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Cromosomas humanos

El estudio de los cromosomas humanos se puede remontar como mucho a 1865, con Mendel,
aunque de hecho Ia citogenética humana se empezo6 a desarrollar en 1956, momento en que se
inicio un avance que ha culminado con la secuenciacion del genoma.

Citogenética

Se trata del estudio de los cromosomas. Los cromosomas son estructuras filamentosas, en las
que se organiza la cromatina del nticleo. Son especialmente visibles en determinadas fases del
ciclo celular.

En el interior de los cromosomas estan agrupados los genes, que serdn los que determinen la
herencia.

En 1956 Tjio y Lever identificaron el nimero de cromosomas humanos. Hasta ese momento se
habia creido que 2n=48. Utilizaron un método que implicaba la inyecciéon de una solucion
hipoténica en el nicleo de células en cultivo, con lo que los cromosomas se separaban.

A partir de ese momento muchos autores iniciaron estudios de diferentes enfermedades y
sindromes. La época de mayor auge de la citogenética fue de 1956 a 1970. A partir de 1970 se
introdujeron técnicas de bandeado cromosémico, que permiten la identificacion de los
cromosomas, que junto a los diferentes avances técnicos, como el microscopio electrénico,
permitieron un mejor estudio. A partir de los afios 90 se pueden utilizar moléculas para la
tincidon de cromosomas.

La citogenética sigue siendo hoy en dia una herramienta de gran interés en clinica. Las
anomalias cromosomicas son muy importantes, ya que 1 de cada 150 nacidos vivos tiene alguna
anomalia cromosomica. Se trata de la primera causa de retraso mental, asi como de muerte
embrionaria temprana, 50 % de los abortos en los primeros 3 meses de gestacion y 20 % de los
abortos en periodos inferiores a 6 meses. Se trata también de una de las principales causas de los
defectos congénitos.

Morfologia de cromosomas humanos

El ser humano tiene 2n=46 cromosomas, en forma de 22 autosomas y 1 cromosoma sexual, que
contienen en su interior aproximadamente 3000 Mb.

Existen correlaciones entre DNA, complejidad y tamafio con ntiimero de cromosomas. No
obstante existen excepciones, como puede ser la cebolla, con 2n=8, pero que
contiene 15000 Mb.

En una especie puede haber células con diferente nimero de

cromosomas, como se indica en la tabla. La cantidad de DNA et b
presenten en cada célula dependera también de la fase del ciclo Gametos In
celular en la que se encuentre ésta, de su nimero de cromatidas. Se

penso que existiria un parecido entre el nimero de cromosomas de los Somatico on

humanos y los primates. Los Platirhyni tienen 46 cromosomas, y los
grandes simios tienen 48 cromosomas. Se cree que un cromosoma
humano puede ser el resultado de la fusion de 2 cromosomas de
chimpancé.

Muscular y otros  Xn

Cromosomas por tipo
El estudio de los cromosomas se suele hacer en metafase, puesto que ~celular

en esa fase los cromosomas estin mas compactados. Tienen una

constriccion, que se conoce como centromero, que determina dos brazos, uno largo, conocido
como ¢, y otro corto, que se conoce como p. Esto permite identificar los brazos de los
cromosomas, de manera que 5p es el brazo corto del cromosoma 5.

Cromosomas humanos
Morfologia de cromosomas humanos
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Estructura de los cromosomas

Metacéntricos

El centromero se sitaa en el centro, formando dos brazos muy similares
Submetacéntricos

El centrémero esta desplazado, formando dos brazos, uno largo y otro coto
Acrocéntricos

El centrémero esta muy desplazado. Tienen los satélites unidos al resto del cromosoma por un
pedanculo.

Telomeéricos
No existen en el hombre

Los cromosomas humanos son de tamafio variable, lo que influyé también en su nomenclatura,
de manera que 1 es el mas grande, y su tamaiio se va reduciendo, pero el 22 es mas grande que
el 21. La estructura también varia. Se puede expresar mediante lo que se conoce como indice
centromérico, que relaciona la longitud de p y la longitud de q, multiplicadas por 100.

Existen tan solo 5 cromosomas acrocéntricos: 13, 14, 15, 21 y 22. Estos cromosomas pueden
tener grados de desarrollo diferentes de los satélites. Ademas, aparte de numerarlos por nimero,
existe una clasificacion por categorias.

Clasificacion de los cromosomas humanos

Grupo A: Metacéntricos mas grandes 1,2,3

Grupo B: Submetacéntricos 4,5

Grupo C: Submetacéntricos 6,7,8,9,X,10,11, 12
Grupo D: Acrocéntricos mas grandes 13, 14, 15

Grupo E: Submetacéntricos mas pequefios 16, 17, 18
Grupo F: Metacéntricos mas pequenos 19, 20
Grupo G: Acrocéntricos mas pequefios 21,22

Se ha de tener en cuenta:

Existe heterocromatina constitutiva detectable en 1,9y 16

Los cromosomas acrocéntricos pueden presentar diferentes grados de desarrollo entre
individuos

El cromosoma Y puede variar su tamafio en individuos de una misma especie

Cromosomas humanos
Morfologia de cromosomas humanos
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Estructura molecular

El DNA llega a condensarse hasta 6 niveles, pasando por los nucleosomas, formados por
histonas, hasta el solenoide. El resultado final es una condensacion aproximada de unas 50.000
veces. Existiran zonas mas o menos condensadas, dependiendo de la expresion que se de en esa
zona. Los cromosomas de las células vivas son estructuras dinamicas.

Para el correcto funcionamiento de los cromosomas son necesarios centrémero, telomeros y
origenes de replicacion.

Se ha observado que los centromeros son estructuras intercambiables. Estan formados por DNA
repetitivo muy condensado. Los teldmeros son basicos, ya que se situan en los extremos de los
cromosomas. Van perdiendo fragmentos a medida que se suceden las divisiones. En el ser
humano la sintesis de DNA se inicia en distintos puntos repartidos por todo el cromosoma.
Técnicas de andlisis microscopicas

Existen diferentes tipos de técnicas.

Técnicas de identificacion

Permiten la identificacion de los cromosomas. Pueden ser mediante la presencia de bandas o por
colores.

Técnicas de bandeo cromosomico

Se basan en la técnica usada en el 56 por Tjio y Lever. Existen 3 bases:
Uso de inhibidores de la division, del ciclo celular, como puede ser la colchicina.
Tratamiento hipotonico de los niicleos, para su rotura y separacion de cromosomas.
Utilizacion de colorantes de absorcion diferencial por las distintas partes del cromosoma.
Debemos distinguir entre:
Cariotipo: cromosomas en preparacion
Cariograma: ordenacion de los cromosomas por tamafo y homologia
Idiograma: esquematizacion de las bandas

Las bandas pueden ser llamadas isocoras. Las técnicas de bandeo se iniciaron en 1969, con
Casperson, que hizo una tincién con mostaza de quinacrina. Existe correspondencia entre los
patrones de bandas de las diferentes técnicas.

Para hace un bandeo, sera necesario, antes de nada, obtener los cromosomas a bandear. Para
esto seran necesarias células. El método mas usado es la sangre, ya que se trata de un método
poco invasivo, y las células obtenidas crecen rapidamente. Otra opcion seria usar fibroblastos de
la piel, pero su crecimiento seria muy lento. Un método muy invasivo es usar médula 6sea, que
tiene la ventaja de que no es necesario hacer crecer las células. El bandeo de células germinales
humanas es muy complejo. Los mejores resultados se han obtenido en el bandeo de oocitos de
rata.

Las células deben estar al inicio de la metafase. Para obtener el maximo numero de células en
esa fase se suelen usar inductores de la division, que unidos a algin agente que inhiba el huso
mitoético, como la colchicina, provocaran el bloqueo en esa fase.

Cromosomas humanos
Técnicas de analisis microscopicas
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Entonces se lisan las células, fijandose también los cromosomas. Se pasa a una solucion
hipoténica, momento en que se monta y se hace la tincion.

Bandeo de baja resolucion

El tipo de bandeo mas utilizado es el que se conoce como bandas G. En muchos casos se usa
junto con tripsina, que actuara reduciendo las proteinas de la muestra. La tincion se realiza con
Giensa. El resultado son unas bandas oscuras (G+) y unas bandas claras (G-).

Mediante el uso de quinacrina se pueden obtener resultados similares. Se usan colorantes
fluorescentes que tienen afinidad por zonas ricas en A y T, como pueden ser la quinacrina, el
DAPI.....

Las bandas Q fluorescentes se corresponden a las bandas G.

Otro método existente es el que se conoce como las bandas R. Implica la desnaturalizacion de
los cromosomas en medio salino, para realizar después una tincion con Giensa. Una opcion que
se usa a veces es usar colorantes con afinidad por G/C, como la cromomicina. El resultado es un
patron de bandas inverso al que veria con las G. Lo que se ve claro con una técnica se ve oscuro
con la otra.

