]TCT 6 12 4]
Escherichia coli RY13 Eco RT_| GIAATTC S S 1
Escherichia coli R245 Eco RIlI_ | IC[CITGG >35 >35 16
Haemophilus aegyptius Hae Il | GGICC >50 >50 19
Huaemophilus influenzae Rd Hind Il | GTPydPu{A]C 34 >20 7
Haemophilus influenzae Rd Hind 111 | AJAGCTT 6 11 6
Haemophilus parainfluezae Hpa Il ClCGG >50 >S50 1
Nocardia otitidiscaviarum Nor 1 GCIGGCCGC (] 7 [1]
Providencia stuartii 164 Pst T CTGCALG 18 25 2
Serratia marcesens S, Sma 1 CCClGGG 3 12 0
Las s de L ctin esitas 5'—3°. Unicanaie et regpresergada une cadama, Las lochas indican kos sitios de
aclvami Pu (uri chmqeﬁbAmmem (;-Inlin)chmuumc‘nno'l‘sih
recanacidas Los pardmesis repy p chedtidos de b puadan srimetiladas.
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- e

CCTAGG CCTAGQgG

BamHI reconoce ambos
DNAs y genera extremos
cohesivos.

51 %1—3’
CCTAG G

~

GGATCC
CCTAGG

Los dos extremos Bam HI generados se alinean
por complementariedad de pares de bases.

5’ 3
m‘ TESIS CON

LA FALLA DE OHiGEN

Los espacios son sellados por DNA ligasa.

Fig. 125. C > dos léculas diferentes de DNA sor cortadas con la mi se generan los

mismos extremos cohesivos. Las dos p P li se por pares de bases complementarias.'™
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]
w
V]

Pvull reconoce ambos
DNASs y genera extremos
romos (sin punta).

Los dos extremos se asocian

5.-_ ﬁ-_'3'
CTG

GTC GAC TESIS CON

s ﬂi]—s FALLA DE ORIGEN

Los espacios son sellados por DNA ligasa.

Fig. 126. Union de fragmentos de DNA con extremos romos.'™
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I

5 3 5’__;
CCTAGG TCTAGdQ
. 5- 3=
BamHI corta Bgl II corta

-

CCTAG

\'

GGATCT
CCTAGA

Los extremos Bam HI y Bgl II se alinean por
complementaridad de pares de bases.

Los espacios son sellados por DNA ligasa.

\ LF%J

5°

TESIS cow
FALLA DE uniGEN

Fig. 127. Dos moléculas de DNA cortadas con dos enzimas diferentes pueden tener extremos
compatibles y pueden ser unidos. Los sitios de reconocimiento de restriccion para Bam Hi y Bgl 11

no son regenerados.'®
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3.3.3.3 Extremos Cohesivos Compatibles

La siguiente tabla enlista grupos de endonucleasas de restriccion que generan extremos cohesivos
salientes con la misma secuencia. Aquellos enlistados como “no ambiguos™ generan sélo el
extremo cohesivo enlistado. Aquellos enlistados como “ambiguos” generan miltiples tipos de
extremos, se proporciona una secuencia. La fraccion exacta depende del tipo de ambigiiedad y de la
frecuencia del sitio en la especie de DN A que esta siendo reconocido '™.

TABLA 8. Clasificaciéon de Extr en End 1 de Restriccion'e
Exrennvs No ssnbigpans Ambigpas MLvplUC
Salicows Shiio de Closscidn
5°-CG Acil BsaHHl Clai HinPl 17 Accl
Hpall Maell Mspl Narl
Nsp ¥V __Pspl406 1 Taq I
5°-TA Mael Msel Ndel Vspl
5 -AATT Apol EcoRI Munl Tsp5091 EcoR1
5°-AGCT Hind 111 Hind 111
5°-CATG BspH ! Ncol At il Dsal
Sec 1 Syl
5-CCGG Age ] Cril0l Kpn2i Pinal Aval Sec 1 Xma 1
Sgral Xma 10
5°-CGCG Asci  BssH Il Milui Ant i Dsa f
Sec )
5" -CTAG Avr il _Nhe il Spe 1 Xbal Sec / Sty 1 Xba l
5 -GATC BamH 1 Bcll Bglll Bspl4071 BamH I .
BsiY!l Mbol Ndell Sau3Al =
5" -GGCC Eae 1 Not 1 Xma 11l
5 -GTAC Asp7i8 1 Sunl Banli
*-TCGA Sal 1 Xho 1 . Aval Sal 1
° Alwd4 1 Sfe 1
AR
Pac | Pvut Xor 11
Hha l
Sse 11
Aar 1l
Sst 1 Alw21 1 Ban Il Sst 4
Nlia 11l NspH I Sphl Sph 1
Bbe 1 Hae 11
Apal Ban Il Sdu 1
Kpnl Kpn 1
Nsi 1 Pst 1 Sse8387 1 Alw21 1 Sdu 1 Pst 1
Sse8387 1
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3.3.3.4 Isosquis6émeros

La siguiente tabla enlista isosquisémeros, enzimas que reconocen la misma secuencia de
DNA pero no necesariamente cortan el DNA en el mismo punto. Se proporcioné el sitio de
reconocimiento para la enzima, sus isosquisomeros y los términos o extremos generados (los cuales
pueden o no ser los mismos) '*,

TABLA 7. Algh | | quisé o8 y sus Similit o Difer con Enzi de
Restriccién.'>*
Ensiorm Shiio die Recossocimento Tésminns 6 extrennus Tsoacguinfienesus Témims 6
é-3) eire
Asu 1T I'TCGAA Base 2 extension S’ Mia l El mismo
Aval ** CPyCGPuG Base 4 extension S° Nsp 7524 111 El mismo
Ava 11** GGCC Basc 3 extension §° Afl 1. BamNx, I, Cla I1**, El mismo
Fdi I, HgiB I, HgiC Ii,
HeiE 1, HgiH Il
3
BamH I** 5'GGATCC 3~ Base 4 ion §° Bsel El mi
Bbe 1 S'GGCGC;: 3 Base 4 extension 3° Nar 1, Nda 1, Nun Il Base 2 exkrskn S”
Ben 1 CCGG Base 1 extension 5~ Cau Il El mismo
BstE II** GGTNACC Base S extension 57 AspA 1, BstP 1, Eca l, El mismo
FspAa 1.
Bvu 1 GPuGCPYC Basc 4 ion 3”7 Ban 11, Hgil Il El mismo
Cfr i PvGGCCPu Base 4 extension S Eae 1 El mismo
EcoR 11** CCGG Base 5 extensién 57 Aorl, Apy I, BstN 1, Base 1 extension §°
TagX !
Hae 111** GGCC escindido BspR 1, BsuR 1, Clt 1, El mismo
FrnuD I, Sfa l.
HgiC 1 GGPyPuCC Base 4 extension 5° HgiH 1 El mismo
HeiD 1 GPuCGPyC Base 2 extension §° Acy I, Aos Il, AstW 1, El mismo
Asu lll. HgiG 1. HgiH 1.
Hha 1** GCGC Base 2 extension 37 FriuD 111,
HinP,; I. SciN I.
Hind Il GTPyPuAC Escindid HindJC 1
Hind 111 AAGCTT Base 4 extension §° Hsu 1
Hingt 1** GANTC Basc 3 extension $° FruAa 1
Hpa IT** CCGG Base 2 extension 5° Hap 1. Mno I, Msp I**
Mst 1 TGCGCA escindido Aos I, Fdi Il.
Afst 11 CCTNAGG Base 3 extension S° Cvn l, Sau il
Nsp7524 11 G(YGC(G)C Basc 4 extensiéon 3° NspH I
Pst 1 == CTGCAG Basc 4 extension 37 SalP 1, St 1.
Pvu I** CGATCG Base 2 extension 3° Nbl 1l Rsh I Xor II*
Sal 1** GTCGAC Basc 4 extension S HgiC 11], HgiD 1, Nop 1.
Sau3A 1** GATC Base 4 extension 57 FrnuC 1. FnuE I, Mbo 11,
Pral
Dpn I (adenina metilada)
Sau96 I* GGNCC Base 3 extension 5° Asu l, Nsp7524 1V
Sma [** CCCGGG Escindido Xma 1
Sst 1** GAGCTC Base 4 extension 3° Sac 1 El mismo
Sst I1%* CCGCGG Basec 2 ion 3° Csc I, Sac Il El mi
Stu AGGCCT escindido Gdi l. El mismo
Than 1 ** CGCG escindido FruD 11 El mismo
Xho 1+* CTCGAG Base 4 extension 57 Blu 1. PaeR7 1, Sla 1, El mismo
Xpa 1.
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3.3.4 Probabilidad de reconocimiento por endonucieasas de restriccion

1. Para una secuencia dada con determinada cantidad de nucleétidos (n) la probabilidad de

exi ia es ( iendo aleatoriedad) = 1/4"
Secucncia de Probabilidad de Tamaiio promcdio del
reconocimiento reconocimiento fragmento de DNA
Basc 4 1/256 256 pb
Base 6 1/4096 4096 pb
Basc 8 1/65.536 65,536 pb

2. Las secuencias de DNA no son aleatorias:

a) La secuencia 5 "----- CG-——-—- 3" es S vueltas (dobleces de la cadena) mas rara en humanos
que lo predicho por las leyes de aleatoriedad.
b) Las endonucleasas de restriccion que reconocen ias que conti 5---CG---3°
son cortadores (cutters) poco co por ejemplo:
Not 1 | Jee— GCGGCCGC----- 3"
3°—---CGCCGGCG----- 5
El o pro dio de frag tos de DNA genomico humano gencrados

por el reconocimiento de Not 1 es de aproximadamente 1.5 x 10° pb.
c) Otras consideraciones de especie dependen del contenido G/C en el DNA gendémico.

d) El uso de un codon por diferentes especies varia y se refleja en la preferencia del
nucleétido; la cual afecta el contenido G-C del DNA '*

3.3.5 Definicion de Unidad.

Una unidad de endonucleasa de restriccion es la cantidad de enzima requerida para digerir 1 ug de

sustrato linear de DN A en 60 minutos con la temperatura y el buffer apropiados.

@®© La mayoria de las enzimas estan definidas por ¢l bacteriéfago A de DNA o por DNA

plasmido purificado

@ La densidad en el sitio/ug de DNA no debe ser un factor importante debido al
exceso de enzima presente.

3.3.6 Factores que afectan la actividad de endonucleasas de restriccion.

3.3.6.1 Longitud del tiempo de incubacién (Crouse and Amorese, 1986%). La
siguiente tabla indica la duracion de la actividad observada después de la incubacién con
endonucleasas de restriccion por tiempos que van desde 1 a 5 horas. Después de 1 6 2 horas la
mayoria de las enzimas emplezan a perder su actividad. Las incubaciones durante la noche por lo

general no son recomendadas '**




TABLA 8. Ti de Actividad de algunas End 1 de Restriccién.'o*

Embonabon de | Unilwide | Acthvidesd Enduaabsnde | Usnlbad e Activisied [

Rpatriviin aulraio 1 2 3 4 s Restviveiin Suntrute 1 2 3 4|8
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I. Utilizar buffers recomendados.

(1) Buffers REACT®.- Cada enzima es probada y proporcionada con el buffer de reaccion.

(2) El reactivo esta comprendido normalmente de un buffer (Tris), un cation divalente

(Mg?") y una sal (Na/K); de manera opcional, se afiaden agentes reductores (B-ME,
DDT) y agentes estabilizadores (BSA) '™,

TABLA 9. Buffers REACT a concentracién 1X.'o*

Nombre Tris-HCI MgCh, NaCl KCi
(mM) pH _(mM) (mM) (mM)
REACT 1 50 8.0 10 -— —-
REACT 2 50 8.0 10 50 -
REAcT 3 50 8.0 10 100 -—=
REACT 4 20 7.4 ] -—= 50
REACT § 10 8.2 8 -—- —-
REACT 6 50 7.4 6 50 50
REAcCT 7 50 8.0 10 50 50
REACT 8 20 7.4 10 -— ---
REACT 9 - 7.9 - [ g
REACT 10 100 7.6 10 150 -—-

*20 mM Tris-acetato

**]0mM Mg-acetato

***50mM K-acetato

Nota: Los buflers REACT se proporcionan como concentrados 10x. Los buffers REACT no contienen
¢l componente 1ibil DTT. Estec componente cs requerido en la reaccion de EcoR 11, Ndce 1l y Rsr
1L, debe ser agregado a la reaccién a una concentracion final de 1 mM, como sc establece en las
especificaciones del producto. Se proporciona un bial de 10 mM de DTT con estas enzimas.

I1. Un buffer inapropiado puede:

(2) Afectar la actividad de restriccion de la endonucleasa.

i6n. LTI1

P .

(3) Afectar las actividades de conta
200 vucltas en la mayoria de las enzimas para ascgurar la ausencia de las actividades

cont es

son probadas solo con ¢l buffer recomendado.

una digestién con exceso de

o de 10 vueltas de enzima por 20 horas de incubacion); éstas

(4) Inducir el “inicio™ de actividad-pérdida de &speclf icidad del sitio. Eco Rl va desde un
ia de reconoci
(secuencia de reconocimiento AATTCN) ',

corte de 6 bases (

» GAATTC), a un corte de 4 bases
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3.3.6.3 DNA

1. Forma fisica — linear versus super enrollado '3, Algunas enzimas son afectadas por
accesibilidad limitada para sitios de reconocimiento en DNAs super enrollados.

1. Pureza — sales contaminadas y/6 proteinas pueden afectar las actividades enzimaticas.
Esto puede ser un problema cuando se utiliza DNA a partir de una miniprep.

III. Algunas enzimas son sensibles a la metilacion de bases especificas en la secuencia de
reconocimiento. La fi de DNA puede influenciar la cantidad y tipo de metilacion.

1IV. Algunas enzimas son sensibles a secuencias que flanq 1 la secuencia de
reconocimiento.

3.3.6.4 Solventes no polares (etanol, cloroformo, fenol, glycerol, etc)

a) Inactivan a las enzimas.
b) Promueven la actividad de inicio.