Existen algunos procedimientos de bandeo especiales, como puede ser el C. Consiste en la
desnaturalizacion en hidroxido de Bario, y su posterior tincion en Giensa. Es idoneo para
identificar heterocromatina constitutiva, como pueden ser los centromeros, o las regiones
proximales de 1q, 9q o 16q.

En general implican la desnaturalizacion severa de los cromosomas, y su tincién con colorantes
o fluorescentes.

Bandeo de alta resolucion

El bandeo tipico suele oscilar entre 400 — 500 bases por cariotipo, mediante el uso de las
técnicas anteriores. En ocasiones puede ser necesario llegar a obtener mas bandas, una mayor
resolucion. Mediante las técnicas que se listaran ahora, se puede llegar a conseguir una
resolucion de 800 — 1000 bandas.

Se puede hacer con Giensa, siempre y cuando los cromosomas estén menos condensados. Se
suelen emplear cromosomas profasicos o en fases tempranas de la metafase. Se deberan
sincronizar todas las divisiones, mediante un antagonista del acido folico que bloquee la
division. Se provoca entonces la division, a la vez que se da un tratamiento corto con colcemil,
que es un inhibidor de la division.

Existe una terminologia internacionalmente establecida para nombrar las bandas. La
numeracion va de proximal a distal, en cada brazo. Dentro de cada banda se pueden detectar en
ocasiones otras bandas, de manera que una banda puede ser identificada como: 5p 12.10.

Existen algunas anomalias que se pueden detectar mediante el bandeo, como puede ser el
sindrome del X fragil, que es la causa principal del retraso mental en varones humanos. Para
detectarlo se hace un cultivo en medio con timidina y la tincidon con Giensa.

En las bandas G se usan colorantes que se unen a regiones ricas en AT, que contengan entre un
55 — 60%. Se usan colorantes como Giensa o Quinacrina. Las bandas R se detectan mediante
colorantes que se unen a GC, en regiones que contengan entre 50 — 60%. Las diferencias en los
porcentajes de bases no seran suficientes para explicar las diferencias. Existen autores que han
propuesto un modelo que postula que las diferencias se deberan posiblemente a diferencias
estructurales. Se cree que algunas proteinas podrian unirse a regiones especificas del DNA.

Cromosomas humanos
Técnicas de analisis microscopicas

8



Genética Humana

Se observa una menor condensacion de la cromatina en las bandas R. Las bandas G se
condensan rapidamente en el ciclo celular, pero se replican de manera tardia, a diferencia de las
bandas R. Las bandas G parece ser mas resistentes a la accion de las nucleasas. Las bandas R
parecen tener mas genes, mientras que en las bandas G hay una menor frecuencia, y parecen ser
especificos de tejidos. Se ha observado que las bandas G parecen ser mas ricas en LINEs, pero
pobres en Alus, a diferencia de las R, donde sucede lo contrario. El tamafio de los genes que
encontramos en ambos tipos de bandas es también diferente. En las bandas G, en Xp2l,
podemos encontrar la distrofina, un gen de 2,4 Mb. En las bandas R, en 6p21.3, se ha localizado
el HLA, con 70 genes en 0,9 Mb, lo que hace 1 gen cada 1,3 Kb.

Técnicas moleculares

La base de estas técnicas esta en el marcaje de hebras de DNA con fluorocromos, y en el uso de
microscopios adecuados. También pueden usarse sondas radioactivas, asi como técnicas
indirectas que conllevan el uso de anticuerpos marcados.

Una de las técnicas mas empleadas es la FISH, Fluorescent In Situ Hybridation. El material de
partida ha de ser una preparacion metafasica. Se ha de hacer un tratamiento con RNAasa y
proteina K (corto), para limpiar la muestra. Ademas, se debe hacer una desnaturalizaciéon con
formamida. Por otro lado se tiene que preparar la sonda. Existen 4 colores basicos: verde, rojo,
amarillo y azul. Se usan sondas marcadoras bastante largas, de unas 40 Kb. Se usan zonas
largas, ya que existe mucho DNA repetitivo, asi que cuanto mas larga sea la sonda, mas
especificidad tendra. Para evitar la unién a zonas repetitivas, con sondas cortas, haremos una
hibridacion competitiva. La gran ventaja del FISH es que los resultados son rapidos.

Se permite observar facilmente

- Resolucion de FISH en funcion de la muestra
los cromosomas. La resolucion

dependera del origen de la Metafase Similar al bandeo
muestra, como se ve en la tabla

de la derecha. Metafase temprana Hasta 1Mb

Una de las caracteristicas mas

importantes es el pintado de Interfase Unas 500 Kb

Cromosomas. Con sondas

adecuadas se puede pintar todo el T¢cnicas de estiramiento de cromosomas Unas 5 Kb
cromosoma. Mediante el uso de

diferentes combinaciones de fluorocromos se pueden conseguir diferentes colores.

Después, mediante un analisis digital de imagenes se estudiard la imagen. El FISH ha
desplazado al M-FISH, mas antiguo.

Otra técnica que se puede usar es la SKY, Spectral Karyotyping. La imagen es recogida y
enviada a un interferémetro, que la analiza.

Todas estas técnicas son de gran utilidad den el campo médico. Se ha de tener en cuenta que
muchos casos tumorosos pueden deberse a anomalias cromosdmicas muy pequenas, detectables
con estos métodos.

También pueden ser ttiles en el ambito de estudios evolutivos, permitiendo comparar diferentes
especies, como los géneros Gorilla, Pan, Pongo y Homo. El gorila y el chimpancé son muy
similares al hombre. Existe una homologia genética muy elevada. La diferencia entre el hombre
y el chimpancé es de solo el 1,23 %, lo que seria segin los ultimos datos 18 Mb, segiun
Wildman, en Bioessays 2002.Las principales diferencias es posible que aun no se hayan
detectado y se corresponderan con regiones con diferencias cromosomicas. Se ha de tener en
cuenta que los grandes primates tienen mas cromosomas que el hombre. El cromosoma 2 del
hombre es el resultado de la fusiéon de los cromosomas 12 y 13 de chimpancé, orangutan y
gorila. Se cree que a lo largo del proceso se pueden haber dado diferentes inversiones,

Cromosomas humanos
Técnicas de analisis microscopicas
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translocaciones,... Ademas, en primates se ha visto que se puede dar elongacion telomérica
adicional. El desarrollo del cromosoma Y es también muy variable. Ademas, se puede haber
dado diferenciacion en el cromosoma X.

Anomalias cromosomicas
Técnicas de analisis microscopicas
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Anomalias cromosémicas

Se trata de cambios que resultan en alteraciones cromosomicas visibles. Son mutaciones
gendmicas a gran escala. Se originan en fallos en mecanismos cromosémicos muy especificos.
Pueden implicar:

Pérdida o ganancia de material cromosémico
Reorganizaciones cromosomicas
El numero de células afectadas puede variar. Si se trata de anomalias constitucionales resultaran

afectadas todas las lineas celulares. Si se da en lineas somaticas, tan solo afectara a algunas
lineas, dando lugar a mosaicos.

Mosaico: células con diferente contenido genético de un mismo zigoto

Quimera: Células con diferente contenido genético de dos zigotos

Anomalias cromosémicas numéricas

El niimero de cromosomas resulta afectado.

Poliploidia

Hay una copia extra de cada cromosoma. La triploidia es muy frecuente, entre el 1 — 3% de los
embarazos. La causa mas frecuente es la dispermia, en un 66% de los casos, mientras que la
fusion de gametos n con 2n se da en el 34% de los casos, de los cuales un 24% es por causa
paterna, mientras que el 10% es por causa materna.

La tetraploidia se debe a errores en la primera division zigética. Tienen una mortalidad muy
elevada; suelen morir en las primeras etapas después de la concepcion.

Aneuploidia

Se trata de pérdida o ganancia de un homologo, por lo que se pueden originar trisomias o
monosomias.

Se trata de las anomalias cromosoémicas mas comunes y de mayor significado clinico. Se puede
deber a la no disyuncion de los cromosomas en MI o MII de la meiosis o en la primera division
postzigotica. Otra causa que se conoce es la llamada anafase lag. Consiste en que un cromosoma
se retrasa en la mitosis y acaba en el mismo polo que su homdlogo.

Se ha observado, solo en los cromosomas sexuales, casos que afectan a mas de un par de
homologos, que son mas compatibles con la viabilidad que los autosomicos.

Solo llegan a nacer trisomias del 13, 18 y 21, ademas de los sexuales. Se trata basicamente de
un problema de dosis génica.

No se conoce ninguna monosomia autosomica. S6lo hay una monosomia conocida viable, que
es el sindrome de Turner, el XO.

Anomalias cromosomicas
Anomalias cromosdmicas numéricas
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Mixoploidia
El individuo presenta varias lineas celulares con diferentes contenidos cromosdmicos. Se
pueden dar mosaicos y quimeras.