3.3.6.5 Un numero excesivo de unidades puede promover la actividad de inicio
(10 unidades/pg).

3.3.7 Guia Para la digestion con endonucieasas de restriccion.

Concentracion de glicerol <5% - la mayoria de las enzimas son almacenadas en glicerol al 50%
a 20° C, por lo tanto la enzima debe contener <10% de volumen de reaccion.

Evitar usar mas de 10 unidades/pug de DNA.
La concentracion 6ptima de DN A plasmido debe ser aproximadamente 0.1 ug/pl.

Las concentraciones de DNA genémico deben ser reducidas posteriormente, si existe alguna
dificultad para obtener una digestion completa.

Checar la estabilidad de la enzima para digestiones > | hora.

Realizar una doble digestion unicamente cuando el mismo buffer es recomendado para cada

enzima o si una enzima tiene actividad considerable en otro buffer '™,

- Si se requieren diferentes buffers, reali una ext ion con fenol/cloroformo y una
precipitacion con etanol antes de la segunda digestiéon (la extraccién del DN A biotinilado
con fenol/cloroformo dara como resultado la retencion del DNA en la interfase
orginica/acuosa).
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- La interferencia entre dos enzimas puede dar como resultado una digestion incompleta.

- La proximidad de los sitios de corte puede efectuar digestiones dobles.

3.3.8. Protocolo para la Digestion con Enzimas de Restricciéon

1. Preparar la reaccion para digestion afiadiendo los siguientes reactivos en el orden listado en un
tubo para microcentrifuga:

Reactivo Cantidad
H,O dd estéril Cantidad sufici
Buffer para el ensayo 10x 1/10 vol
DNA x pl
Enzima de restriccion® y pl(1-10 unidades por pg DNA
Volumen Total Zul

NOTA.- El volumen de reaccion depende de la cantidad y tamaiio del DN A que esta siendo
digerido. DN As muy grandes deben ser digeridos en volimenes totales grandes (entre 50 —
100 ul).

2. Mezclar suavemente por medio de pipeteo e incubar la reaccion a la temperatura apropiada
(normalmente 37° C por | — 3 Hrs).

3. Inactivar la enzima(s) calentando a 70 — 100° C por 10 min o por medio de extraccion con fenol
(leer el catalogo del fabricante para determinar el grado de inactivacion por calor segin la
enzima). Antes de utilizar protocolos subsecuentes como desfosforilacion o uso de ligasas debe
utilizarse una alicuota de la solucion de digestion para electroforesis en gel de agarosa contra una
muestra de DNA no digerido y un marcador de tamaiio, si ¢s necesario.

* Si se desea puede utilizarse mas de una enzima para la digestiéon de una ra siempre y do
ambas enzimas sean activas en ¢l mismo buffer y a la misma temperatura.

Referirse al catialogo del fabricante para consultar la carta de actividad enzimiitica en un rango de
concentraciones salinas para escoger el buffer apropiado (Buffer Salino de concentraciones bajas
10X , medias 10X, altas 10X o buffers para digestiones pequeiias). Las enzimas de restriccién se
adquieren con los siguientes fabricantes: Bethesda Research Laboratories, New England Biolabs o
United States Biochemicals '%%,
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3.3.9 Manejo y Aimacenamiento de Enzimas de Restriccion.

Almacenar a —20°C en un congelador especial. Mantener en hielo cuando no estén en el
congelador.

Tan pronto como se haya terminado de usar la enzima, regresarla al congelador a —20°C.
Evitar la contaminacion cruzada de las enzimas.

Microcentrifugar rapidamente el tubo antes de remover la alicuota de la enzima "*.
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3.4 Separacion de DNA por medio de Electroféresis en Gel

La separacion de acidos nucleicos mediante electrofdresis en gel se basa en principios similares a
los que operan durante el fraccionamiento de proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio. A diferencia de las proteinas, todas las moléculas de
acido nucleico, cualquiera que sea su longitud, tienen una densidad de carga similar (nimero de
cargas negativas por unidad de masa) y, por lo tanto, todas ti un pc ial equivalente para
desplazarse en un campo eléctrico. El gel de poliacrilamida o de agarosa suministra la resistencia
necesaria para el desplazamiento, de modo que cuanto mayor sea el peso molecular de una molécula
de RNA o DNA, mas lentamente se desplaza a través del gel. La sensibilidad de la electroforesis en
gel es tan grande que con esta técnica se pueden separar moléculas de DNA o RNA que sélo
difieren por un nucleétido. La Fig. 128 muestra un ejemplo de ello **.

Celula

DNA
w4
Gen da la i

ulina Fragmentos
de DNA

RN

Enzima de restriccion

[ Y S 3 ot
Hendidura para pireccion del
mezclar los movimiento de 10s Electroforesis en gel
fragmentos fragmentos de DNA .

de restriccion  durante la Soelucion amortiguadora
\ electroforesis e
_——-
PIIIL IV s r s s s0 st s 00
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Fig. 128. ldentificacion de los fragmentos obtenidos por restriccion que contienen la secuencia de nucledtidos
del gen de insulina’®
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3.4.1 Objetivo.
Fraccionar los acidos nucleicos basandose en el tamafo (longitud) y conformacion fisica.
Determinar el tamaiio y abundancia de un fragmento conforme a estandares.
Determinar la presencia o ausencia de fragmento(s) especifico(s).

Purificar el/los fragmento(s).

En la Fig. 129 se muestran diagramas de aparatos para electroforesis.

1.

6.

3.4.2 Protocolo

La agarosa seca se disuelve en el buffer apropiado calentindola en un microondas por 2-4
minutos en un matraz erlenmeyer de 500 ml. Se prepara segin la férmula que se proporciona®.

0.7% 1.0% 2.0%
Agarosa 1.05¢g 159 3.09
TAE 20X 7.5ml 7.5mi 7.5mi
H:0 142.5ml 142.5 ml 142.5ml
EtBr (5 mg/imi) 25 i 25ul 25ul
Volumen Total 150 ml 150 ml 150 ml

* Agarosa grado Tecnolégico (No. 800669) o Gel a baja temperatura (No. 800259), marca
Schwarz/Mann Biotech.

Aifadir TAE 20x y Bromuro de Etidio, agitar para mezclar y vaciar el gel en un molde. Ei
molde se puede hacer pegando cinta adhesiva transparente en los bordes de una placa de vidrio
de 18 x 10 cm, la cual tiene una especie de “peines’ en ambos lados de la placa. Dejar de 20 —-
30 min para solidificar.

Remover cuidadosamente la cinta y los “peines”, colocar ¢l gel en una camara de electroforesis
horizontal. Aiiadir buffer para electroforesis TAE 1X al reservorio hasta que cubra el gel de
agarosa.

A cada muestra de DNA ailadir al menos 1/10 de volumen de colorante para gel de agarosa
10X, mezclar y cargar en los pozos.

Iniciar la electroforesis a 150 — 200 mA hasta que se logre la separacion, esto ocurre
generalmente entre 0.5 — | Hr. (Para geles de agarosa a baja temperatura utilizar 100 — 120
mA). Durante la electroforesis enfriar el gel con un ventilador.

Visualizar los fragmentos de DNA con luz UV de onda larga y fotografiar con una camara
Polaroid '**.

NOTA.- El porcentaje de agarosa en el gel puede variar. Aunque se utilizan generalmente geles al 0.7%, en

casos donde se requiere fraccionar moléculas de DNA menores a 1 kb se utilizan geles de agarosa al
1, 1.5 0 2%, dependiendo del o esperado de los fragmentos '**.
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3.4.3. Caracteristicas de la electroforesis de DNA

3.4.3.1 Migracion de moléculas de DNA en geles.

Las moléculas de DNA migran a través de una matriz de gel hacia el anodo durante la electroféresis
debido a los fosfatos cargados negativamente a lo largo del esqueleto de DNA. Durante la
electroforesis linear el DNAds migra con una orientacion extremo a extremo paralela al flujo actual.
El indice de migracion es afectado no sélo por la porosidad de la matriz del gel sino también por la
resistencia de la molécula del DNA al pasar a través del gel %4,

3.4.3.1.1 Parbmetros que afectan el indice de migracion.

Tamaio molecular del DNA

a.

La carga para ¢l radio de masa es la misma para moléculas de DNA de diferentes
longitudes, por lo tanto el tamaiio determina el indice de migracion.

Los indices de migracion de moléculas de DNA linear duplex son inversamente
proporcionales al logaritmo de sus pesos moleculares a voltajes bajos. (DNA>2kb resuelve
Sptimamente a <5V/cm).

La abundancia de DNA por linea afecta el indice de migracion, de manera que una
concentracion de DNA mayor de 500 ng por 0.5 cm de linea (fragmento de DNA de una
hebra) en un bloque de gel horizontal estandar de 3-5 mm sobrecargara la linea y dara como
resultado contaminaciéon y arrastre de DNA de alto peso molecular; sin embargo la
endonucleasa de restriccion digiere de 20 a 30 ug de DNA genémico que puede ser cargado
facilmente en una sola linea sin problemas de resolucién %4,

Forma fisica.

Casi circular, con hendidura circular 6 DNA linear de doble cadena del mismo peso molecular
ticnen diferentes indices de migracion. La migracion relativa de estas diferentes
conformaciones de DNA plasmido son como se muestra a continuaciéon de la mas lenta a la mas
rapida:

- Hendido, circular (Forma II)
- Linear (Forma l1I)
- Superenrrollado (Forma 1)

L.a presencia de dromuro de etidio en el gel alterara los indices de migracion relativa de las
diversas formas de DNA. La movilidad de las formas de DNA también cs afectada
principalmente por la concentracion de agarosa y de manera secundaria por el buffer, fuerza
ionica, densidad del DNA (concentracion del DNA en la linea o banda).
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4. Concenmtracion de agarosa o acrilamida.- Al incr se la concentracion de agarosa o
acrilamida disminuye el indice de migracion, debido a que el tamafio de los poros (porosidad)
disminuye con el incremento de la concentracion de agarosa o poliacrilamida.

5. Una concentracion de sal en 1a muestra de DNA > 250 mM retarda la migracion del DNA.

6. Geles de agarosa: rango efectivo de separacion '%4.

‘TABLA 10. Rango de Separacién de DNA segn la concentracién de Agarosa en el

Gel.'o*
DNA linear
Gel (%) (No. de pb)*
0.3 5,000 — 60,000
0.6 1,000 — 20,000
0.7 800 — 10,000
0.9 500 — 7.000
1.2 400 — 6,000
1.5 200 — 4.000
2.0 100 — 3,000

* Tomado de Sambrook, J., Fritsch, E.F and Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. New York.

3.4.3.2 Tipos de Agarosa:

La agarosa es un biproducto de algas y es un polimero linear de D-galactosa con un puente a 3,6-
anhidro L-galactosa.

1) Agarosa (Ultrapura).- >99.5% pura; buena para la mayoria de las aplicaciones.
2) Agarosa LMP (Bajo punto de fusién).- Util para el aislamiento de DNA de geles.
3) Agarosa NuSeive™(FMC). Mais soluble que la agarosa convencional

(a) Son posibles concentraciones mas altas de geles (hasta 9%)

(b) Permite un aumento en la resolucion de fragmentos de DNA muy pequeiios.
(c) El bandeo de DN ASs pequeiios es muy difuso.

(d) Los geles son extremadamente fragiles.

4) Agarosa Low EEO (electroendosmosis)

(a) Movilidad electroforética mas rapida; atil primariamente para aplicaciones en
gel de campo por pulsos. (50% mas rapido).
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(b) La electroforesis convencional es s6lo 10% mas rapida, costos mas altos
limitan el uso de esta técnica '%¢,

3.4.3.3 Geles de Poliacrilamida: rango efectivo de separacion para DNA

TABLA 11. Rango de Separaciéon de DNA segin la ion de Poliacrilamida en el Gel.'>*
Gel (%) DNA linear
(No. de pb)*
3 100 — 2,000
K] 80 — 500
8 60 — 400
12 40 — 200
15 25-150
20 1-100
* Tomado e Sambrok, 1., Fritsch, E.F and Maniatis, T. (1989) Molecutar Cloning:
__A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.

3.4.3.3.1 Geles de Poliacrilamida (la acrilamida se refiere a la forma
monomérica)
En presencia de persulfato de amonio y TEMED (radical libre y estabilizador, respectivamente),
ocurre la polimerizacion de acrilamida en cadenas. La inclusion de bis-acrilamida en la reaccion de
polimerizaciéon da como resultado un cross linking (enlace cruzado) de las cadenas. La porosidad

esta determinada por la longitud de la cadena la cual es afectada por la concentracion de acrilamida
(3-20%) y la cantidad de cross-linking (acrilamida.:bis radio; 29:1 para acidos nucleicos) '%4.

3.4.3.3 Volitaje Aplicado.
a. Voltajes Bajos.- El indice de migracion de moléculas de DNA es proporcional al voltaje aplicado.

b. Voltaje Alto.- El indice de migracion de moléculas de DNA grandes se incrementa de manera
diferencial.

c. La separacion optima de fragmentos grandes (>10kb) en geles de agarosa ocurre a
concentraciones de agarosa bajas (agarosa al 0.5%26) y con voltajes bajos (~ 5V/cm).

3.4.3.4 Buffers para Electroféresis.

» TBE (Tris, borato, EDTA): 100 mM Tris, 90 mM acido borico, 2 mM EDTA (pH 8.3); mejor
capacidad de amortiguamiento que TAE.

» TAE (tris, acetato, EDTA): 40 mM de Tris acetato, ]| mM EDTA (pH 8.0).
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344 Condiciones para la Electroforesis.
3.44.1 Agarosa
a) TBE <20 V/cm
TAE <5 V/cm

b) Comigraciéon con marcardores de tincién. El Azul de Bromofenol (BPB) y el xileno cianol
(XCFF) son cominmente utilizados en el buffer de la muestra para rastrear la electroféresis. En
geles de agarosa con TBE, BPB migra a ~ 300 pb, mientras que con xileno cianol migra a =
4000 pb "4,

- Geles no desnaturalizantes > 8 V/cm
- Geles desnaturalizantes (por ejemplo: geles secuenciadores de DNA) que
contienen urea, aproximadamente 40 V/cm, 40mA.

¢) Co-migracion con marcadores de tincion:

TABLA 12. Co-Migraciéon de DNA con Marcadores de Tincién.'>*

K3 Nativo (pb) Desnaturalizante (pb’
Acrilamid BPB XCFF BPrB XCFF

4 100 500 30 150

s 75 250 27 130

6 60 200 25 100

8 S0 175 20 75
10 40 150 10 50
12 25 75 9 40
20 10 50 8 30

345 Deteccion de Fragmentos de DNA.

3.4.5.1 Tincién de Bromuro de Etidio.- Detecta 1 ng DNA (S ng en geles de
agarosa)

- Excitacion de bromuro de etidio a 260 —~ 360 nm.

- Emision de bromuro de etidio a 560 nm (rojo — naranja)
- El bromuro de etidio retarda la migracion de DNA en geles.
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3.4.5.2 Hibridacién moleculer.- Detecta < 1pg de DNA. Se explicara con mas
detalle en la seccién 3.5.

3.4.8 Determinacion de Peso Molecular.
Compara la movilidad del fragmento de interés con las movilidades de hebras de DN A estandar.

a) La distancia migrada en la grafica versus el logaritmo del Peso Molecular de estandares de
DNA.

b) Determinar la distancia migrada para el fragmento de interés e interpolar el peso molecular de
la gréafica de estindares de DNA '™,

3.4.7 Aislamiento de fragmentos de DNA de agarosa.
Los fragmentos especificos de DNA generados por reconocimiento de una endonucleasa de
restriccién pueden ser purificados de la agarosa por una variedad de métodos. Las preparaciones

comerciales de agarosa pueden contener contaminantes que interfieren con las reacciones

enzimaticas. Se debe ser cuidadoso para purificar completamente el DNA y obtenerlo libre de

impurezas de agarosa '™,

3.4.7.1 Electroelucion.
Este es posiblemente el mejor método cuando se tratan grandes cantidades de DNA (>50 pug) o
largos fragmentos de DN A (=5 kb).
1. Retirar la placa de agarosa que contiene la banda de interés, colocarla en un tubo de dialisis,

llenar con buffer TAE (pH 8.0): Tris-acetato (40 mM), EDTA 1mM.

2. Someter a electroféresis de 2 a 3 Hrs a 5 V/cm, monitorear la elusion con una lampara UV
manual dc onda corta.

3. Revertir la polaridad de la electroféresis durante | minuto o agitar la bolsa para disociar el
DNA eluido de la pared del tubo.

4. EI DNA ecs purificado y concentrado por medio de:
< Extraccion organica y precipitacion con etanol.
< Cromatografia DEAE y precipitaciéon de etanol, o

< Ambas, cromatografia y extraccion orginica (y precipitacion con etanol) ',
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3.4.7.2 Recuperacion de DNA a partir de geles de agarosa de bajo punto de fusion.

Estas preparaciones de agarosa tienen grupos hidroxietilo introducidos en las cadenas de
polisacarido y ocasionan que la agarosa se convierta en gel a aproximadamente 30° C y se funda a
65° C (bajo la temperatura de fusion de la mayoria de los DNAs de doble cadena).

1. Verter el gel de agarosa de bajo punto de fusion(LMP), enfriar a 4° C para asegurar la
solidificacion.

2. Después de la electroforesis de la muestra a 4° C, retirar la banda de DNA en agarosa,
afadir S volamenes de Tris 20 mM, EDTA 1mM (pH 8.0) e incubar por 5 minutos a 65° C
en un tubo cerrado.

3. Enfriar a temperatura ambiente y extraer con un volumen igual de fenol saturado con buffer.

4. Remover la fase acuosa y re-extraer con fenol:cloroformo, después cloroformo, después
precipitar la fase acuosa con etanol.

5. Puede necesitarse purificar el DNA por Cromatografia DEAE para remover las impurezas
de la agarosa que puedan inhibir a las enzimas '®.

3.4.7.3 Método de Adherencia “Glass” (GlassMax, BRL)

Estos productos explotan la adherencia no especifica del DN A al vidrio en soluciones. En presencia
de Nal (el cual actia como un agente quiotropico), la agarosa se disuelve con calor y el DNA es
recuperado por adherencia en capas de vidrio o discos de fibra de vidrio. El DNA es e¢luido en agua
o buffer que contenga bajo contenido de sal. (Ver Fig. 123.)

3.4.7.4 Electroféresis en membrana de celulosa DEAE (Dretzen, et al., 1981).

Este método es ideal para pequeiias cantidades de DN A de doble cadena (ng) de menos de 15 kb en
tamaiio.

a) Los fragmentos de DNA son separados por electroforesis, teflidos con bromuro de etidio, y
visualizados con luz UV, una capa es hecha en la agarosa directamente en frente de la
banda de interés.

b) Se corta un pedazo de papel de celulosa DEAE ligeramente mas grande que la abertura y se
inserta para que la electroforesis continae.

c¢) Elpapelsers ve uni ite do el DNA de interés ha migrado sobre éste, después
se lava con buffer bajo en sales para remover las impurezas de agarosa.

d) El DNA es eluido con buffer alto en sales y purificado por extraccion organica y
precipitacion con etanol ',
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3.4.8 Aislamiento de fragmentos de DNA de poliacrilamida.

El DNA aislado directamente de poliacrilamida es de alta pureza y libre de contaminantes que
puedan inhibir las enzimas.

3.4.8.1 Método “Cruz and Soak”.

La simplicidad y adecuacién de este método son claros. La técnica fue originalmente descrita por
Maxim and Gilbert (1977) y es adecuado tanto para DNA de una hebra o de doble cadena (30% de
recuperacion).

a) Después de la electroforesis, teilir con bromuro de etidio, iluminar con luz UV de larga longitud
de onda, retirar la acrilamida que contiene la banda de interés, y afiadir 1-2 volimenes de buffer
de elucion (TE).

b) Apretar la pieza de acrilamida con una varilla de vidrio, incubar a 37° C con agitaciéon por 2-3
horas para ob frag tos pequeiios de DN A (<500pb) ¢ incubar durante toda la noche para
obtener fragmentos grandes.

¢) Remover las piczas de acrilamida por centrifugacion y después pasarla sobre una columna de
vidrio siliconizada o cromatografia en columna de DEAE.

d) Concentrar el DNA por precipitacion con etanol y sal.

3.4.8.2 Electroelucion.- Es posible para acrilamida pero es poco comin.
3.4.8.3 Electroféresis en membrana de celulosa DEAE.
El fragmento de acrilamida removido se coloca junto al papel de celulosa DEAE y se inserta en una

abertura de un gel de agarosa. El aislamiento del DNA obtenido es el mismo que se describio
anteriormente '%4.

141




3.5 Hibridacién de Acidos Nucleicos

La Hibridacién de Acidos Nucleicos es un término para describir varias técnicas basadas en el
principio de la complementariedad. Esta propiedad permite identificar las macromoléculas de
interés entre un gran numero de otras moléculas. La cc | iedad es el reconocimiento de
una secuencia especifica o de una forma especifica que ocurre cuando dos moléculas se unen. Por
ejemplo, las dos cadenas de una doble hélice de DNA se unen porque tienen secuencias
complementarias; de manera similar un anticuerpo se une a una region de una proteina porque
tienen formas complementarias * '

Siendo la funcién principal de est: Scnil la identificaciéon se establecen como parte necesaria
del protocolo a seguir para crecar moléculas de DN A recombinante. Una vez que se han obtenido los
fragmentos de DNA en un gel de acrilamida por electroforesis la banda o seccion que contiene el
fragmento deseado se puede localizar mediante técnicas de hibridacién 92,

En solucion, es posible obtener hibridos. Un hibrido es un complejo molecular formado por una
“sonda molecular”, es decir, una secuencia o molécula marcada radioactivamente o mediante una
enzima y un “blanco”, esto es, la secuencia o molécula que esta siendo reconocida y a la cual se une
la sonda. Refiriéndonos a los acidos nuclecicos pueden existir los siguientes tipos de hibridos:

1) DNA-DNA - Una sonda de DNA de cadena simple (DNAss) puede formar un hibrido de doble
cadena con una secuencia “blanco” de DNA de cadena simple si la secuencia de la sonda es
complementaria a la secuencia “blanco™.

2) DNA-RNA.- Una sonda de DNA de cadena simple (DNAss) puede formar un hibrido DNA-
RNA con una cadena “blanco” de RNA si la secuencia de la sonda es complementaria a la
secuencia “blanco”™ de RNA.

3) Proteina-Proteina.- Una sonda molecular formada por un anticuerpo (los anticuerpos son
proteinas) puede formar un complejo con una molécula proteinica “blanco” si el sitio de unién
al antigeno del anticuerpo puede unirse a un epitopo (region antigénica pequeﬁa) sobre la
proteina “blanco”. En este caso el hibrido es llamado complejo antigeno-anticuerpo !

3.5.1 Caracteristicas importantes de la hibridacién de écidos nucleicos

v Las reacciones de khibridacion son especificas.
La sonda se unira solamente a los “blancos” con secuencias complementarias (en el caso de
anticuerpos se unira a sitios con la forma tridimensional correcta).

w Las reacciones de kibridacion ocurrirdn en pr ia de grandes cantidades de lécul
similares pero no idénticas al “blanco™.
Una sonda es capaz de encontrar a una molécula “bl > en una o la de millones de

moléculas similares pero no complementarias.

Estas técnicas son importantes porque una célula conticne cientos de miles de genes, miles de

moléculas de RNAmM y miles de protei difer C do una célula se abres para extraer el
DNA, RNA o alguna proteina el resultado es una mezcla compleja de todas estas moléculas. Es
imposible estudiar un gen especifico, RNA o proteina en tal la. Junto con otras técnicas de
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Biologia Molecular, las técnicas de hibridacién permiten seleccionar la molécula de interés en una
compleja mezcla celular ''°,

3.5.2 Clasificacion de las Técnicas de Hibridacion
La clasificacion de las técnicas de hibridaciéon y el nombre de estas se basa en la molécula “blanco™

W Sowuthern Blos
El DNA se corta con enzimas de restriccion, la sonda utilizada es de DNA
radioactivo.

W,k Northern Blot
Para identificacion de RNA, se utilizan sondas de DNA o RNA radioactivo.

¥x Western Blot
Para proteinas, la sonda utilizada es de anticuerpos marcados radioactiva o
enzimiticamente.

3.5.3 Descripcion del Proceso de Hibridacién

La formacion de hibridos cn solucion es de poco valor experimental. Si se¢ mezcla una solucion de
DNA con una solucion dc sonda radioactiva sc obtendra una solucion de sonda radioactiva. No sc
podra distinguir a los hibridos dc las moléculas no hibridizadas. Por csta razon dcbe scpararsc
fisicamentc la mezcla de moléculas antes de la incubacion con la sonda. Estas moléculas deben ser
inmovilizadas cn un soporte solido, dc modo quc pcrmanczcan cn una sola posicion durantc la
incubacion con la sonda. Después de agregar ¢sta y de incubar sc remucve la sonda que no se halla
unido cspccificamente. Posteriormente sc detecta la sonda que si se unidé y el lugar en donde esto
ocurre corrcsponde a la localizacion de la molécula blanco inmovilizada. En la Fig. 130 sc
csqucmatiza cstc proceso. Para ¢l caso dec Southern, Northern y Western Blots, la scparacion inicial
de moléculas se rcaliza cn basc al peso molecular (En clonacion se recaliza de diferente mancra) ''°.

- > = -
- -_— o <&
® L ®
PaN PaN  J PaN
® — - o " ® -
[ ] [ [ ]
[N [ | S
Meczcla de Scparacion ¢ Incubacién Se¢ remucve la Molécula
moléculas inmovilizacién con sonda sonda quc no “blanco™
en nitrocclulosa se unid. tocalizada
Fig. 130. Diagrama de un Pr de Hibridacion.''®
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El proceso anteriormente descrito de manera general tiene la siguiente metodologia especifica ''°.
(Fig. 131 ("%

Cada uno de estos procesos se explicara de manera mas detallada a continuacion

3.5.4 Electroforesis en Gel.

Anteriormente en el apartado 3.4 se hizo uma descripcion detallada de las caracteristicas y
protocolos de esta técnica, por lo que en esta i6n solo consideraremos los aspectos importantes
en el caso de las muestras que seran sometidas a técnicas de hibridacion. (DNA, RNA, Proteinas).
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a)

&)

L]

3.5.4.1 Preparacion de la muestra

Muestras de DNA para Southern Blots

El DNA se corta primero con enzimas de restriccion y los fragmentos de DNA de doble cadena
resultantes tienen una conformacion que no necesita pre-tratamiento.

Muestras de RNA para Northern Blots

Aunque el RNA es de una sola cadena, algunas moléculas tienen pequeilas regiones que pueden
formar estructuras secundarias basadas en el apareamiento de las bases. Para evitar esto el
RNA es pre-tratado con formaldehido.

Muestras de Proteinas para Western Blots.

Las proteinas tienen estructuras secundarias y terciarias y no siempre poseen cargas negativas. Las

proteinas se tratan con ¢l detergente SDS (Dodecil sulfato de sodio) el cual remueve las estructuras
secundarias y terciarias, ademas rodea a la proteina de una capa de cargas negativas ''%.

Si las condiciones anteriores se satisfacen, las moléculas seran separadas en base a su peso
molecular, en donde los pesos moleculares mayores estaran cerca de los pozos de aplicacion de la
muestra y los pesos moleculares mas bajos se alegjardan de éstos. La distancia migrada es
proporcional al logaritmo del inverso del peso molecular (log 1/PM). Los pesos moleculares se
miden en diferentes unidades segin la molécula deseada.

% DNA.- El peso molecular s¢ mide en pares de bases (pb) y comanmente en
kilopares de bases (1000 pb) o kpb.