Mosaico poliploide

El individuo tiene algunas células diploides, mientras que otras células son poliploides. La
causa mas frecuente suele ser la fusion de un nucleo resultante de la primera division con un
corpusculo polar.

Mosaico aneuploide

El individuo tiene algunas células diploides y otras aneuploides. Se puede tratar de mosaicos
comunes. Pueden ser debidos a fallos en la disyuncion de los cromosomas.

Anomalias cromosoémicas estructurales
Se producen reordenaciones resultantes de la rotura y reparacion de los cromosomas.

Son menos frecuentes que las aneuploidias. El tipo mas comtin suele presentar una incidencia de
1 cada 500 nacimientos.

Las causas son fallos en los sistemas de reparacion de roturas o fallos en la recombinacion.
Ademas, se pueden dar fallos en los sistemas de control de los cromosomas.

Los fallos en la recombinacion son las mas frecuentes causas de anomalias estructurales en la
gametogénesis, especialmente en la masculina.

Se dice que una anomalia cromosémica es equilibrada si no hay ni pérdida ni ganancia de
material cromosomico. Ademas, existen algunas anomalias estables, que se podran transmitir a
la descendencia.

Los efectos fenotipicos de las anomalias estructurales son diversos. Puede suceder que no
presenten ninguna caracteristica especial, o bien que si afecta a algiin gen del desarrollo,
presenten alguna caracteristica especial. Si se producen translocaciones entre autosomas y
cromosoma X si que habra efectos, debido a la inactivacion que se da del cromosoma X.

Deleciones terminales

No equilibradas. Inestables. 1 rotura en 1 cromosoma

Anomalias cromosomicas
Anomalias cromosémicas estructurales
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Translocacion reciproca

Se dan 2 roturas en 2 cromosomas I I
distintos. Es equilibrada, y puede
ser estable en mitosis. Incrementa I
el riesgo de la descendencia de
g : 1cia L X *e
padecer monosomias y/o trisomias r 3 L ¥
parciales. Si los gametos no son il e —
equilibrados, se formaran trisomias
de uno de los cromosomas Yy 97 a8 77
monosomias del otro.
99 77
>
L 5 * 8
K wt L ¥
97 949 77
Translocacion robertsoniana
Rotura en el brazo corto, en posicion proximal, de 2 cromosomas
acrocéntricos. El resultado es que tenemos 2 centromeros que
funcionan como uno solo. -
- - ®
En teoria no es equilibrada, pero a efectos practicos si que lo es porque
los satélites estan formados por DNA repetitivo.
A nivel mito6tico no hay problema, pero a nivel meidtico puede suceder
como en el caso anterior, que se formen trisomias y/o monosomias
parciales.
Translocacion Insercional
Riesgo de que se produzcan gametos no equilibrados.
L J L J

Anomalias cromosomicas
Anomalias cromosdmicas estructurales
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Iscocromosomas

Se debe a errores en la recombinacion. Si se da en el cromosoma X se
producira el sindrome de Turner y el i(21q) provoca el sindrome de Down.

Se ha visto en carcinomas solidos y células hematopoyéticas malignas.

[

Disomia / Diploidia Uniparental

Los cromosoma tendran un origen parental inico.

Diploidia

Todos los cromosomas provienen del mismo progenitor. No progresaran nunca.

Tienen fenotipos clinicos caracteristicos dependiendo del progenitor.

Padre:

Madre:

Disomia

El feto no se desarrolla nunca, pero si los tejidos extraembrionarios.

Se originan a causa de la degeneracion del pronucleo femenino, con lo que los
cromosomas del padre se duplicaran.

Desarrollo durante unas cuatas etapas, pero no se forman los tejidos

extraembrionarios. EI embridon no progresara.

Puede tener lugar una activacion de un oocito no fecundado, lo que provocara esta
diploidia.

Los miembros de un par de homologos provienen de un mismo padre. Se conocen como UPD,
uniparental disomy.

Conocemos como isodisomias cuando los dos cromosomas tienen el mismo origen parental,
pero ademas son idénticos.

Disomias: Es el resultado de la eliminacion de un cromosoma de una célula trisomica.

Isodisomias: Se debe al restablecimiento del segundo cromosoma a partir de una célula

monosomica.

Las consecuencias clinicas pueden ser asintomaticas o no, segun los cromosomas que se vean
afectados, en funcion de si tiene impronta genética.

Anomalias cromosomicas

Disomia / Diploidia Uniparental
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Se ha de tener en cuenta que existen genes que se expresan de manera diferencial en funcion de
su origen parental. Se pueden producir alteraciones del desarrollo y/o de los rasgos
conductuales.

Parece ser que la metilacion diferencial en las citosinas de las islas CpG puede afectar a la
expresion de los genes. La metilacion deberd ser eliminada en cada generacion por accion de
metilasas.

En el caso de la IGF2, el factor de crecimiento solo se expresa a partir de la copia paterna. El
receptor de la IGF2, IGF2R, que promueve la eliminacion de IFG2, s6lo se expresa en las
copias maternas. Es necesaria la expresion de ambos.

Anomalias cromosémicas
Se trata de una de las principales causas de enfermedad. Se conocen mas de 60.

Presentaran fenotipos clinicos diversos y variados.
La mayoria de las alteraciones provocan retraso en el desarrollo mental.
Muchas provocaran también alteraciones en la morfologia facial.
Suelen implicar también alteraciones en el desarrollo fisico.

La frecuencia de anomalias cromosdmicas entre nacidos vivos parece ser de 1/160. EI 60% son
numéricas y el 40% estructurales.

Soélo existen 3 trisomias autosomicas que sean compatibles con el nacimiento de un individuo
vivo, en los cromosomas 14, 18 y 21. Las monosomias parecen tener mayor gravedad que las
trisomias.

Se han propuesto muchas posibles etiologias para explicar las aneuploidias: radiacion ionizante,
contraconceptivos orales, drogas fertilizantes, tabaco, autoinmunidad tiroidea, heterogeneidad
HLA parental reducida, asociaciones nucleolares persistentes,... El tnico factor inequivoco es la
edad materna. El riesgo de tener un hijo con sindrome de Down oscila desde un 0,05% en
madres menores a 20 afios a un 3% en madres mayores de 45 afios.

Se puede determinar el origen parental de los cromosomas con el uso de marcadores.
Actualmente se usan polimorfismos moleculares.

También se ha conseguido determinar la division celular de origen de la alteracion. Casi
siempre se trata de mutaciones “de novo”. El error puede ocurrir el la mitosis I o II, o en las
divisiones post-zigéticas.

Para buscar el origen se buscard un polimorfismo para el que la madre sea heterozigota, de
manera que cuanto mas proximo al centromero mas adecuado serd. Si el error ocurre en M1, el
polimorfismo no se reducira, pero si es en M2 o PZ, si se reduce. Se compararan diferentes
marcadores, con el hecho de si se han producido recombinaciones o no. Dependiendo de si se ha
reducido, entonces podremos determinar la division de origen.

Los patrones de recombinacion en aneuploidias pueden ser normales o no serlo, de manera que
puede reducirse la recombinacidn o estar totalmente ausente. Suele tener asociacion con la edad
materna. No es el caso de patrones de recombinacion alterados en exceso. Se cree que puede
tener relacion con la edad de liberacion de los oocitos.

Existe la teoria que afirma que la liberacion de oocitos se da en el orden en que se realizo la
meiosis. Otra teoria afirma que la edad de la madre favoreceria la maduracion suboptima de los
0ocitos.

Anomalias cromosomicas
Anomalias cromosdmicas
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Casos de anomalias de interés clinico

Trisomia del cromosoma 21: Sindrome de Down
47, XX/XY +21

Descrito hacia 1866. La frecuencia es de 1/800 nacidos vivos en todas las etnias. Hasta 1959 no
se conocieron las bases genéticas.

Desde el punto de vista dermatoglifico existen diferencias. El pliego simiano es mas frecuente.
Ademas hay una frecuencia mas elevada de tener presillas manos.

Tienen un mayor riesgo de padecer leucemia. Los riesgos cardiacos son muy elevados, con una
cierta propension a sufrir hipertension pulmonar. Sufren retraso mental, con cocientes de
inteligencia de 25 — 60.

La supervivencia de estos nifios ha mejorado mucho con los afios. Hace afios s6lo el 50%
llegaba a los 5 afios. Actualmente el 80% alcanza los 10 afios.

La mayoria son estériles. Las hembras no ovulan en su mayoria.

La mayoria es debida a trisomias completas. Puede ser debido a mosaicismo en un 1-2%. En un
3% puede ser debido a translocaciones.

En un 95% de los casos es por causas maternas. El 75% de los errores se da en la M1, y el 25%
en la M2.

Los casos de mosaicismo son dificiles de detectar precozmente.