¥k RNA.- El peso molecular sec mide en nucledtidos (mt) y cominmente en
kilonucledtidos (1000 nt) o knt. Algunas veces se utilizan bases (b) o kilobases (kb).

¥, Proteinas.- El peso moleclar se mide en Daltons (gramos/mol) o D, y cominmente
en kiloDaltons (1000 Da) o kD.

Una vez obtenido el gel se procede a la tincion, los colorantes y procedimientos varian segin el tipo
de molécula.

» Tincion de DNA

El DNA se tiiie con Bromuro de Etidio, el complejo DNA-BrEt fluoresce bajo la
luz UV.

»  Tincién de RNA

El RNA también se tifie con Bromuro de Etidio y el complejo RNA-BrEt fluoresce
con luz UV.

» Tincion de Proteinas

Las proteinas se tifilen con Azul de Coomasie (CB). El complejo proteina-CB es de
un color azul oscuro y puede observarse con luz visible ''°,
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3.5.5 Transferencia a un Soporte Sélido

Después de que el DNA, RNA o proteina ha sido separado por peso molecular, debe ser transferido
a un soporte so6lido antes de la hibridacion, esto se debe a que el proceso de hibridacion no se puede
efectuar sobre un gel. Este proceso de transferencia se denomina “blotting” y de ahi que el nombre
de estas técnicas de hibridacioén sea “Blots”. Generalmente este soporte sélido es una hoja de papel
de nitrocelulosa (algunas veces se les llama filtro porque estas hojas de nitrocelulosa fueron
utilizadas original como papel filtro), aunque otro tipo de material puede ser utilizado. El
DNA, RNA y las proteinas se adhieren de manera eficiente a la nitrocelulosa de manera
independiente ''. El proceso de transferencia puede ser de dos maneras:

1) Por Electroforesis, en la cual se aprovecha la carga negativa de las moléculas (verFig 132)

+.

de la

transferencia ! | l

bandas en gel Nitrocclulosa bandas cn nity 1ul

Antes de la Transforoncia [ és do lo Transh k

Fig. 132. Transferencia de bandas a papel de Nitrocelulosa por medio de Electroforesis."''®

2) Por Capilaridad, donde las moléculas son transferidas en un flujo de buffer desde papel
filtro mojado a papel filtro seco (ver Fig. 133).

Papel filtro seco

Difeccion M

R —— i L

Papel tiltro
mojado en buffer

Bun en gl - o ] o s cn mitrocelulosa
Antes de la & -_ Después de le Transierencie
Fig. 133. Transferencia de bandas a papel de nitrocelul por Capilaridad."'®

146




Nota.- En un Southcrn Blot, las moléculas de DNA en ¢l gel son dc doble cadena, dc modo que
dcben scpararsec para poder cfcctuar la hibridacion. Para hacer csto, ¢l DNA c¢s transferido
utilizando un buffer fuenemente alcalino, ¢l cual ocasiona que las dos cadenas de DN A se separen.

Este proceso cs 1l > d lizacion y unién al papel de nitrocclulosa como moléculas de
DNA de una sola cadena. Para los RNA y protei este tr to NO €S 1 io.

3.5.6 Preparacion de la Sonda

El objetivo es crear una copia radioactiva de un fragmento de DNA dc doble cadena. El proceso
empicza gencralmente con un fragmento de restriccion de un plasmido que contienc ¢l gen de
interés (En la sccecion 3.6 se describec con mas detalle los vectores como plasmidos y otros). El
plasmido es digerido con la enzima de restriccion especifica y ¢l producto obtenido se corre en gel
dc agarosa. Ya quc un plasmido cs gencral mecnor dc 20 kpb dc longitud, csto significa quc se
obticnen fragmentos de DNA dc 2 a 10 pb. Si ¢l mapa de restriccion del plasmido cs conocido, la
bandalc‘locscada puede identificarse cn ¢l gel. Posteriormente la banda se corta del gel y se extrae el
DNA

Este fragmento de restriccion (plantilla) sc trata por el Método de Marcado Aleatorio de Hexameros
(ver Fig. 134).

1) La Plantilla de DNA sc d uraliza, las cad sc an por cbullicién.

2) Sc ailadc una la dc Hexa os dc DNA (un hcxamcto ¢s una cadena dec DNA dc scis
nuclcétidos), csta mezcla conticne todas las sccucncias complemcentarias posibles a la plantilla
Sc permite quc ¢l aparcamicnto ocurra y esto sucedcra ecn muchos sitios a lo largo dc cada
cadcna dec DNA.

3) Sc ailadc DNA polimcrasa junto con dATP, dGTP, dTTP, y dCTP radioactivo. Generalmentc cl
grupo fosfato que csta unido al azucar cs sintctizado a partir dc Fosforo-32 (P*?), ¢l cual es
radioactio. (Estc grupo fosfato cs ¢l quc cs incorporado a la cadcna dec DNA).

4) La mezcla cs hervida para scparar las cadenas y entonces csta lista para hibridacion.

5 3 . 5 3
IHHJHHHHHH Desnatvralines, TTT T T T T T T T T T T i TTTd
3 5 Lt ittty
DNA de doble cndona 3 5
Aladir dmeres
. 5 5- 3
Pelimerizacién con TTTVTTTT LI
;'—'—H-I-I-H-I-H—'—'—H-H-s,‘____ L T
A . 1 3° cledtides reads 3 s 3

ln+lvldl-di-
s 3 5° 37

L L L G T T T T T ———__

MULLLL LTI S 3 bk | nbeabeead 5

Fig. 134. Produccién dc una sonda dc DNA marcada radicactivamente.*'®
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3.5.7 Hibridacion

En las tres Blots, la sonda marcada se aflade al papel de nitrocelulosa embebido en buffer y se
incuba por varias horas para permitir que las moléculas de la sonda encuentren sus “blancos”.

3.5.8 Lavado

Después de que los hibridos se han formado, es necesario remover cualquier sonda que no se haya
unido de manera especifica a su molécula “blanco”. Debido a que el papel de nitrocelulosa es
absorbente algunas de las sondas pueden quedar adheridas, si no se hace todo el papel sera
radioactivo y los hibridos especificos no pueden detectarse.

Para realizar esto el papel filtro se lava repetidamente en varios cambios de buffer para climinar
cualquier sonda que no haya formado hibridos.

NOTA.- En Southerns y Northerns, los hibridos pueden formarse entre moléculas con secuencias
similares pero no necesariamente idénticas (por gjemplo, el mismo gen de dos especies diferentes).
Esta propiedad puede ser utilizada para estudiar genes de diferentes organismos o genes que han
mutado. Las condiciones de lavado pueden modificarse de tal manera que los hibridos con
diferentes frecuencias de apareamiento sc¢ conserven. A este proceso se le llama “Control de
Severidad’, es decir, a mayor temperatura de lavado, éste es mas rigido y menos variaciones en los

apareamientos son permitidas ''°.

3.5.9 Deteccion de los Hibridos

En este punto, se tiene una hoja de nitrocelulosa con manchas de una sonda unida a su molécula
“blanco” en todos los lugares del papel en donde se pudieron formar hibridos. El papel luce como
una hoja en blanco por lo que ahora se deben detectar esos lugares de union de la sonda. Para ello se
utiliza una técnica llamada Autoradiografia.

3.5.9.1 Autoradiografia

En la autoradiografia se aprovecha que las particulas emitidas por un atomo radioactivo pueden
activar una emulsion fotogrifica, de igual manera que la luz o los rayos X pueden activar la
cmulsion que recubre un pedazo de pelicula. Cuando se pone en intimo contacto la emulsién
fotografica con una fuente radioactiva, las particulas emitidas por la fuente aparecen en la emulsién
como minusculos granulos negros plateados al revelar la fotografia ''°.

Para la identificacion de hibridos se presiona el papel de nitrocelulosa contra una placa de rayos X y
sc le deja en la oscuridad por un tiempo que veria desde unos mi »s h unas semanas.
La placa revelara en donde la sonda se uni6 a su molécula “blanco”. Después de esto habra manchas

negras en el papel en aquellos lugares donde se localizan los hibridos ''°,

La Tabla 11 resume los procedimientos empleados en esta seccion
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TABILA 13. Protocolo de las Técni de Hibrid Mol lar.!te
| Southern Biot | Northern Bilot Western Blot
l 1 I Extraer el DNA de las células [ Extraer el RNA de las células Extraer Proteinas de las células
2 Cortar con enzimas de Desnaturalizar con formaltdehido Desnaturalizar con SDS
restriccion
3 Electroforesis en gel Electroforesis en gel Electroforesis en gel
(generalmente agarosa) (generaimente agarosa) (generaimente poliacrilamida-
SDSPAGE)
| 4 | Desnaturalizar DNA con alcali
5 Transferir a Nitrocelulosa Transferir a Nitrocelulosa Transferir a Nitrocelulosa
(generalmente por (generalmente por capilaridad) (generalmente por
capilaridad) electroforesis)
[ ] Bloquear con DNA en exceso bloquear con RNA en exceso Bloquear con proteina en
exceso
7 Hibridizar con sonda de DNA Hibridizar con sonda de DNA Hibridizar con sonda de
marcada. marcada. anticuerpo marcado.
8 L.avar para eliminar sonda no Lavar para eliminar sonda no Lavar para eliminar sonda no
unida. unida, unida.
9 Autoradiografia Autoradiografia Autoradiografia o revelado
enzimatico con sustrato
cromogeénico
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3.6 CLONACION

La Clonaciéon de DN A es una técnica fundamental para producir grandes cantidades de un segmento
de DNA especifico. El segmento de DNA que debe clonarse primero se une a un DNA vector, que
es un vehiculo para transportar DNA extrafio a una célula huésned adecuada. El vector contiene
secuencias que le permiten duplicarse dentro de la célula huésped ™.

3.6.1 Caracteristicas de un Vector de Clonaciéon
a) Propiedades requeridas

@® Un origen de replicacion
® Sitios especificos/tinicos en donde el DNA extraiio pueda ser introducido.

b) Propiedades deseables

® Alto numero de copias
® Marcador selectivo (resistente a antibioticos)
® Marcador detectable para recombinantes ',

3.6.2 Tipos de Vectores

A continuacion se enlistan los diferentes vectores que pueden utilizarse para clonacion de DNA.
Posteriormente se estudiaran las caracteristicas de cada uno.

Plasmidos

Cosmidos

Bacmidos

Cromosoma de Levadura Artificial (YAC)
Fago lambda

Yvvvy

3.6.3 Plésmidos

Los plasmidos son pequeilos circulos de DNA encontrados en células bacterianas, separados del
cromosoma bacteriano ¥y mas pequeiio que éste. Son capaces de pasar fiacilmente de una célula a
otra, aiin cuando estas células son de diferentes especies, y muy alejadas en la escala evolutiva '™.

Para formar una molécula de DNA recombi utibi do un plasmido pueden utilizarse
diferentes métodos.

1. Uno de los enfoques mis sencillos y populares consiste en cortar el plasmido y el DNA
donante con la misma enzima de restriccion, de forma que se generen extremos cohesivos
idénticos. Una vez que el fragmento se ha asociado con el plaismido por apareamiento de
bases, la DNA ligasa se encarga de unir los cortes ', (Ver Fig. 135.)
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Fig. 135. Construccién de un plasmido recombinante.'"?

2. Un segundo método para crear moléculas recombinantes puede emplearse con fragmentos y
vectores que carecen de extremos cohesivos. Después de cortar el plaismido y el DNA
donador, se puede ailadir poli (dA) a los extremos 3" del DNA del plasmido, utilizando la
enzima transferasa terminal. De igual forma, se aiiade poli (dT) a los extremos 3~ de los
fragmentos. Ahora los extremos pueden aparearse entre si y son unidos a continuacion por
la DNA ligasa para formar un plasmido recombinante '*2. Ver Fig. 136.

3. Algunas enzimas (por ejemplo, la enzima de restriccion Alul de Arthrobacter luteus) corta
el DNA en la misma posicion en ambas cadenas y origina un extremo romo. Los
fragmentos de DNA y los vectores con extremos romos pueden unirse mediante la accion
de DNA ligasa T4 (ligacion de extremos romos) 2. La DNA ligasa T4 genera enlaces
fosfodiéster entre extremos 5° fosfato y 3’ hidroxilo; une extremos cohesivos o escindidos '™,

TESIS CON
FALLA DE CKIGEN

151




Pt s
&
&1 }51 Vector Plasmidico
1 Corte en un sitio
SO T
SRy e o
x -

%'j dhiilgdcibiliidakidiziaici
3,
;.‘6’) &
‘&;’»m,m;;;f?’/
Ly 3 g2

Adicion de dA a los Adicion de dT a los
extremos 3° por accion de 1 extremos 3° por accion de
transferass terminal. ety transferasa terminal
R Al
TR
5‘ _f:j U, o+ o444 1 584558500554 S HOAAAARAS
LS
L
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3.6.3.1 Algunas consideraciones importantes al trabsjar con plismidos.

a) Concentracion de extremos de DNA

. 25ng para 100 ng de cada componente de DNA en una reacciéon de 20 ul.

. La eficiencia de clonacion aumenta utilizando altas concentraciones de los componentes ',

&) El radio Moaolar de insercion para el vector debe ser 3:1

. Si se desea favorecer eventos intermoleculares, unir dos moléculas diferentes sobre eventos
intramoleculares o la union de las mismas moléculas.

= Si se aflade demasiado inserto (fragmentos de DN A), estos pueden formar concatémeros,
esto es, los fragmentos se uniran entre si y no podran ser unidos al vector.

. Demasiado vector promueve la ligacion intramolecular o la ligacion de la molécula del

vector a si misma. La autoligacién de las moléculas del vector producira transformaciones
indeseables. A esto se le llama “fondo™ '%4,

) Cantidad de ligasa stilizada por reaccion
. Extremos cohesivos.- de 0.1 a 1.0 unidades

. Extremos romos.- de 1.0 a 2.0 unidades.

d) Temperatura de reaccion
w La ligacion es completa al 90% a 26° C por 4 horas

. La ligacién es completa al 10%, a 4° C por 4 horas y es completa al 80% a 4° C después de
15 horas.

3.6.3.2 Estrategias de clonacion para reducir et efecto de “fondo” ocasionado por la
autoligacién del vector.

1. Subclonacion no direccional de un fragmento de DNA (Fig 137.)

a) Tanto el vector como el inserto (fragmento de DNA) han sido digeridos con la misma
enzima, generando extremos cohesivos y homologos.

b) El inserto puede ser unido en cualquier orientacién %4,
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Fig. 137. Clonacién no Direccional. E] fragm globina puede ser insertado en el vector pCU19 en
cualquier direccion.'™
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2. La clonacion direccional por digestion del vector e inserto con dos difer e J
de restriccion para generar extremos heterdlogos. (Fig. 138)

a) Es el método preferido de clonacion.
b) EIl inserto es orientado en una direccion definida.

¢) Es menos probable que se obtenga auto-ligacion del vector, 1o cual disminuye el efecto de
“fondo”.

d) Las moléculas del vector que son digeridas Gnicamente con una enzima pueden auto-
ligarse y generar efecto de fondo.

€) Si los sitios de la enzima estan juntos puede ser dificil insertar todas las moléculas con
ambas enzimas '

EcoRlI Pst1l EcoRI Pst 1

R ¢ ¢

| ESE
MCs ] ]
| [

Vector pUC 19 Inserto Globina

GS

T snd AT T TGCA 3
[- 3G G5’
™™ l

] TESIS CON

Fig. 138. Cl ion Dir i I. Inserto globina ligado en el vector pUC 19.'*
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3. Eficiencia de la doble digestion:

a) Se ha observado que algunos plasmidos tienen sitios de clonaciéon multiples, por ejemplo, el
plasmido pUC 19 posee maltiples sitios de insercién como se muestra a continuacién ''%:

5-CCAGTGAATT CGAGCTCGGT ACCCGGGGAT CCICTAGAGT CGACCTGCAG GCATGCAAGC TTGGCGTA

L1 L1 I___I_I___I_|__I | N [ IUSUN \ U [ SN B R
FoaR] Swrf Kl Banlf! Xhal Sal7 Pel Shil 1l Il
Sma I Accl

Xmal Hinc 11

Como puede apreciarse, es necesario efectuar varias digestiones con enzimas de
restriccion, el orden en el cual se llevan a cabo puede afectar la finalizacion de la reaccion
de insercion. A continuacién se muestra en la Tabla 14 un listado de la eficiencia
de insercion de pares seleccionados de endonucleasas de restriccion, utilizadas en
reacciones consecutivas.

b) Asiladir controles para verificar la eficiencia de cada digestion individualmente.

TABLA 14. Eficiencia de Insercion en Digestiones Dobles.'**

Primera Segunds Eficiencis de
Enzima Enzima Digestién®
Sst 1 +
Kpnl +
EcoR 1 Sma 1 +
BamH 1 +
Xba 1 +
Sst1 1 -+
Kpn 1 -
Sma 1 BamH 1 +
Xbal +
Kpn 1 +
Sma 1 +/-
BamH 1 Xbal +
Sal 1 +
Pse I +
Primera Segunda Eficiencia de
Enzima Enzima Digestion®
BamH 1 +
Xba l -k
Pst 1 Sal 1 d
Sph 1 +/-
Hind 111 +/-
Sph 1 +
Pst 1 +
Hind 11 Sal 1 +
Xba 1 +

+ digestion completa
+/- digestién parcial
- nodigestiéon
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3.6.3.3 Otras técnicas de Clonacion para plismidos y otros vectores

1. Digestion de un vector em um solo sitio seguido de la defosforilacion utilizando fosfatasa
intestinal de becerro. (Fig. 139)

a) La DNA ligasa rcquicre un fosfato 5° para formar un cnlacc covalcentc.

b) Las moléculas de DNA linecar sc transforman dc mancra incficicnte.

c) El DNA inserto sera ligado al DNA vector debido a la presencia de 5° fosfato en ¢l DNA
inscrto; scran gencradas moléculas circulares con hendiduras.

d) Dcspués de la transformacion, los DNAs circulares con hendiduras scran reparados por
procesos enzimaticos celulares del huésped "4,

Vector Inserto
S pAATTC R 3 S PAATTC SRBVRRRLLRDBNE 3
3 G s CTTAAp S’ 3 G gooosssomssess CTTAAP §°
Fosfatasa Ligasa

AATTC ammmmm G

4
C ] GAATTIC sssssssssss GAATTC
G CTTAA
CTTAAG . mmmnaae CITAAG
1 Ligasa
oV DNA recombinante
CTITAA (2 oricntaciones)

MG CItaa

TESIS (0N
FALLA DE UmUEN

No recircularizacion

Fig. 139. Formuacion dec DNA recombi por defosforilacion del voctor en un solo sitio**
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2.

Union de fragmentos de DNA con extremos no compatibles. (Fig. 140)
a) Es necesario para convertir extremos incompatibles en extremos sin punta “romos™.
b) Fragmento Klenow + dNTPs llena el extremo S "sobresaliente.

¢) La actividad exonucleasa 3" a 5° de DNA polimerasa T4 o Klenow es utilizada para
remover nucleétidos salientes. (T4 tiene una mayor actividad de exonucleasa) '®.

Extremo EcoR 1 Extremo Sac 1
5° G 4 5 C 3
. . . - ™
3’ oae—— TTAAS 3’ TCGAG e 5
Fragmento Klenow
4 dNTPs DNA polimerasa T4 4 ANTPs
DNA polimerasa
R G AT C
E——— CTTAA G T
Ligasa

aaaasnssmmmmm GAATTC EEEESSSS—
o e m V.Y ¢ P e——

Sitio EcoR 1 regenerado.

Fig. 140. Unién dc fragmentos de DNA con extremos incompatibles.'®*
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3. Adicidn de conectores “linkers”™ para crear sitios de restriccion en los extremos de los
Jragmentos de DNA.(Fig. 141)

a) Linkers.- Oligodesoxiribonucledtidos de doble cadena que contienen sitios de endonucleasa de
restriccion; generalmente tiene de 8 — 10 nucledtidos de longitud.

b) Los linkers generalmente tienen hidroxilos 5°- se fosforilan con polinucledtido
cinasa T4 y ATP, se determina la eficiencia con un marcador de ATP [y- P¥2].

c) Se mezclan con DNA de extremo escindido en un radio molar de 50:1 (linker / extremo DN A).

d) Digierir el DNA ligado con la enzima apropiada para digerir a los linkers y evitar la digestion
de sitios internos.- El DNA se metila antes de la adicién del linker.

€) Remover el linker en exceso de la solucion de DN A para evitar que éste sea insertado en el
vector de clonacién '*¢

DNACc de doble cadena

Metilacion de sitios especificos
de end de restriccié

b

‘_—

JT

Ligacién de Linkers de DNA 0

m Accién dg. cndonucleusn de
8

Purificar para climinar los >
entos de linkers
i Ia'ugcnaa

Unién a DNA pligmido

por accion de liga E:.

Fig. 141. Uso de “linkers” para la clonacién de DNA.'®*
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3. Adicidén de adaptodores para crear sitios de restriccion en los extremos de los fragmentos de
DNA. ( Fig. 142)

a) Adaptadores.- Oligodesoxiribonucledtidos de doble cadena que contienen sitios de endonucleasa
de restriccion; generalmente de 8-10 nucledétidos de restriccion. Los extremos son asimétricos.

b) Los adaptadores generalmente estan fosforilados dnicamente en un extremo.
» Fosforilar un oligonucleétido de una séla hebra con polinucledtido cinasa T4 y ATP,
determinar la eficiencia con un marcador de ATP [y- P*2].
» Mezclar con el otro nucleétido (no fosforilado); hibridizar.

¢) Ligar al DNA inserto.

» Los adaptadores de extremos escindidos pueden ser ligados a insertos con extremos
escindidos en un radio molar de 50:1, respectivamente (Si el extremo escindido es
fosforilado, otro extremo saliente no lo esta).

» Los adaptadores pueden ser ligados a insertos con salientes en un radio molar de 10:1
de extremo, respectivamente (el extremo compatible del adaptador es fosforilado, el
otro extremo no esta fosforilado).

d) Remover el exceso de adaptador de la solucion de DNA para evitar que éste sea insertado en el
vector de clonacion.

e) Ligar el DN A inserto adaptado al DNA vector (alternativamente, uno pudo fosforilar el DNA
inserto adaptado y después ligarlo) '%4.

DNACc de Doble Cadena

Unién a adaptadores de indid

—
F ———=a© b

/@r para eliminar adaptadores no incorporados.

_—a

Unién a DNA plﬁN [_1— —

DNA.™®

Fig. 142. Uso de Adaptadores para clonacion de
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3.6.4 Vectores Fiagicos

En la tecnologia delt DNA recombinante se han utilizado vectores de fagos monocatenarios y
bicatenarios. Por ejemplo, los derivados del fago lambda son de gran utilidad en la donacién y son
capaces de transportar fragmentos de hasta unas 45 kb de longitud. Los genes que codifican la
lisogenia y la integraciéon a menudo no son funcionales y pueden sufrir una delecion para dejar sitio
al DNA foraneo. El genoma del fago modificado también contiene secuencias de restriccion en
areas que no alteraran la replicacion. Tras la insercion del DNA foraneo en el cromosoma del vector
lambda modificado, el genoma magico recombinante se introduce (se dice que se empaqueta) en
capsides virales y puede utilizarse para infectar células huésped de E.coli. Estos vectores se utilizan
a menudo para generar genotecas. Véase Fig. 143. También puede transformarse E.coli
directamente de DN A de fago lambda recombinante y producir fagos. Sin embargo, este enfoque es
menos eficaz que el uso de particulas magicas completas. Este proceso se denomina “transfeccion”. '™

3.6.5 Cosmidos

Los cosmidos son plasmidos que contienen sitios cos (extremos cohesivos del DNA del fago A) y
que pueden empaquetarse en cipsides fagicas. El genoma del fago lambda se replica como una
larga hebra poligenomica conteniendo regiones cos a intervalos constantes. Cuando el genoma va a
ser empaquetado en una capside, es escindido en un sitio cos y el DNA lineal se inserta en la
capside hasta que haya entrado un segundo sitio cos. Se produce asi el empaquetamiento de todo el
DNA comprendido entre dos sitios cos, independientemente que sea DNA fagico o foraneo siempre
y cuando no sobrepase un tamaiio determinado. Es posible transportar la elevada cantidad de 50 kb
de DNA.

Los cosmidos contienen tipicamente varios sitios de restriccion y genes de resistencia a antibidticos.
Se empaquetan en capsides del fago A para su inyeccién eficiente en las bacterias, pero también
pueden existir en forma de plasmidos en el interior del huésped bacteriano.'"

3.6.6 Cromosomas Artificiales
Los cromosomas artificiales son populares porque transportan grandes cantidades de material
genético y existen dos que se utilizan de manera mas comun: El Cromosoma Artificial de Levadura
(YAC, del inglés yeast artificial chromosome) y €l Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC, del
inglés bacterial artificial chromosome)
3.6.6.1 El Cromosoma Artificial de Levadura (YAC)
A YAC se le considera un cromosoma funcional porque posee tres secuencias especificas de DNA
que le permiten propagarse desde una célula a su progenie (Fig. 144), estas secuencias son las

siguientes:

® TEL: El teléomero, que se localiza en cada extremo del cromosoma y protege al DNA linear de
la degradacion por accién de nucleasas.

CEN: El centromero, que €s necesario para segregar las cromitides en las células hijas.

ORI: Las secuencias de origen de replicacion, que son secuencias de DNA especificas que
permiten que la maquinaria de replicacion se ensamble en el DNA y se mueva en la horquilla de
replicacion ',
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Fig. 143. Uso de! Fago lambda como vector.''®
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También contiene otras secuencias especificas como:

#® A y B: Marcadores selectivos, que permiten el fiacil aislamiento de las células de
levadura que contienen al cromosoma artificial.

& Sitio de Reconocimiento, para dos enzimas de restriccion: EcoRI y BamHI
Mientras que la clonacion de DNA en un plasmido permite la insercion de un fragmento de
aproximadamente 10,000 pb, la clonacion de DN A en un YAC permite la insercion de fragmentos
de DN A de hasta 1, 000,000 pb '*3.
&Porqué es importante ser capaz de clonar secuencias tan grandes?

i Para construir el mapa completo del genoma humano (3 x 1, 000, 000, 000 pb) se

requeriria de mas de 100, 000 clones en plasmidos. De ahi que, utilizando clones en
Y AC, necesitamos aproximadamente 10, 000 para representar ¢l genoma completo.