La region responsable parece ser la 21q22.2

Trisomia del cromosoma 18: Sindrome de Edward

47, XX/XY +18

La frecuencia es de 1 cada 6000 nacimientos, pero la frecuencia en embriones es mas alta.
Se trata de la segunda trisomia autosdémica mas frecuente.

Se producen anomalias a nivel de las manos, en los dedos, en los que se produce un
encabalgamiento, tanto en manos como en pies. Tienen un patrén de crecimiento alterado. Las
orejas, boca y esternon son pequefios.

Padecen defectos cardiacos congénitos, ya que se da malformacion en los septos.

La supervivencia es mucho menor a los que sufren sindrome de Down. El 5% sobreviven al
nacimiento. El 50% mueren antes del primer mes. El 12% no pasa del afio de vida.

El 95% de los casos se pueden explicar por causa de trisomias completas. El 5% restante es
debido a mosaicismo.

E1 90% de los casos es debido a error materno, a una no disyuncion. En 2/3 es en M2, y en 1/3
es debido a la M1.

Se cree que hay una relacion con la edad.

Ademas, se da una profusion del intestino hacia el cordon umbilical.

Anomalias cromosomicas
Casos de anomalias de interés clinico
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Trisomia del cromosoma 13: Sindrome de Patau
47, XX/XY +13
La frecuencia es la menor de las trisomias autosémicas, dandose en 1 de cada 10.000.

Los que sufren este sindrome presentan fisuras orofaciales, malformacion del sistema nervioso,
polidactilia postaxial y microftalmia, ojos pequefios y malformados.

La mortalidad intrauterina es muy elevada. E1 90% muere durante el primer mes.

Parece deberse a un error materno en la disyuncion. E1 80% de los casos es debido a trisomias
completas, mientras que el 20% es debido a translocacion del 13q.

Se ha visto que hay influencia de la edad materna.

Sindrome “Cri du chat”
47, XX/XY del(5p)

Se trata de una delecion casi completa del brazo corto del cromosoma. La frecuencia es de 1
cada 50.000 nacidos vivos.

Padecen retraso mental considerable, con microcefalia. La cara es caracteristica, con repliegue
en los parpados, retrognatia.

La supervivencia es compleja, aunque pueden llegar hasta la edad adulta.

Suelen venir de individuos que tienen translocaciones reciprocas.

Sindrome de Wolf — Hirschhorn

47, XX/XY del(4p)

Es suficiente con una delecion parcial para que suceda.
Separacion entre los 0jos.

Sufren cierto retraso mental, no muy acusado.

Sindromes de microdeleciones

Soélo son observables mediante FISH.

Sindrome de Prader — Willi y Sindrome de Angelmann: En ambos casos es una microdelecion
en 15q11-13

Sindrome de Prader — Willi

Estatura baja, con tendencia a la obesidad. Presentan cierto retraso mental e hipogonadismo.

Sindrome de Angelmann
Estatura alta. Sufren alteracion en el sistema nervioso, ademas de un comportamiento ataxico.

El hecho de que se uno u otro sindrome dependera de qué progenitor haya pasado el cromosoma
alterado, ya que existe impronta genética.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Casos de anomalias de interés clinico

17



Genética Humana

Cromosomas sexuales y diferenciacién sexual

El contenido de cromosomas sexuales varia en funciéon de los sexos. Tienen estructuras
diferentes, lo que puede provocar problemas en la recombinacion y en las dosis génica. Los
cromosomas sexuales estan implicados en la determinacion sexual primaria.

X Y

Submetacéntrico Acrocéntrico
Mas largo 165 Mb (5% del genoma) Corto 60 Mb (2% del genoma)

Podria tener muchos genes, pero es pobre en Muy pocos genes, compuesto por DNA
islas GC, aproximadamente se cree que unos repetitivo.
400 genes funcionales. Tiene el gen SRY

Existen regiones de homologia entre los dos cromosomas, las PAR (Pseudo Autosomic Region)
ly?2.

PAR 1: 2,6 Mb. Es mas grande que PAR 2. Existe un lugar de entrecruzamiento obligado en
esta region durante la meiosis masculina, que coincide con un gen.
La tasa de recombinacion en este fragmento es 10 veces la de los autosomas.

Los mapas genéticos basados en mapas de recombinacion pueden ser diferentes. En
XX, la frecuencia es del 7%, en XY es del 50%.

La PAR 1 termina en medio de 1 gen, el XG, que determina la formacion de
antigenos eritrocitarios XG. En mujeres puede ser funcional, pero no en hombres.

PAR 2:  Mas corta, 320 Kb. Se han identificado 2 genes IL9R y SYBL1. No es un punto de
entrecruzamiento obligado.

Parece ser que los dos cromosomas pueden provenir de 2 cromosomas homomorficos
ancestrales.

Anomalias cromosémicas en Xe Y

Pueden darse también en estos cromosomas anomalias numéricas y estructurales. Son mas
frecuentes que las anomalias autosdmicas. Se trata de fenotipos mas suaves. Puede ser debido a
la inactivacion de X y al bajo contenido en genes de Y.

Las trisomias son especialmente abundantes en el nacimiento, pero no en el aborto. La
mortalidad fetal es escasa. La monosomia de X es muy letal en la etapa fetal, entre el 98 — 99%.
Sélo sobrevive el 1%. Conlleva problemas en las etapas anteriores a la inactivacion de X.

La principal causa de las anomalias es la no disyuncion meidtica. Esta ligado a la madre, pero
también a las caracteristicas de los cromosomas.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Anomalias cromosomicas en X e Y
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Monosomia del cromosoma X: Sindrome de Turner
45, X0
Descrito por H. Turner en 1939. En 1959 se conoci6 la base cromosdémica.

Es la anomalia cromosémica mas frecuente en embriones. Se da en el 7% de los abortos
espontaneos. La frecuencia es de 1 de cada 2500 nacimientos femeninos.

Los principales rasgos son una cara triangular. Ademas, tienen las orejas rotadas en sentido
posterior. Se observan pliegues adicionales en el cuello. Presentan linfidemas, edemas en manos
o pies. EI 20% presenta defectos cardiacos congénitos, como puede ser un estrechamiento de la
aorta. EI 50% de los casos sufre ademas alteraciones estructurales renales.

Suelen presentar un cierto retraso mental, pero con mucha variabilidad en su severidad. No
pasan por el crecimiento puberal, por lo que son de baja estatura. Ademas, pueden sufrir
disgenesia de ovarios. No forman estructuras sexuales secundarias. El 5 - 10% tiene ciclos
ovaricos regulares.

Las causas genéticas pueden ser muy variadas, como se ve en la tabla.
53 % 45, X0
15 % 45, X0 /46, XX > Mosaicos
10 % 46 X i(xq)
8% 45,X0 /46, X i(xq) 2 Mosaicos
6% 46,XXq 046 XXp
8% 45,X0/? > Mosaicos

Puede darse a causa de no disyuncion paterna.

En algunos casos puede afectar a hombres, con testiculos, pero que seran estériles. Suelen ser
45, XO / 46, XY, aunque con ese genotipo pueden ser también mujeres, ya que se formaran
testiculos, pero se perderan de nuevo.

Sindrome de Klinefelter

3 47 XXY

Afecta a uno de cada 830 nacidos.

Presentan rasgos asimétricos. Son de elevada estatura, con extremidades muy largas. Ademas,
suelen presentar hipogonadismo, testiculos pequefios.

Entre 30 — 50 % desarrollan mamas, con elevado riesgo de sufrir cancer en ellas.
Sufren esterilidad por atrofia de los vasos seminiferos.

El coeficiente de inteligencia es inferior.

Influye mucho la edad de la madre.

Existen diferentes variantes, pero a mas X, mayor severidad del sindrome.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Anomalias cromosomicas en X e Y
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Sindrome de los Supermachos
347, XYY
La frecuencia es de 1 cada 1000 nacidos vivos.

Se cree que pueden tener una mayor predisposicion a un comportamiento violento, aunque no
hay evidencias claras. El Ginico indicio es que el 10% de los reclusos en USA lo eran.

Son hiperactivos, con dificultades de aprendizaje normalmente.

Es a causa paterna, por una no disyuncion meiética en la segunda meiosis.

Sindrome de las Superhembras
Q 47, XXX
La frecuencia es de 1 cada 1000 nacidas.

El fenotipo puede ser normal, de hecho pueden pasar inadvertidas. Pueden presentar problemas
en la reproduccion, ya sea esterilidad o irregularidad menstrual. Ademas, pueden sufrir abortos
repetidos. Pueden existir individuos con mas X. Cuantas mas copias, mayor sera la gravedad del
sindrome.

Aparte de las anomalias numéricas, se pueden dar muchas anomalias estructurales, como
isocromosomas,... Se conoce muchos sindromes muy heterogéneos, tanto a nivel clinico como
en su origen. Se pueden dar translocaciones entre X y algunos autosomas. Algunas deleciones
en X pueden provocar displesia. Otros sindromes pueden provocar disgenesia gonadal en Xp21
y en Xp22.