DNA HUMANO ; VECTORY. ORI
e BeoRl ] A CEN
= I
Cromosoma :—_ i 8

- \ ort

[}
EcoRl | TEL o i TEL
digestion parcial Extremos |
c I EcoRI
Fragmentos t + Bam Hi

|
|
[}

- TESIS CON
Recopismacion + ceu b FALLA DE ORIGEN

TEL ORl a
Cromosoma Artificial con DNA
' , CEm ® TEL humano insertado
Hasta 1000000 pb
sl« Transformaciin
D
L g W
L e S
D :I Clon
P g W
Fig. 144. Clonacion dc DNA d dc un Cr Artificial dc Levadura (YAC). ™

163



3.6.6.2 El Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC)

El BAC es un vector de donacién alternativo que esta adquiriendo cada vez més popularidad. Los
BAC son vectores basados en el plasmido de fertilidad de E.coli, denominado ¢l factor F. contienen
sitios de enzimas de restriccion adecuadas y un marcador como un gen de resistencia al
cloramfenicol. El plasmido modificado es escindido en un sitio de restriccion y se inserta un
fragmento de DNA foraneo de hasta 300 kb de longitud mediante la DNA ligasa. El BAC se
reproduce en E.coli tras su insercion en la célula mediante electroporacion. Este veclor es facil de
reproducir y manipular y no sufre recombinacion con la misma facilidad que los YAC'

3.6.7 Las Genotecas (Bibliotecas Gentmicas)

Una vez obtenida la molécula de DN A recombinante esta se “dona” es decir, se inserta en bacterias
utilizando el proceso de transformacion o bien la transduccion. Cada cepa se reproduce para generar
una poblaciéon que contiene un dinico tipo de molécula recombinante. Para confirmar que el genoma
de un organismo esta completo, deben mantenerse mas de mil cepas bacterianas transformadas,
cuanto mayor es el genoma, mayor naimero de cepas se almacena. Hecho esto se puede identificar
el clon deseado. Si el gen se expresa en la bacteria puede ser posible analizar cada clon para aislar
una proteina especifica. Sin embargo, suele emplearse una sonda de acido nucleico. Se hace una
réplica de las colonias bacterianas sobre papel de nitrocelulosa y se las lisa con hidroxido de sodio.
Esto genera un patron de DNA desnaturalizado fijado a la membrana que corresponde con el patrén
original de las colonias sobre la placa de agar. A continuacion se trata la membrana con una sonda
radiactiva, como el método de transferencia de Southern individual. Las manchas radiactivas
identifican las colonias de la placa maestra que contiene el fragmento de DNA deseado. Este
enfoque también se utiliza para analizar genotecas del fago A ', El proceso se esquematiza en la
Fig. 145.

La bacteria comianmente utilizada para cl desarrollo de moléculas recombinantes ¢s E.coli. Existen
muchas cepas que difieren en los genes que poseen. lo cual favorecera el desarrollo de los
recombinantes. En la Tabla 15 se muestran las caracteristicas de algunas cepas de E.coli utilizadas
con frecuencia en cste tipo de tecnologia. Posteriormente en la Tablal6 se enlistan algunos de los
marcadores genéticos mas signiﬁcativos en cepas de E.coli (un marcador genético es un gen o algin
elemento cuya presencia o ausencia regulara cierta funcion en el desarrollo de la bacteﬂa lo que es
importante para controlar el desarrollo de las moléculas recombinantes insertadas). !

164




T
@ transformadas con
plasmidos

Siembra en placa de las
bacterias y crecimiento de los
clones independientes

SERT>

Transferencia a papel de
nitrocelulosa

|
\ ‘| Autoradiografia

. TESIS (N
Fig. 145. Deteccion de un clon deseado a partir de una cepa de :
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TABLA 15. Genotipos de Cepas de E.coli cominmente utilizadas.'o*

Cepa Genotipo Comentarios Referencias
C600 F-thi-1 thr-1 IcuB6 tacYl tonA21 o Huésped para proposi 1. Appleyard, R.K.(1954)
SupE44A° generales. Genetics 39, 440.

C600:hIA 150

F- thi-1 thr-1 lcuB6 lacY1 tonA21

® Huésped para placas de

1. Young R.A and Davis, R.

(Y1073) SupE441" hflA150 (chr::Tn10) fondo represivo de Agtl0 (1983) Proc. Natl. Acad. Sci.
cuando se establecen USA 80, 1194.
bibliotecas de DNAc.

DFI F-mcrBmrrhsdS(ra'mp)leuBB6 o Util para clones pDELTA2 1. Wang, G, et al. (1993)
aral4proA2lacY1  galK2xyl-Smtl-1 | e Util para generar deleciones | Focus 15.47.
rpsL20(Sm")supE44tnp A'Cm A y8” en largos fragmentos de

DNA.
DHS F- endAl recAl hsdR17(n, 'mi’) deoR | @ Huésped para pBR322 u 1. Hanahan, D. (198S5) in
thi-1 supE44A° gyrA96 rclAl. otros vectores no pUC. DNA clning: A practical
o Util para clonaciéon DNAc. Approach, Vol. 1, p. 109,
IRL Press. McLean. Virginia
DHSa F- $80dlacZAMI1S A(lacZY A- | @ Huésped para pUC y otros 1. Focus (1986) 8:2,9.
argfHU169 endAl recAl hsdRI7(ry vectores de
m") deoR thi-1 supE442° gyrA96 | complementacion a;
relAl. pBR322,
* Util para clonaciéon DNAc.
DHSaF’ F’ $80dlacZAMIS A(lacZY A- | « Huésped para crecimi 1. Liss. L.R. (1987) Focus
argF)U169 endAl recAl hsdR17(r | de fagémidos M13, u otros 9:3,13.
m*) deoR thi-1 supE44L" gyrA96 | bacteriéfagos macho-
relAl.L especificos.
e Proporciona
complementacion a para
vectores M13mp.

DHSaF 1Q F'proAB+ lac ZAM15 zzf::TnS[{Km"] { ® Huésped para expresion 1. Jesé, J., and Blodgett, K.
relAL. $80dlacZAMIS A(lacZY A- desde ¢l promotor lac. (1988) Focus 10, 69.
argF)u169 endAl recAl hsdR17(r” | ® Huésped para crecimiento
m") deoR thi-1 supE44" gyrA96 de tagémidos M13, u otros

bacteriofagos macho-
especificos.
e Proporciona
complementacion a para
vectores MI3mp.
DHSa-MCR F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ® Huésped para pUC y otros 1. Jesé, J.. and Blodgett, K.
$80dlacZAM 1S A(lacZY A- vectores de (1988) Focus 10, 69.
argF)U169 endAl recAl hsdR17(r, complementacion o;
M) deoR thi-1 supE44A" gyrA96 pBR322.
« Util para gencrar bibliotecas
émicas que 2
residuos metilados de
citosina o adenina.
DHi10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) o Huésped para pUC y otros 1. Lorrow, D. And Jesé, J.

$80d1acZAMI1S AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu) 7697 araD 139
galU galK nupG rpsL.

vectores de
complementacion o
pBR322.

=« Util para generar bibliotecas

omi uc oA

residuos metilados de
citosina o adenina.

® Util para procedimientos de
rescate de plasmidos.

(1990) Focus 10, 69.
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DHI10B (ZIP)

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
$80dlacZAM15 AlacX74 endAl
recAl deoR Adara, leu) 7697 araD139
galU galK nupG rpsL. Axis6 ind”
PZIP1 (P1 ori-kan'cre).

» Huésped para vectores
AZIPLOX con objcto de
recuperar fagémidos de
doble cadena recombinantes.

1. D" Alessio, J.M., Bebee,
R., Hartley. J.L., Noon,
M.C., and Polayes. D.
(1992) Focus 14, 76.

DHI0B/p3

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)
$80diacZAM 1S AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu) 7697 araD139
galU galK nupG rpsL (p3: Km"
amber Ap’ amber tet®).

o Hué¢sped para vectores que
contengan un supresor
RNATt tirosina o un gen
sintético SupF.

o Util para generar bibliotecas

£ que gar
residuos metilados de
itosina o adenina.

1. Lorrow-Murray, D. and
Jessee, J. (1992) Focus 14,

DHI11S

mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) A(lac-
pProAB) A(recA1398) deoR rpsL sri™
thi” / F'proAB+lac 1'ZAM1 S,

o Util para fagémidos y
vectores M13.

o Util para generar bibliotecas
genoémi que gar
residuos metilados de
citosina o adenina

1. Lin, J.J., Smith, M.,
Jessee, J., and Bloom, F.
(1991) Focus 13, 96.

1. Lin, L.J., Smith, M.,
Jessee, J., and Bloom, F.
(1992) Biotechniques 12,
718,

DHI12S

merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
$80dlacZAMIS AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu) 7697 araD139
galU galK nupG rpsL / F'proAB+lac
ZAMIS.

e Util para fagémidos y
vectores M13.

@ Ultil para generar bibliotecas
gendomi que 2ar
residuos metilados de
citosina o adenina.

t. Lin, J.J., Smith, M.,
Jessee, )., and Bloom, F.
(1991) Focus 14, 98.

DHI12S (ZIP)

mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)
$BOdlacZAM15 AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu) 7697 araD139
gallU galK nupG rpsL / F'proAB+lac
"ZAMI1S Axis6 ind” pZIP1 (P1 ori-
kan'cre).

o Huésped para vectores
AZIPLOX con objeto de
recuperar fagémidos de
doble cadena recombinantes.

1. D"Alessio, J.M., Bebee,
R.. Hartley. J.L., Noon,
M.C,, and Polayes. D.
(1992) Focus 14, 76.

DMI1

F- dam’13::Tn(Cm") dem™mcrB
hsdR'M”* gall gal2 ara” lacthr” leu
ton® tsx® Su°.

o Huésped para pBR322 u
otros vectores no pUC.

o Util para generar pl’smidos
que puedan ser reconocidos
por endonucleasas de
restriccion sensibles dam y
dem.

1. Lorrow-Murray, D. and
Jessee., J. (1992) Focus 13,
20.

HB101

F-mcrB mrr hsdS20(rp'mp’) recAl3
leuB6 aral4 proA2 lacY 1 galK2 xyl-
5 mtl rpsL20(Sm") supE44 A~

o Hibrido de E.Coli K12 x
E.coli B.

® Huésped para pBR322 y
muchos plismidos.

1. Boyer, H.W. and
Roulland-Dussoix, D. (1969)
J. Mol. Biol., 41, 459.

2. Lorrow-Murray, D. and
Jessee, ). (1992) Focus 13,
20.

F-mcrB mrr hsdS20(rp'mp) lcuB6
arald proA2 lacYl galK2 xyl-5 mtll
rpsL2(Sm") supE44 A~

® Version recA+ de HB101

1. Bolivar. F. Et al. (1977)
Gene 2, 95,

2. Peacock, S.L. et al. (1981)
Biochem. Biophys. Acta
655.243.

JMS3

F- $80dlacZAM 15 A(lac-proAB) ara
rpsL.

» Huésped para pl idh
pUC:; pBR322,

erec A S mt

1. Vicira. J. and Messing. J.
(1982) Gene 19, 259.

2. Yanish-Perron, C., Vicira,
J., and Messing, J.(1985)
Gene 33. 103.

JMiol

A(lac-proAB) supE thi / F- lac
9ZAMIS traD36 proAB+.

o Huésped para vectores
MIi13mp.
erec A' r "

1. Messing, J. et al. (1981)
Nucleic Acids Res. 9.309.

167




JM1067

A(lac-proAB) thi gyrA96 cndAl
hsdR17(r," m,") rclA1 supE44A"/ F*
lac I'ZAM1S raD36 proAB+.

o Huésped para vectores
MI13mp.
erec A* "

1. Yanish-Perron, C., Vieira,
J., and Mecssing, J.(1985)
Gene 33, 103.

LE392 F- hasdR514 (r,’ M) supE44 supF58 | e Derivado de la cepa ED8654 | 1. Murria, N.E, et al. (1977)
lacY 1l 6 A(laclZY)6 galK?2 galT22 e Cepa supresora para Mol. Gen. Genet. 150, 53.
metBl rpRSS A, propagacion de vectores A
tales como AgtWES - AB.
STBL2 mcrA (merBC-hsdRMS-mirr) endAl o Huésped util para estabilizar | 1. Trinh, T., Jesé, J., Bloom,
recAl thi gyrA96 relAl supE44 (Jac- secuencias no cstables tales | F.R., and Hirsch, V. (1994)
proAB) A" como secuencias retrovirales | Focus 16, 78.
¥ repeticiones directas.
Tl F- ara A(lac-proAB) rpsL. o H ped para plasmido: 1. Focus (1984) 6:4.7
$80dlacZAMIS hsdR17 (1 m"). pUC;*pBR322.
&Iy My
Y1088 supE supF metB trpR hsdR™ hsdM™ ® Hudésped para amplificacion | 1. Young, R.A. and Davis,
tonA2l strA AlacU169 (proC::TnS) de bibliotecas Agtl 1. R. (1983) Science 222, 778.
(pMC9).
Y1089 AlacU169 proA” Alon araD139 strA | @ Huésped para la exploracion | 1. Young, R.A. and Davis,
hflA 15° (Chr::'Tn10) (pMC9). anticuerpo/expresion de R. (1983) Science 222, 778.
lisogenos Agtl 1.
Y1090 AlacU169 proA* Alon araD139 strA | @« Huésped para la biisqueda 1. Young, R.A. and Davis,
supF (trpC22::Tn10) (pMC9). de anticuerpos de placas R. (1983) Science 222, 778.
Agtl 1
Y 1090(ZIP) AlacU169 proA” hsdR™ hsdM’Alon o Huésped para vectores 1. D"Alessio, J.M., Bebee,

araD139 strA supF (trpC22::Tnl10)

AZIPLOX para formar
placas.