Sindrome de Kallman

Xp22. No funciona el gen KAL 1, una anosmina.

Sindrome del X fragil

Produce retraso mental en hombres. Es responsable del 40% del retraso mental asociado a X.
Afecta a1 de cada 1000 varones y a 1 de cada 2000 mujeres.

Los que sufren este sindrome tiene la cara alargada, orejas sobresalientes, bien desarrolladas,
ademas de mandibula prominente. Se da también macroorquidismo, volumen testicular
incrementado.

Se puede detectar mediante un cariotipo, en un cultivo carente de timidina o acido folico. Se
observa una prolongacion del Xq.

La penetrancia es variable, segin los sexos: 80% en &' y 20% en Q. Las madres transmiten la
enfermedad a sus hijos varones.

Se observo lo que se conoce como la paradoja de Sherman.

La base genomica es una mutacion dinamica de un trinucledtido de un gen localizado en el
extremo de Xq.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Anomalias cromosomicas en X e Y
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Expansion dinamica

En el ser humano se pueden dar una expansion dinamica del nimero de copias que componen
un microsatélite. Se puede tratar de mutaciones estables, que se pueden transmitir a la
descendencia, como es el caso de la sinpolidactilia, que es una poliA del gen HOX D13 que
aumenta en numero. También se pueden dar mutaciones inestables, cuya cantidad varia al
transmitirse. Suelen afectar a trinucleotidos, excepto en el gen de la cistatina B, en cuyo caso se
ven afectadas 12 bases.

Las mas conocidas son las que afectan a trinucledtidos. Se desconoce aun el mecanismo
subyacente de estas expansiones, asi como se desconoce la causa de la aparicion de la
enfermedad.

Existen una serie de rasgos comunes. Si el nimero de copias es bajo se habla de alelos estables,
de entre 5 y 50 copias. A partir de un nimero de copias umbral pasa a ser inestable. De manera
que en la descendencia aumentara progresivamente el niimero de copias.

Existen 2 tipos basicos conocidos:
Genes con algunas repeticiones de (CAG) en la region codificante

La forma normal tiene entre 10 y 30 copias, la afectada tiene entre 40 y 200.

Se produce una acumulacién de glutaminas en la proteina que provocan la agregacion de ésta
y la muerte celular.

Algunos ejemplos pueden ser el sindrome de Kennedy y algunas ataxias.
Genes con largas repeticiones de trinucleotidos en regiones no codificantes
La forma estable tiene entre 5 y 50 repeticiones, mientras que la inestable tiene entre 200 y

1000.

En estos casos actuaran distorsionando la expresion del gen, ya que pueden estar incluso en el
promotor.

Algunos ejemplos pueden ser el sindrome del X fragil A, o FRAXA, localizado en Xq27.3,
que es una repeticion de CGG. Otros ejemplos son la corea de Huntington o algunas ataxias.

No se sabe por qué se producen, se cree que puede ser debido a emparejamiento y
entrecruzamiento desigual. Pero se cree que en determinadas ocasiones puede haber incluso
inestabilidad mitdtica.

FRAXA

Localizado en Xq27.3.

Los alelos estables suelen oscilar entre 6 y 60, mientras que los inestables van de 200 a 1000
repeticiones. Hay individuos que estaran entre 60 y 200 repeticiones, en lo que se conoce como
premutacion. Las mutaciones van pasando de madres a hijos, debido a recombinacion
diferencial. Se va incrementando el nimero de copias.

FRAXE
X Fragil de tipo E. Localizado en Xq28. (GCC),.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Bases cromosomicas de la determinacion del sexo
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Bases cromosomicas de la determinacion del sexo
Consiste en la formacion de estructuras fenotipicas que llevaran a la diferenciacion sexual.

Se sabe que Y tiene un papel predominante en el proceso, pero aun no esta del todo claro, ya
que es muy complejo.

Se pueden llegar a dar discrepancias entre el sexo gonadal y el sexo cromosémico
Normalmente XY son hombre y XX mujeres, pero se puede dar el caso de que XY sean
mujeres.

Si se producen alteraciones a 5Kb del PAR 1 no se producira la diferenciacion.

En Y existe un gen que se conoce como SRY que determina la formacion de TDF. En las
primeras etapas de desarrollo, las células germinales migrardn hacia las crestas gonadales.
Cuando esta TDF se induce la diferenciacion de la zona medular, que dara lugar a las células de
Leydig, que generaran androgenos. Esto inducira la formacion de los conductos de Wolf, asi
como la diferenciacion en el tejido germinal de las células de Sertoli, que produciran hormona
antimuleriana, que provoca la regresion de los conductos de Miiller. En presencia de TDF se
forman por lo tanto las gonadas masculinas. En caso de que no haya TDF, se producira la
regresion de los conductos de Wolf, asi como el desarrollo de los conductos de Miiller. Se
produciran entonces los foliculos y las oogonias. Se forman en este caso las gonadas femeninas.
La meiosis de los oocitos se detiene en dictioteno, para continuar a partir de la menarquia. Se
cree que aproximadamente habra unos 400 oocitos.

Actualmente se sabe que hay muchos genes mas implicados en la determinacion del sexo.
Cresta genital
WTI1, SF1, Lim 1, Emx 2 = Su papel en hombres es desconocido, pero se conoce en ratones.

Gonada bipotencial

SRY DAX 1
SOX 9 Wnt 4

DMRT 1/2 | Se han encontrado genes que se expresan en ratones, pero también se expresan
en otros tejidos.

Testiculo Ovario
Pueden existir anomalias en la determinacion del sexo pese a ser 46XX.

Hermafroditismo verdadero

Tienen tejido gonadal de ambos sexos. La mayoria de los casos son 46XX, aunque también hay
46XY. Se cree que se debera a algun problema en la via de diferenciacion.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Bases cromosomicas de la determinacion del sexo
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Pseudohermafroditismo

Soélo poseen gonadas de 1 tipo. El tejido gonadal es de un sexo, pero los genitales son de sexo
contrario. Puede tener diferentes causas genéticas.

Puede ser a causa de disgenesias, anomalias en las hormonas, o bien en los receptores de éstas.
El gen AR, receptor de androgenos, esta situado en el cromosoma X. Mutaciones en este gen
provocaran problemas en la diferenciacion, pudiendo provocar pseudohermafroditismo.

Las causas del pseudohermafroditismo masculino pueden ser a causa de insensibilidad a
andrégenos, en una frecuencia de 1 cada 20.000. Otros casos de pseudohermafroditismo pueden
ser debidos a deficiencias en la 5 o reductasa, lo que provoca un déficit de dihidrotestosterona.

El caso mas conocido de pseudohermafroditismo femenino es el de la hiperplasia adrenal
congénita, que afecta a 1 de cada 12.000. Es una deficiencia en una 21 — hidroxilasa. Falla el
cortisol y hay un exceso de androgenos. También se puede dar pseudohermafroditismo por una
excesiva produccion de androgenos en la madre.

Inactivacion del cromosoma X

En todos los organismos que tienen la determinacién cromosémica del sexo existe el problema
de la dosis génica. Existen dos opciones para solucionar el problema. Mayor de expresion de X
en caso de que sea XY, o menor expresion de X en caso de que sea XX.

En mamiferos se inactiva un cromosoma X en hembras. También se conoce como Lyonizacion
por su descubridor.

La inactivacion del cromosoma tiene una serie de rasgos generales basicos:
Temprana

Se da entre la primera y la segunda semana, en la fase de blastocisto tardia.
Aleatoria

La inactivacion afecta en la mitad de los casos al cromosoma paterno y en la otra mitad al
materno. En los tejidos extraembrionarios siempre se inactiva la copia paterna.

Aleatoria
ICX
Impronted (Placenta)
Clonal

Una vez se ha inactivado un determinado cromosoma, ese cromosoma estara inactivado en las
c€lulas hijas.

Estable

Es estable, excepto en la linea germinal. En hombres se inactiva transitoriamente el
cromosoma X en la espermatogénesis temprana.

Se da en mamiferos y en marsupiales, pero en estos siempre con impronta
Como consecuencia de la inactivacion se compensa la dosis génica. Otra consecuencia es que en

mujeres hay mosaicismo. En las células femeninas se puede observar el corpusculo de Barr,
correspondiente con la heterocromatina del cromosoma inactivado.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Inactivacion del cromosoma X
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En estos cromosomas se da replicacion tardia e hipoacetilacion de las histonas. En euterios se ha
visto que el grado de metilacion de las islas CpG es superior a lo normal, en células
embrionarias.

Numero de cromosomas X que se inactivan

Aneuploidias Todos menos 1
X0 0
XX 1
XXY 1

Triploidias 1 0 2 activos

Tetraploidias 2 activos

Se trata de una inactivacion incompleta. Los genes que tienen homodlogos funcionales en Y
escaparan a la inactivacion. Es un proceso bien regulado. No se inactivan las zonas PAR. La
excepcion es el SYBL1 en PAR, que si que se inactiva Aparte de las regiones PAR puede haber
otros genes homdlogos, que no seran inactivados.

Hay algunas excepciones a esto. UBE1 y SB1.8 no se inactivan y no tienen homologo en Y.
KALT1 y STS no se inactivan, pese a que el homodlogo de Y es un pseudogen.

Parece por lo tanto que algunas diferencias en la dosis si que pueden ser tolerables.

Meétodo de inactivacion

Ha de existir un método que permita contar el nimero de X, para ver asi la relacion entre los X
y los autosomas.

En los afios 90 se descubrio una zona en X, entre Xqll y Xq21 donde se iniciaba la
inactivacion, que fue denominada XIC. Cromosomas que no tengan XIC no se inactivaran. En
el 91 se descubri6 el gen XIST, que era un mRNA de 15 a 17 Kb, que va recubriendo el
cromosoma. Se expresa en los dos cromosomas, pero en una fase en uno de ellos se estabiliza
mientras que en el otro se inactiva la expresion. El cromosoma sobre el que se estabiliza es el
que se inactivara.

La presencia de XIST es necesaria para la inactivacion. Por translocacion de XIST a autosomas,
se vio que estos sufrian inactivacion incipiente en presencia de XIST. El mecanismo clave para
la inactivacion de X aun se desconoce. Lyon ha propuesto que no se requieren secuencias
especiales para la inactivacion.

Existen diferencias en el contenido de DNA repetitivo entre cromosoma X y autosomas. Los
LINEs de tipo 1 son mas frecuentes en X (26%) que en los autosomas (13%). Los LINEs estan
especialmente metilados e hipoacetilados. Se cree que pueden estar implicados en la progresion
de la inactivacion.

El mantenimiento de la inactivacion se desconoce, pero si se sabe que el gen XIST no es
necesario para mantener la inactivacion.

Se cree que la metilacion del cromosoma en exceso, en las islas CpG puede estar implicada en
el mantenimiento de la inactivacion. También la replicacion mas tardia en la fase S puede
intervenir en el proceso.

Cromosomas sexuales y diferenciacion sexual
Inactivacion del cromosoma X
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XIST no parece estar implicado en el proceso de recuento de cromosomas X. En el 99 se
descubrio el gen Tsix, que se transcribe en direccion contraria a XIST. Actia de manera similar
a un antagonista de XIST. Se cree que puede estar implicado en la inactivacion, pero que no es
un mecanismo necesario y suficiente para determinar qué cromosoma sera el inactivado. El gen
Xce parece estar implicado en la expresion de XIST, sin embargo no es suficiente para la
inactivacion de X.

Falta por determinar un factor desconocido que determinara qué cromosoma se inactivara. Se
trata de un factor de desarrollo o de bloque.

Evolucion de los cromosomas sexuales

Las homologias existentes entre X e Y parecen indicar que ambos provienen de un par
homomorfico ancestral. Posiblemente la aparicion de un mecanismo de determinacion del sexo
forz6 una limitacion de la recombinacion, ya que SRY debe permanecer en un cromosomas. Los
demas genes de Y pierden su importancia y empiezan a perder funciones. Se van acumulando
mutaciones y se van produciendo pérdidas de fragmentos. Cabe entonces preguntarse si el
futuro que le espera al cromosoma Y es la desaparicion.

Existen regiones en el Xp que parecen provenir de translocaciones recientes, de hace unos 100
millones de afios, cuando sucedio la separacién de los monotremas. La region contiene genes
que escapan a la inactivacion.

Ohno enunci6 una ley que afirma que hay una gran similitud entre los cromosomas X de los
distintos mamiferos. Seria una region que provendria de cromosomas autosémicos, ya que la
distribucion de LINEs es diferente a la del resto del cromosoma.

Alteraciones cromosomicas y cancer
Evolucion de los cromosomas sexuales
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Alteraciones cromosémicas y cancer

Se trata de un problema muy grave. Provoca el 20% de las muertes y el 10% del gasto sanitario.
Se cree que podra llegar a producir el 30- 40% de las muertes en el futuro.

El cancer es una enfermedad extremadamente | Tumor Tejido

compleja, ya que existen muchos tipos de
tumores diferentes, pero una caracteristica |Carcinoma Epitelial
comun  es la  proliferacion  celular
descontrolada, lo que se conoce como |Sarcoma  Conjuntivo
neoplasia. Dependiendo del tipo de neoplasia
pueden sufrir metastasis. Distinguimos muchos |Linfoma  Tejido linfoide
tipos de tumores, en funcion del tejido al que
afecten, como se puede ver en la tabla de la | Glioma Sistema nervioso

derecha.
Leucemia Sangre o células hematopoyéticas

Normalmente se daran en la vida adulta,

aunque se pueden dar en la época infantil, con mayor gravedad en ese caso. Tienen un caracter
clonico, todos provienen de una misma célula.

Vision genética y hereditaria
Existe un componente genético y ambiental.

Los sucesos genéticos son la base de la carcinogénesis. Se trata de sucesos genético somaticos,
no heredables. Tan solo en menos del 5% son heredables.

Los sucesos genéticos, las mutaciones, son inevitables, debido a la tasa de mutacion 10° x el
ntmero de células 10", lo que da una frecuencia de 10%. Se cree que deben darse 6 mutaciones
para que se inicie el proceso, por lo que 10°9° x 10" = 102

La relevancia de estos sucesos genéticos sera variable. Los problemas serdn las mutaciones que
afecten a la proliferacion celular, porque a mas divisiones, mas riesgo de mutaciéon. Ademas,
otras mutaciones peligrosas son las que afectan a la estabilidad del genoma, ya que incrementan
la tasa de mutacion.

La mayoria de los canceres afectan a células somaticas. Como ya se ha dicho seran
especialmente sensibles los genes del ciclo celular y los encargados de regular la estabilidad del
genoma.

Existe la posibilidad de que se pueda heredar una cierta susceptibilidad a sufrir un tumor, pero
no el tumor en si, tan solo en el 5% de los casos. La susceptibilidad no serd en ninglin caso
segin un patron de herencia monogénica mendeliana, siempre se tratard de patrones
poligénicos, muy complejos. Ademads, normalmente habra penetrancia incompleta. Por ultimo,
se ha de considerar que existen determinados agentes cancerigenos, que inciden en las
posibilidades. Para estudiar esto es de especial interés la inmigracion.

USA Japon Inmigrantes japoneses en USA
Cancer de colon 5% 0,5% 5%
Cancer gastrico Riesgo bajo Riesgo elevado Riesgo bajo

Como se observa en la tabla habra aspectos sociales que influiran.

Alteraciones cromosOmicas y cancer
Vision genética y hereditaria
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Desde el punto de vista genético podemos clasificar los genes susceptibles en oncogenes y
genes supresores de tumores. Normalmente puede bastar una mutacion Gain Of Function (GOF)
en un oncogen para que aparezca el tumor. Sera necesaria una mutacion Loss Of Function
(LOF) en los dos alelos de un gen supresor de tumores para que se manifieste el tumor.

Oncogenes

Las copias no mutadas de estos genes se conocen como protooncogenes. En la forma no mutada
podran tener diferentes funciones, muchas de ellas ligadas a diferentes vias de sefializacion. El
cambio GOF puede ser cuantitativo o cualitativo. Normalmente serdn mutaciones dominantes
las que produciran tumores.

Se han estudiado muchos oncogenes por estudios de transduccion in vitro. Una fuente de
conocimiento adicional seran los virus que provocan tumores en los animales. Los mas
importantes de estos son los retrovirus. Se observoé mediante estos estudios que muchos virus
llevaban genes similares a los humanos, pero mutados.

La activacion de los oncogenes se debe a cambios somaticos en la mayoria de los casos, aunque
hay algunas excepciones, como en el caso de RET, donde se produce una mutacion GOF de
caracter hereditario.

Mecanismo de inicio de un tumor

Mutaciones puntuales

H- RAS 1. Se trata de un factor de transduccion. Esta en su forma activa acoplado al receptor.
Se conoce mutaciones que ralentizan o inhiben la inactivacion de RAS. Se han visto mutaciones
en este gen en cancer de colon, de mama, de vejiga,....

Anomalias cromosomicas

Es un factor comun, en mucho canceres, sobre todo en las etapas mas violentas y tardias. Se
conocen desde hace mucho. Se observd que habia reorganizaciones cromosomicas ligadas a
tumores.

Un ejemplo puede ser lo que se conoce como cromosoma Philadelphia, que es responsable de
mas del 95% de los casos de leucemia mieloide cronica (CML). Se produce una translocacion
entre 9 y 22. El cromosoma 22 cede un fragmento de su brazo largo por un fragmento distal de
9q, con lo que se crea el cromosoma. Se ha trasladado un protooncogen, una proteina tirosina
kinasa hacia una region conocida como BCR. Se pierde el primer exdn con este cambio, y se
crea un nuevo gen, que se transcribira, dando lugar a una quimera, con funcion tirosina kinasa y
propiedades transformantes aberrantes.