R.. Hartley. J.L., Noon,
M.C.. and Polayes. D.
(1992) Focus 14, 76.
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‘TABLA 16. Marcadores Genéticos significativos en Cepas de E.Coli comGnmente
utilizadas.'>*

Marcador D ipcid Significancia
Gen regulador que permite la sintesis
deoR. constitutiva de genes involucrados en la | Permite cl dimiento de plasmidos largos.
sintesis de desoxiribosa.
endl Mutacién de endonucleasa. La a ia de d 1 mejora la calidad del
DNA plasmido a Pi‘ r de mml-E ps.
F’ Epi ¥°, Huésped E.coli e io para la infeccion de M13.
hsdR17 (v, m®) Restriccion ncgahvaymodnhcacnon positiva. Pcrmne la clonacion de DNA sin el proceso de
por de restriccion. El
DNA preparudo a partir del huésp::d con este
d a i transtormar
huéspedes L ocoli ',
hsdS20 (rg'mp) Restriccion negativa y maodificacién | Permite la clonacién de DN/\ sin ¢l proceso de
negativa. reconc por endc de restriccion. El
DNA preparado a partir del huésped con este
marcados es desmetilado por el sistema de
modificacion hsdS20.
A Mutacion en DNA girasa. Confiere r ia al acido nalidixico.
lacl9 Sobreproducciéon de la proteina represora lac. | El huésped que contiene cste marcador sobreproduce
el represor lac que regula la transcripcion del
promotor lac.
lacZAMLS Deleciéon parcial de lacZ que permite la | Requerido puru ) uso con vectores pUC o M13, Da
complementacién -a con B-galactosidasa del | como r 1 > col S 1 y blancas 6 placas
huésped. pm'a seleccion de clonas cuando se utiliza sobre X-
pal,
Alon Delecion de la proteasa lon Ro..ducc. In degradacion de proteinas de fusién de B-
para la exploracion de
anticuerpos de bibliotecas A.
mcrA Restriccion al elimi la ion de DNA [ La av ia del prod tnico McrA permite una
metilado en la secuencia $™-CmCGG-3°. 1 ion mas efici dc DNA que contiene 5-
metilcitosina.
mcrB Restriccion al eliminar 1a mutacion de DNA La ausencia del producto génico mcrB permne una
metilado en la seccuencia 5°-CmC-3~ ion mas efici de DNA quc contiene 5-
metilcitosina & S-hidroximetilcitosina.
mrr Restriccion al elimi ia i6n de DNA | La ausencia del gen mrr permite una clonaciéon mas
metilado en la secuencia 5°-CmAG-3° 6 §°- | eficiente  del DNA que contiene residuos
GmAC-3° metiladenina.
recA 1/recAl13 | Defici r bi i Ascgura la estabilidad de los insertos. El DNA
transformado no se recombinara con ¢l DNA del
huésped. Los insertos son mas estables in huéspedes
rccAl que en huéspedes recAl3
relA M i limi do ¢l factor cstricto. 1a un nu .:dc,, St lul
supE /sup F Supresores ambar. N ios para d ollar ambar.
TnS Transposon Codifica lar ia al ibidtico b
Tnl0 Transposon Codiftica la resi ia al ibiotico Tetraciclina.
tonA Mutacioén en pre f de t externa. | Vence la resistenci Tular al fago T1.
traD M ion i d un factor de | Evita la transferencia del episoma F~.

transferencia.

NOT A: Otros marcadores genéticos que afectan los requerimientos de crecimiento en cepas de E.coli
comunmente utilizadas.

- leuB

Requiere leucina - galK/U No p bolizar gal
- metB Requiere metionina - mtlA No pued boli: itol
- proA/B Requiere prolina - xyls No puede metabolizar xilosa.
- thi-1 Requiere tiamina - nupG Altera la compr ién del ledsid
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3.6.8 Insercion de Genes en Células Eucariotas

No sélo es posible transformar una bacteria con un plasmido que contenga una secuencia foranea,
también es posible el desarrollo de técnicas para insertar secuencias de DNA en células eucariotas.
Algunas de as bién se han utilizado con éxito para transformar células bacterianas.
El material genético inyectado directamente en células animales como huevos fertilizados en
ocasiones se incorpora de forma estable al genoma del huésped para producir un animal
transgénico, es decir, un animal dotado de nueva informacion genética derivada de la adquisicion de
DNA forineo '%.

3.6.8.1 Preparacion de Células para Transformacion

1. Método CaCl: (Mandct and Higa. 1970)

a. Crecimiento de células a fase log temprana.

b. Enfriar a 4° C, colectar por centrifugacion.

c. Resuspender en CaCl, 50mM (se puede afiadir buffer Tris o alguno que contenga otros
iones (Kushner, 1978).

d. Las células cc etent generalmente se preparan diariamente, y generande 1 x 10°a 1 x
10° transformantes / ug de vector.

2 Método Hanalkan (Hanahan, 1983).

a. Utilizar soluciones salinas complejas para lograr mayores eficiencias de transformacion.
b. Las células pueden ser almacenadas a —70° C; se pierde aproximadamente 1 log en
eficiencia.

c. Las células frescas proporcionan de | x 107 a 1 x 10® transformantes / pg de vector.

3. Células

wp congeladas LTI

a. Preparadas por una modificacion del método Hanahan.
b. Se proporciona como stock congelado — almacenar a —70° C.

3.6.8.2 Eficiencia de Transformaciéon

A) Transformacién con DNA plismido.

» El DNA superenrollado funciona mejor (sin extremos libres — resistente a
exonucleasas).

» EIl DNA circular transforma E. Coli 10° veces mejor que el DNA plasmido linearizado.
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P Ya que la eficiencia de transformacion no es critico en la rutina de subclonacion, este se
convierte en un factor significante cuando el DNA de clonacion proviene de secuencias
con poca abundancia de RNAm '

B) Electroporaciin.

Método de alta eficiencia para la transformacion de E.coli (se puede obtener 1 x 10'° transformantes
/ ug DNA plasmido superenrollado.

Esta técnica es muy eficaz y funciona en las células de mamiferos y en los cloroplastos de células
vegetales. Se la un conj > de células con una preparacion de DNA y a continuacion se les
expone brevemente a pulsos (aproximadamente 250 a 4000 V/cm para las células de mamifero), las
células captan el DNA a través de los poros temporales creados en su membrana plasmaitica.
Algunas de estas células sufriran el proceso de transformacion %%,

Una de las técni mas efi consi en disparar microproyectiles revestidos con DNA al
interior de células vegetales y animales. La pistola de genes, desarrollada inicialmente en la
Universidad de Corneli (Nueva Cork) opera de forma similar a una pistola. Un cartucho vacio de

calibre 22 dispara al interior de las células una salva de microproyectiles metilicos revestidos de
DNA, como se muestra en la Fig. 146.

Placa para detener
el macroproyectil

Fig. 146. Pistola de Genes. '"°

Este dispositivo se ha utilizado para transformar maiz y producir plantas de maiz fértil que contiene
genes foraneos. Otras pistolas utilizan descargas eléctricas o gas a alta presion para propulsar los
proyectiles revestidos de DNA. Estas pistolas en ocasiones reciben el nombre de dispositivos
“biolisticos”, un nombre derivado de los términos “bioldgico™ y “balistico”. Se han unllzado para
transformar microorganismos (levaduras, el moho Aspergillus y el alga Chl, de

de mamifero y diversas células vegetales (maiz, algodén, tabaco, cebolla y chopo) oz
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CAPITULO 4
OTRAS TECNICAS UTILIZADAS EN INGENIERIA GENETICA

4.1 R ion en Cade de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método coman para crear copias de fragmentos
especificos de DNA, PCR amplifica rapidamente una sola molécula de DNA en muchos billones de
moléculas, sin necesidad de células bacterianas ''4. Se sabe que la polimerasa de DNA de especies
de bacterias que viven en fuentes termales es estable a temperaturas de 90° C, muy por encima de la
temperatura que destruye la actividad de otras polimerasas de DNA. El procedimiento basico se
describe a continuacion y se muestra en la Fig. 147.

Una muestra de DNA se mezcla con los cuatro desoxirribonucledtidos y una polimerasa de DNA
resistente a temperatura, junto con los dos fragmentos de DN A sintéticos cortos (oligonucledétidos)
complementarios de las secuencias de DNA en los extremos 3’ de la regién de DNA que se desea
amplificar. Los oligonucledtidos sirven como iniciadores a los cuales se afiaden los nucleétidos
durante los pasos de duplicacion descritos a continuacion. La mezcla se calienta a 92 — 94° C, lo
bastante caliente para separar las moléculas de DNA de la tra en sus cad componentes. A
continuacion se enfria la mezcla para permitir que los iniciadores se enlacen a los extremos 3° de
ambas cadenas del DNA especifico y la polimerasa ailada nucleétidos a los extremos 3° de los
iniciadores. A medida que la polimerasa alarga los iniciadores, copiando selectivamente el DNA
especifico, forma nuevas cadenas de DNA complementarias. Elevando una vez mas la temperatura,
las cadenas de DNA originales y las recién formadas se separan. Enseguida se enfria la muestra
para permitir que los iniciadores sintéticos en la mezcla se unan una vez mas a los extremos 3 del
DNA especifico, que ahora esta presente en cantidad doble de la original. Este ciclo se repite una y
otra vez y en cada ocasion se duplica la cantidad de la region de DNA especifica flanqueada por los
iniciadores enlazados. En unas cuantas horas se pueden generar miles de millones de copias de esta
region especifica **.

Ademas de emplearse para amplificar fragmentos de DNA especificos, la PCR puede generar
grandes cantidades de DNA a partir de muestras minimas. Por e¢jemplo, la técnica de PCR se puede
usar en la investigacion de crimenes para producir cantidades detectables de DNA a partir de una
diminuta mancha de sangre seca encontrada en las ropas de un sospechoso o incluso a 'panir del
DNA presente en alguna parte de un solo foliculo piloso hallado en la escena del crimen %114,
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Segundo ciclo

Primer ciclo

Fig. 147. Reaccion en Cad

i
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4.2 Cariotipificacion Espectral

La cariotipificacion espectral (SKY, por su nombre en inglés) es una técnica de laboratorio que
permite a los cientificos visualizar los 23 pares de cromosomas humanos al mismo tiempo, cada par
de cromosomas esta teflido en un color fluorescente diferente. Muchas enfermedades estan
asociadas con anormalidades cromosomales. Por ejemplo, los cromosomas en células cancerosas
exhiben con frecuencia aberraciones llamadas traslocaciones, en donde una pieza de un cromosoma
se rompe y se une al extremo de otro. Identificar tales anormalidades cromosomales y determinar su
papel en la enfermedad es un avance importante en el desarrollo de nuevos métodos para
diagnosticar desordenes genéticos.

La cariotipificacion tradicional permite a los cientificos ver el juego de cromosomas completo
en blanco y negro, esta técnica es Gtil para observar ¢l namero y el tamaiio de los cromosomas. Sin
embargo, no pueden identificarse muchas traslocaciones u otras anormalidades utilizando
anicamente un cariotipo en blanco y negro. Utilizando SKY se pueden ver facilmente casos en
donde un cromosoma, teilido de un color determinado, tenga unida una pequefia pieza de un
cromosoma diferente, tefiido de un color diferente (Ver Fig. 148).

La técnica de SKY involucra la preparaciéon de una gran coleccion de secuencias cortas de DNA
de cadena simple llamadas “sondas”. Cada una de las sondas de esta biblioteca es complementaria a
una region unica de un cromosoma. Todas las ondas juntas forman una red de DNA que es
complementaria a todos los cromosomas del genoma humano.

Cada sonda es marcada con una molécula fluorescente que corresponde al cromosoma al cual es
complementaria. Por ejemplo, las sondas que son complementarias al cromosoma | se marcan con
moléculas amarillas, las que son complementarias al cromosoma 2 se marcan con moléculas rojas, y
asi sucesivamente.

Cuando las sondas son mezcladas con los cromosomas de una célula humana, la sonda hibridiza

o se une al DNA de los cromosomas. Conforme esto sucede, las sondas fluor tifien el juego
de cromosomas en un arco iris de colores. Posteriormente pueden utilizarse computadoras para

analizar los cromosomas tefiidos y determinar si existen traslocaciones u otras anormalidades
ns

estructurales en éstos

Fig. 148. Resultado de la técnica de SKY donde se observa cada uno de los cromosomas teflido de un color
diferente.2™
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4.3 Microdiseccidon Cromosomal

La Microdiscccion Cromosomal € suna técnica que remueve fisicamente una gran seccion de DNA
de un cromosoma completo. La cantidad minima de DNA que pucde ser aislada de esta manera es
de 10 milloncs dec parcs de bases, cientos o miles de genes individuales.

Los cientificos que cstudian los cromosomas, llamados citogenctistas, son capaces dc identificar
cada cromosoma basandose en su patron unico de bandas oscuras y claras. Sin embargo, cicrtas
anormalidades ocasionan que los cromosomas tengan patrones de bandas poco c« Por
ejemplo, un cromosoma puedc tcner una picza de otro cromosoma insertado dentro de éste, crecando

extra. En otro caso, una porcion de un cromosoma pucde estar repetida una y otra vez,
dando como resultado una banda oscura ancha. Dcbido a quc los cromosomas de muchas células
tumorales cxhiben bandas irrcgularcs, algunas aberraciones cromosomales se¢ han asociado al cancer
y a desérdenes genéticos. En consecuencia, para entender mas acerca dec lo que causa cstas
condiciones, los cientificos quicren determinar cuales gencs y secucncnas dc DNA estan localizados
en las rcgiones de los cromosomas quc conti ! La Microdiscccion
cromosomal ¢s un método relativamente nucvo de aislar estas regiones removiendo ¢l DNA de la
banda y logrando quc csa arca dc DNA disponiblc para cstudios postcriores.

Para preparar células para microdiscccion cromosomal, sc tratan primero con un quimico que obliga
a las células a mctafasc. Posteriormente las células s¢ dcjan caer en un porta objetos de modo que el
nicleo sc rompa y libere los cromosomas sobre ¢l porta objetos. Después, bajo un microscopio el
cicntifico localiza la banda cspcecifica dc interés y, utilizando una aguja muy fina sc desprende la
banda dcl resto del cromosoma. Véasc Fig. 149. Dcspués sc¢ utiliza RCP para copiar cl DNA dc la
banda y las copias obtcnidas sc utilizan para cstudios postcriorcs ''¢
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4.4 El Chip de DNA

Aunque se sabe gque las mutaciones o alteraciones en el DNA dan como resultado ciertas
enfermedades, es dificil identificar y caracterizar estas mutaciones porque la mayoria de los genes
grandes tienen regiones en donde una mutaciéon puede ocurrir. Ejemplos de estos genes son el
BRCA1 y BRCA2, que se cree que ocasionan el 60% de los casos de cédncer ovarico y de mama
hereditarios. Unicamente en ¢l gen BRCAI1 se han descubierto 500 mutaciones diferentes.

El microchip de DNA es una herramienta nueva utilizada para identificar mutaciones en genes
como el BRCA1 y BRCA2. El chip, que consiste de una placa de vidrio pequeiia encapsulada en
plastico, esta fabricado utilizando un proceso similar al utilizado para hacer microchips de
computadora. En la superficie, cada chip contiene secuencias sintéticas de DN A de cadena simple
idénticas a las de un gen normal.