Se conocen mucho genes quiméricos asociados a tumores.

También se pueden dar translocaciones que resulten en la aparicion de un tumor. Se puede
trasladar un protooncogen a un dominio de cromatina activa. Esto es lo que sucede en el caso
del linfoma de Burkitt, con el gen myc. Si se de una translocacion, la expresion del gen se
dispara. Myc se expresa mucho en linfocitos

En otros casos se ha detectado un proceso que se conoce como amplificacion. Este proceso
implica un aumento de copias del gen. Pueden aparecer como pequefios cromosomas, o bien
como amplificaciones en tandem, en zonas de tincion homogénea (HSR). Estos cambios se
pueden detectar por CGH, hibridacion genética comparativa, técnica con un poder de resolucion
de 5a 10 Mb.

Alteraciones cromosomicas y cancer
Vision genética y hereditaria
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Genes supresores de tumores(TS)

Deberan inactivarse ambas copias para que se inicie un proceso tumoral. Normalmente
intervienen en procesos clave del ciclo celular.

Se conocen muchos genes TS. Han sido identificados y descubiertos a partir de clonaje
posicional en algunos canceres hereditarios. Se han determinado también por pérdida de
heterocigosidad.

El caso mas conocido es el del retinoblastoma. Se trata de un cancer juvenil. En la mayoria de
los casos, 60%, es espontaneo y unilateral, mientras que en el 40% de los casos es hereditario y
bilateral. A nivel celular se comporta de manera recesiva, pero a nivel del organismo sera
dominan, pero con penetrancia incompleta. Si un individuo es sano, sera dificil que sufra el
tumor, pero tiene una copia sera muy posible.

Knudson estableci6 la teoria que se conoce como de “two hits”. La pérdida del alelo salvaje se
puede dar de muchas maneras, como se ve en los esquemas de las fotocopias (17.9). Existe una
reduccion de la heterocigosidad en los procesos tumorales. En muchos casos, mutaciones que
afecten a TS implicaran que sucedan grandes deleciones. Los marcadores pasaran a tener
entonces una Unica copia. Podremos comprar con células sanas para ver los marcadores
normales.

Se ha de tener en cuenta que no necesariamente todos los tumores presentaran el patroén
mencionado de mutacion puntual y pérdida de heterocigosidad. En tumores avanzados habra
pérdidas de heterocigosidad en todos los genes, por lo que no se podra determinar el gen
responsable. En todos los tumores habra, entre las células cancerosas, células normales, que
permitiran ver los heterocigotos.

Una alternativa seria como ya se ha dicho el uso de hibridacién gendmica comparativa, ya sea
con cromosomas enteros o bien con microarrays.

La segunda pérdida de funcion podria deberse a una pérdida de funciéon de un TS, debido a
metilacion del marcador. En este caso podria volverse a la situacion anterior por desmetilacion.

La alteracion de la proteina p53 puede dar lugar al inicio de un proceso canceroso, ya que p53
controla la calidad del DNA en la célula. Se ha de tener en cuenta que las células solo se
dividiran si la integridad del DNA es la adecuada. Si no lo es, se entrara en un proceso de
reparacion, que si se lleva a cabo de manera exitosa provocara la entrada en division, pero que si
fracasa provocara que la célula entre en apoptosis. Sin p53 este proceso no se realizara de
manera correcta.

En algunos retinoblastomas se han encontrado mutaciones heredables de p53.

Ademas de oncogenes y TS se cree que puede haber otros genes implicados en la etiologia del
cancer.

En algunos tumores pueden estar implicadas aneuploidias. Se estan intentando identificar
caracteristicas comunes. En glioblastoma parece haber aneuploidias del cromosoma 10, y en
carcinoma renal aneuplodias del 7. Debera existir un mecanismo que controle la estabilidad
genomica.

Existen muchos caminos que llevan a la inestabilidad

Mutacion en NER (Nucleotide Escission Repair) en los 2 alelos, junto con algiin agente que
desestabilice en DNA. Puede ser el origen de la XP.

Mutacion en MMR (Mis — Match Repair) en los 2 alelos. Aumenta los errores en la replicacion.

Alteraciones cromosOmicas y cancer
Vision genética y hereditaria
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Existen determinados elementos genéticos que demuestran que hay inestabilidad genética
vinculada a cancer.

En mutaciones en NER se ha visto que se genera NIN, inestabilidad nucleotidica. Sera necesario
por lo tanto un impacto ambiental que provoque la mutacion para que se inicie el tumor.

Las mutaciones MMR provocan MIN. Se ha visto en algunos canceres de colon esporadicos que
hay una cierta inestabilidad en los microsatélites. Se ha visto que igual ocurria en algunos
canceres hereditarios. Se creyo que igual se podia relacionar con los genes mutadores de E.coli
(mut H y mut L). Se trata de dos enzimas de reparacion. Se han identificado por lo menos 6
genes similares en el hombre, en cromosoma 2, 3 y 7. Si las dos copias estan inactivas, las
mutaciones se van acumulando, hasta que afecten a algin oncogen o TS.

Las mutaciones MSC producen CIN, inestabilidad cromosémica. Es mucho mas frecuente que
los anteriores. Puede producir aneuploidias. Parece haber ademas una relacion antagoénica con la
MIN. Si se da un tipo de inestabilidad no se da el otro tipo. A través de fusiones celulares se vio
que al juntar CIN y MIN, se reparaba MIN, pero que nunca se reparaba CIN. Se concluyo que
habia una mutacion dominante que provocaba las CIN. Cuando falle alguno de los genes
implicado en el control cromosomico se dara la CIN.

Actualmente se empiezan a estudiar los genes implicados en todos estos procesos. No se sabe si
puede existir algun tipo de inestabilidad ligada a las translocaciones.

Se ha de tener en cuenta que pueden existir anomalias cromosémicas que no seran el origen del
cancer, sino que seran resultado de ¢él.

Gencética de rasgos complejos
Vision genética y hereditaria
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Genética de rasgos complejos

Desde antes de los afios 50 se hacia estudios de ligamiento, pero eran muy limitados, debido a la
escasez de marcadores. Mas adelante, con los adelantos en genética molecular se han
conseguido identificar todos los genes responsables de las enfermedades mendelianas.

Actualmente se ha centrado el estudio en enfermedades complejas. En estos casos no existe
correspondencia univoca entre genotipo y fenotipo, por lo que el analisis genético sera
complejo. Se han de tener en cuenta una serie de caracteristicas.

Penetrancia incompleta y fenocopias. El fenotipo puede venir o bien del genotipo o del
ambiente. En el caso del cancer de mama se da una mutacion en el gen BRCALI

Heterogeneidad genética. La enfermedad puede estar causada por distintos loci.
Herencia poligénica. Se trata en muchos casos de fenotipos cuantitativos, cualitativos.

Elevada frecuencia poblacional de los alelos implicados. Se cree que la APO E4 puede estar
relacionada con enfermedades coronarias, € incluso con Alzheimer. La frecuencia del alelo varia
en funcion de las poblaciones. En el norte de Europa es del 15%, en el Mediterraneo es del 25%,
mientras que en Africa es del 35%. Es posible que se trate de mutaciones con origenes
diferentes. Al considerarlas todas en conjunto perdemos poder de resolucion.

Mecanismos de transmision particulares. X fragil,...

Factores ambientales. El mismo genotipo, en ambientes diferentes, puede dar lugar a fenotipos
diferentes.

Aproximacion a la base genética de un rasgo no mendeliano

Lo primero que se debe hacer es saber si tiene base genética. Para hacer esto se hacen estudios
familiares, midiendo lo que se conoce como Riesgo Relativo(Ag). Es el riesgo de un individuo
de sufrir una enfermedad si tiene un pariente afectado, respecto a un individuo que no tenga
ningun familiar enfermo. Siempre se referira a un grado de parentesco determinado. Si el Ay es
mayor de 10, sera facil encontrar la base genética, pero si es menor de 10, como ocurre en la
mayoria de los casos, sera mas complejo. Se deben hacer estudios de epidemiologia genética,
buscando los patrones de incidencia familiar y poblacional.

Se ha estudiado en muchos casos también la heredabilidad. Para eso se han hecho estudios de
gemelos. Se comparan los grados de incidencia de la enfermedad entre gemelos monocigéticos
y dicigéticos. Ademads, también se pueden comparar los grados de incidencia en monocigoéticos
que hayan crecido juntos y monocigéticos que creciesen separados. Esto permitird comprar los
rasgos, ya sean cualitativos o cuantitativos. A partir de ensayos con diferentes gemelos se
pueden obtener las diferentes penetrancias. Todos estos estudios tienen graves limitaciones. El
efectivo muestral es muy reducido. La separacion entre los gemelos puede no ser total. Ademas,
se pueden dar sesgos de discernimiento, ya que en muchos casos se potencian las similitudes de
manera artificial. Por ltimo, estos estudios no diferencian entre los rasgos genéticos y los
efectos ambientales intrauterinos.