Para determinar si un individuo posee una mutacion para BRCA1 o BRCA2, se obtiene primero una
muestra de DNA de sangre de una mujer, asi como una muestra que no contenga mutaciéon en
ningun gen. Después de d uralizar o separar las muestras de DNA en cadenas sencillas y
cortarlas en fragmentos mas pequefios y manejables, se marcan los fragmentos con colores
fluorescentes. EI DNA de la paciente se marca con color verde y el DNA del individuo normal se
marca con color rojo. Ambos juegos de DN A marcados se insertan en el chip y se dejan hibridar (o
unir), al DNA sintético BRCA1 o BRCA2 en el chip.

Si la paciente no tiene una mutacion para €l gen, tanto la muestra roja como la verde hibridaran con
las secucncias del chip. Si la mujer posee una mutacion, el DNA rojo (normal) hibridara
perfectamente con el DNA del chip, pero el DNA verde (paciente) no hibridara adecuadamente en
la region donde se localice la mutacion. Posteriormente se examina esta area para confirmar que la
mutacion esta presente.

Debido a que la tecnologia de chip es todavia nueva, es utilizada Unicamente con propdsitos de
investigacion. Los cientificos esperan llevar a cabo estudios de poblacion lo antes posible, para
determinar, por ejemplo, con cuanta frecuencia las mujeres con una mutacién en particular
desarrollan cancer de mama.

En el futuro, nuevos chips se desarrollaran para ayudar a evaluar los riesgos de otros tipos de
cancer, asi como otras enfermedades, incluyendo enfermedades cardiacas y diabetes '"7.
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4.5 Tecnologia de Microarreglo de DNA

Aunque todas las células en el cuerpo humano contienen el mismo material genético, no se activan
los mismos genes en todas las células. Estudiar cuales genes se activan y cuales estan inactivos en
diferentes tipos de células ayuda a entender mas acerca de la funcién de las células y qué pasa
cuando una célula no funciona adecuadamente.

Anteriormente los cientificos habian podido llevar a cabo tales experimentos en unos pocos genes al
mismo tiempo. Con el desarrollo de la Tecnologia de Microarreglo de DNA se pueden examinar
actualmente miles de genes al mismo tiempo, un avance que ayudara a determinar las relaciones
complejas entre los genes individuales.

Esta técnica esta basada en una base de datos de mas de 400,000 fragmentos de genes llamados
“expresses secuenced tags™ (ESTs). Cantidades minusculas de cientos o miles de estos ESTs se
acomodan en un porta objetos por un robot. Posteriormente, las moléculas genéticas mensajeras,
que indican la produccion de proteinas, se marcan desde una célula en particular con marcadores
fluorescentes y se les permite hibridizar, o unirse a los ESTs sobre el porta objetos, las secuencias
de los ESts son complementarias a las de los mensajeros. Después de esto, un scanner mide la
fluorescencia de cada muestra sobre el porta objetos; una fluorescencia intensa indica que muchos
de los mensajeros formaron hibridos con los ESTs y por lo tanto, que el gen esta muy activo en la
célula. De manera inversa, si no hay fluorescencia se entiende que ninguno de los mensajeros formé
hibridos con los ESTs y que el gen esta inactivo en la célula. Ver Fig. 150.

Esta tecnologia ayudara a los investigadores a aprender mas a cerca de diferentes enfermedades,
cardiovasculares, mentales e infecciosas. Existe un area muy grande de la investigacion con esta
técnica dedicada al estudio del cdancer.

Afios atras, los cientificos habian clasificado los diferentes tipos de cancer basdindose en los
organismos en los cuales los tumores se desarrollan. Con la ayuda de la tecnologia de microarreglo
seran capaces de re-clasificar estos tipos de cancer en base a los patrones de la actividad genética en
las células tumorales y entonces sera posible desarrollar estrategias de tratamiento dirigidas
especificamente a un tipo de cdncer en particular '8,

SONDA DE DNA PREPARAR MICROARREGLO

Mansy wvn aokones l

Nuorescentos

w4

Combimar
contidades
iguales

Hibridaclén de

sonda al ’
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Fig. 150. Tecnologia de Microarreglo de DNA '
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CONCLUSION

Los verdaderos progresos en la historia de la humanidad son los que permitieron abrir nuevos
horizontes, reales (geograficos) o virtuales (intelectuales), b en el descubrimi > de
América o en la exploracién del espac-o interplanetario. En el terreno de la Biologia Molecular y
Genética se ha sucedido el mismo fenémeno, han sido una serie de eventos enlazados
cronolégicamente lo que ha llevado a los grandes avances y nuevos conceptos que utilizamos ahora
como el DNA recombinante o el mas nuevo “cl/on™ tal como se aprecia en el primer capitulo de esta
tesis. Hoy se esta dando un nuevo gran paso, un progreso tanto real como intelectual, que abrira un
nuevo horizonte; pero esta vez ese horizonte se encuentra en el interior de nuestro cuerpo: la
estructura y el papel de nuestros genes. Se trata de un horizonte muy vasto, porque en el cuerpo
humano hay entre 50,000 y 100,000 genes (ignoramos su nimero exacto) y porque cada individuo,
a excepcion de los gemelos idénticos, tiene generalmente genes distintos de los de cualquier otro
individuo. Asi pues en el planeta hay miles de millones de genes que difieren en algin aspecto
particular.

Hoy, podemos intervenir sobre los genes y en cualquier caso cambiar profundamente ¢l estado de
un individuo. Con los conocimientos adquiridos sobre lo que son y cémo funcionan los genes
sabemos que en cierto modo los genes influyen en lo que un individuo hace o siente, porque
determinan su constitucion y su estructura. La calidad de vida viene determinada de forma compleja
por muchos factores, que incluyen tanto los genes como el ambiente. La infl ia de los genes
puede ser mas o menos fuerte segun los individuos y es variable de un gen a otro. Ademas, cuando
hablamos de genes no podemos referirnos a un gen Gnico y aislado, porque un gen actia siempre
sobre el fondo de la accién de otros genes y del ambiente, capaces de modificar profundamente su
aspecto.

Debido a la importancia de las premisas anteriores se ha hecho evidente en esta tesis el anilisis de la
estructura y funciéon de la molécula que conforma a los genes: el DNA. Entre mayor sea el
conocimiento que tengamos al respecto mayor serdn nuestras posibilidades de ayudar a generar
nueva informacioén y aplicaciones en beneficio de nuestra sociedad. Las técnicas empleadas en
Bioquimica y Biologia Molecular se hacen presentes en esta tesis como las herramientas
indispensables para lograr estos fines. De ahi la revision que se hace en el documento de algunas de
ellas y su utilidad para crear moléculas de DNA recombinante que son la base de las nuevas
biotecnologias que se estan aplicando con éxito en la industria, en ¢l campo, en la salud y en
muchos otros aspectos de nuestra vida diaria. Las consecuencias pricticas para las enfermedades
genéticas seran cada vez mas importantes en el futuro y se produciran en dos direcciones
principales: la primera es la del diagnéstico, prevencion y terapia de las enfermedades hereditarias y
del cancer; la segunda es la identificaciéon y produccion con fines médicos de productos génicos de
alto valor terapéutico, por ¢jemplo, nuevas hormonas o bien sustancias apropiadas para prevenir
enfermedades o trastornos de diversos tipos. Todo esto sera el inicio de una nueva cultura en la
humanidad, porque seguramente habra intereses laborales, econémicos y sociales muy vinculados a
estos nuevos descubrimientos cientificos. Por lo que también es importante tomar en cuenta los
aspectos éticos del tema, después de todo, ;/los genes pertenecen a cada individuo ¢, o pertenecen al
gran conjunto de genes que constituyen la raza h ? & T »s derecho a manipular los genes
en aras de un futuro mejor?

En la obtencion de la informaciéon necesaria para la realizacion de este documento también se
aprecia el uso de tecnologia moderna ya que gran parte de las referencias son electrénicas. La
Internet permite la comunicacion de millones de computadoras en todo el mundo, interconecta redes
y mas redes y logra poner a nuestra disposicion cantidades de informaciéon que pueden llegar a ser
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inmangjables. El fenomeno de Internet tiene tres décadas. Sin embargo, es en la altima cuando
realiza su desarrollo explosivo y penetra en todas las ramas de la actividad humana. Ahora, en lugar
de que nosotros vayamos hacia la informacién, es ella quien viaja hacia nosotros proveniente de
muchos sitios; por lo que también es nuestra responsabilidad seleccionar aquel material que sea el
mas adecuado para nuestros propésitos. El concepto de Globalizacion no puede estar mejor
representado que por la Internet. Su uso correcto nos permite tener informacion actualizada y
reciente en cuestion de segundos como se podra apreciar por algunos articulos utilizados en esta
tesis que fueron obtenidos de Bibliotecas digitales y que tienen fechas de publicacién de este afio
2003, en comparacion con las revistas que llegan a las h otecas seis d és de Ila
publicacion del articulo. Por esa capacidad de colocarnos la informacion del mundo frente a
nosotros es que ahora se habla de la era de la informacion.

La utilizacion de las técnicas del DNA recombinante y sus aplicaciones es, como todos los demas
inventos y descubrimientos del ser humano, responsabilidad de aquel o aquella que los use. Aunque
tal vez deberiamos tomar conciencia como sociedad de las implicaciones que esta nueva tecnologia
puede tener en nuestra sociedad y desarrollar normas y regulaciones especiales para este tipo de
experimentos y no dejarlos en manos de ciertas instituciones. No hay duda de la grandeza que
representa un logro como el Proyecto Genoma Humano, pero como futuros profesionistas y
herederos de tales herramientas es nuestro deber conducirnos con ética y responsabilidad hacia
nuestros congéneres y hacia todos los seres vivos de este planeta que habitamos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A Angstrom Unidad equivalente a 0.1 nm que todavia se emplea para
expresar dimensiones atdmicas ¥ moleculares
A Adenina Una de las bases puricas con un anillo aromatico de nueve
iembros que forman parte del DNA.
a Alfa Nombre de una de las unidades que forma parte de la enzima
RNA polimerasa.
ADP Adenosin Difosfato
Nucledtido de importancia para el funcic iento celular.
AMPc | Adenosin Monofosfato | Molécula que funciona como seflal molecular dentro de la
ciclico. célula.
ATP Adenosin Trifosfato Nucleétido que actia como cnergia para el metabolismo
celular.
Conocida también como una de las bases pirimidicas, es una
C Citosina molécula aromatica con un atomo de oxigeno en la posicién 2
un grupo amino en la posicion 4.
°C Grados centigrados Unidad de medicion de temperatura.
D Dalton Unidad equivalente a una unidad de masa atéomica, el peso de
un solo dtomo de Hidrégeno ('H)
DNA Acido Llamada la molécula de la vida, es la clave de la transmisiéon
Desoxirribonucleico de los caracteres hereditarios.
DNAss | Acido Tipo de DNA utilizado en ciertos procedimientos de Biologia
desoxiribonucleico de | Molecular.
una sola cadena.
FAD Dinucledtido de | Molécula importante para el transporte de electrones dentro de
Adenina Flavina. 1a célula.
Es una de las llamadas bases puricas, tiene un grupo amino en
G Guanina el segundo carbono y un atomo de oxigeno en el carbono seis,
forma parte del DNA.
GDP Guanosin Difosfato Nucledtido que forma parte de la cadena de DNA
GMPe | Guanosin Monofosfato | Nucleétido que funciona como seital molecular en la célula.
ciclico.
GTP Guanosin Trifosfato Nucledsido de igual import. lular que GMP o GTP.
Hrs Horas Unidad de tiempo.
| | Inosina Uno de los nucledtidos modificados que forman parte del
RNAL.
kb kilobases Unidad equival a 1000 ba:
kda kilodaltons Unidad equivalente a 1000 daltons.
knt kilonucledtidos Unidad de medicion de peso molecular del RNA
kpb Kilopares de bases Unidad equivalente a 1000 pares de bases.
T3 microgramos Unidad de peso equivalente a 10° gramos.
mM micrometros Unidad de longitud equival a 10° metros.
NAD+ | Dinucledtido de | Molécula importante para el transporte de electrones dentro de
Adenina Nicotinamida | la célula.
reducido.
nm nanometros Unidad de longitud equival a 10 metros.
pb Pares de bases Unidad para expresar el peso molecular en el DNA.
PE Picogramos Unidad de peso equival a 10 gramos.
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Molécula formada a partir del DNA cuya funcion es

RNA Acido Ribonucleico suministrar la informacién necesaria para la sintesis de
Pre
RNAmMm | RNA mensajero Molécula intermediaria entre un gen y el polipéptido para el
cual codifica.
RNAr | RNA ribosomal Molécula de RNA localizada en el ribosoma.
RNAt RNA de transferencia Familia de RNA pequeiio que traduce la informacion
codificada del RNAm a i idos de un polipéptido.
RNAsn | RNA nuclear pequeiio RNA de 90 a 300 nuclestidos de largo, necesario para
procesar el RNA en el nicleo.
RNAQha | RNA nuclear Extenso grupo de moléculas de RNA que se encuentran ene |
heterogéneo micleo, varian en peso molecular y en sus secuencias de
nucleétidos.
P “rho” Nombre de uno de los factores importantes en el proceso de
transcripcion en procariotes.
S Svedberg Medida del indice de Sedi acion.
o ““sigma” Nombre de uno de los factores que esta unido a la enzima
RNA polimerasa.
Base pirimidica que posee un segundo atomo de oxigeno en la
T Timina posicion cuatro y un grupo metilo en la posicion cinco. Forma
parte de la cadena de DNA.
u Uracilo Base pirimidica que reemplaza a timina en el RNA.
UDP Uracil Difosfato Nucledtido de importancia en el RNA.
uv Ultravioleta Tipo de luz utilizada para visualizar fragmentos de DNA en
un gel de electroforesis.
V/em Volts/centimetro Unidad utilizada en el desplazamiento de un gel durante el
proceso de electroforesis.
W Pseudouridina Uno de los nucledtidos modificados que forman parte del
RNAL.
£$5--3 Direccion de la cadena de DNA, puede ser la inversa, segun

sea el caso.
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