Genética de rasgos complejos
Aproximacion a la base genética de un rasgo no mendeliano
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Se han hecho también lo que se conoce como estudios de adopcion. Se rastrean nifios que sufran
una enfermedad, y los compararan con los padres, tanto bioldgicos, como adoptivos. También
se puede comparar una familia con algin miembro que sufra la enfermedad con los nifios
adoptados, para ver si sufren al enfermedad. Estos estudios tienen limitaciones, ya que en
muchos casos faltard informacion de la familia biologica. Ademas, la eleccion de los padres
adoptivos no se hace de manera aleatoria.

Otras aproximaciones a esto se han hecho a partir de grupos migratorios. Se busca un grupo
migratorio, y se mira si en el rasgo a estudiar se parece mas a la poblacion inicial, con lo que
seria un rasgo predominantemente genético, o a la poblacion de acogida, con lo que sera
principalmente ambiental.

Modelo poligénico de caracteres cuantitativos

Se trata normalmente de diferentes genes aditivos e independientes, que inciden de manera
similar sobre el fenotipo. Se da el fendmeno que se conoce como regresion a la media. La
heredabilidad es: h>=V/Vr. Se conoce como medida de los efectos génicos al desplazamiento
y/o proporcion de varianza explicada por un locus.

Se ha creado el modelo umbral. Se trata de la extension del modelo poligénico a rasgos
discontinuos o dicotomicos. En cierta manera se trata de medir una variable de susceptibilidad.
A partir de un cierto valor umbral de susceptibilidad, se sufrira la enfermedad.

Puede medirse facilmente el efecto de los genes independientes. Se conoce como GRR al riesgo
relativo asociado a genotipo.

Rasgos oligogenéticos

Tan solo estan implicados unos pocos genes en la parte genética del rasgo. De estos genes,
algunos tendran una influencia mayor.

Andlisis segregacional

Es la principal herramienta estadistica para analisis de la herencia de rasgos no mendelianos.
Son métodos complejos, con disefios muy complicados. Pueden dar informacion de la presencia
de un gen dominante o codominante que explique un alto porcentaje de la enfermedad.

Identificacion de genes de rasgos complejos

Es necesaria una definicion precisa del rasgo. Se ha de identificar bien, mediante fenotipos
homogéneos, con una caracterizacion clara de la edad de aparicion, asi como de la historia
familiar. Sera necesario conocer la severidad del rasgo. Es de utilidad conocer su presencia en
grupos genéticamente aislados.

Andalisis de ligamiento paramétrico
Se ha de considerar si existe cosegregacion entre un marcador y el gen de la enfermedad. A

partir de un pedigri se podran elaborar modelos:

Probabilidad (Datos/H1)
LR= = 7= logLR
Probabilidad (Datos/HO)

Si Z es mayor a 3, entonces existira alguna indicacion de que puede haber ligamiento. Este es un
modelo muy potente para caracteres mendelianos, pero no para caracteres complejos. Se han
desarrollado métodos de andlisis no paramétricos. En estos métodos se preguntan si los

Gencética de rasgos complejos
Modelo poligénico de caracteres cuantitativos
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parientes enfermos comparten un mismo gen, si lo hacen con la frecuencia esperada. Se trata del
allele sharing.

Las regiones candidatas seran demasiado grandes para pasar a hacer un analisis poblacional. La
interpretacion de los resultados serd muy importante.

Se conoce como asociacion a la relacion estadistica entre 2 fendmenos. La asociacion entre
alelos y fenotipos es diferente al ligamiento. Asociacion sera ligamiento si la familia abarca toda
la poblacion.

Genoma humano
Modelo poligénico de caracteres cuantitativos
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Genoma humano
Genoma nuclear 99.9995% Aprox. 3x10° pb (n) 30.000 genes?
Genoma mitocondrial 0,0005% 16,6 x10° pb 37 genes

Nos centraremos solo en el genoma nuclear. Esta distribuido en 24 moléculas diferentes, los
cromosomas. Son de tamarfio variable, desde las 45 Mb del cromosoma 21 a las 279 Mb del
cromosoma 1. Cada célula tiene sus copias de los cromosomas. 2n en las somaticas y n en las
germinales.

Composicion

Aproximadamente el 41% del genoma son G+C. La distribucion de las bases no es homogénea.
Normalmente los genes estan situados en regiones ricas en GC, no en regiones con AT. Hay
muy pocos dinucledtidos CpG, menos de los esperados, tan solo un 5%. En vertebrados, CpG es
una sefial de metilacion. La C metilada puede ser inestable y desaminada a T.

Existen islas CpG, donde si que encontramos el dinucléotido en la frecuencia esperada. Suelen
estar en regiones promotoras de genes, donde encontramos frecuencias de mas del 50%. Esas
islas tienen entre 500 y 1500 pb. Hacia 3’ de las islas habra normalmente un gen, ya que la isla
esta en el promotor. Las CpG de las islas no suelen estar metiladas, porque los genes estaran
activos. Se ha calculado que aproximadamente hay unas 28.000 islas en el genoma.

El nimero de genes que componen el genoma humano ha generado controversia en los ultimos
tiempos. Existen actualmente 2 proyectos que todavia tratan de determinar el nimero exacto, el
IHGSC y Celera Genomics. Estima que puede haber entre 30.000 y 40.000 genes. Dada la
diferencia con la prevision, parece ser que el splicing diferencial tendra mas importancia de la
que se le atribuia.

Un método usado para la secuenciacion son las EST, Expressed Sequence Tags. Son secuencias
cortas, de unas 300 pb de cDNA. Sirven de marcadores de genes que se expresan.

La densidad génica del genoma humano es muy variable. Podemos encontrar zonas ricas, con 1
gen cada 20 Kb, y otras regiones pobres, con 1 gen cada 200 Kb. La estima segun la
secuenciacion es de unos 9 — 14 genes por Mb.

Aproximadamente el 44,8% del genoma esta formado por elementos repetitivos, como SINEs,
LINEs, LTPs y transposones.

Se pueden hacer mapas del genoma.
Mapa fisico

Se asignan los genes a una localizacion, usando distancias especificas.
Mapa genético

Se basa en las frecuencias de recombinacion entre lo que queramos mapar. Su unidad son los
cM.

Genoma humano
Mapas fisicos del genoma
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Mapas fisicos del genoma

Dentro de los mapas fisicos hemos de considerar los diferentes métodos.

Meétodos de baja resolucion

Asignan los genes a cromosomas o a regiones cromosomicas. Algunas técnicas pueden ser los
hibridos celulares somaticos o las hibridaciones “in situ”, como un FISH.

M¢étodos de alta resolucion
Algunas de las técnicas empleadas son:

FISH de alta resolucion

Mapaje de restriccion a gran escala (PFGE)

Clonaje en BACs, YACs, cosmidios y construccion de contigs

Secuenciacion

La técnica mas usada para transferir cromosomas es la
fusion de células somaticas. Con polietilenglicol se
permeabilizan las membranas plasmaticas, provocando
su fusion, aunque se trate de células de diferentes
especies. Se trata del método mas usado. Normalmente
se usaban células humanas y células de roedor. En una
primera etapa se forma un heterocarion. Después, por
mitosis, se forma un hibrido. Las células hibridas son
inestables. En sucesivas divisiones iran perdiendo
cromosomas humanos de manera aleatoria. Cada
hibrido tendra un contenido de cromosomas humanos
diferente.

La seleccion de las células se hace en medio HAT,
Hipoxantina — Aminopterina — Timina. Las células
humanas son HPRT" y las de ratén son HPRT". Las
células de raton mueren porque no pueden crecer en
ese medio, mientras que las humanas se dividen
lentamente, por lo que moriran también. So6lo crecen
los hibridos.

Para mapar un gen en un cromosoma debe existir una relacion univoca entre ellos, es decir,
siempre que esté el gen debera estar el cromosoma, y a la inversa.

La presencia del gen se puede detectar por actividad enzimatica, siempre y cuando sea un
enzima y se pueda diferenciar de la de raton. También podemos hacer Southerns o PCRs para

detectar la presencia.

Se han conseguido obtener hibridos monocromaticos, con un unico cromosoma. Para alcanzar
una mayor resolucién se han usado cromosomas con aberraciones cromosoémicas, como

deleciones, para localizar el gen dentro del cromosoma.

\L Heterocaron

Genoma humano
Mapas fisicos del genoma
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Para localizar los genes se pueden usar los hibridos por radiacion. Mediante radiacion X se
provoca la rotura del DNA en las células humanas. El resultado se hibrida con células de roedor,
con lo que se acaban obteniendo hibridos con tan solo un fragmento del cromosoma humano.
Actualmente se pueden usar también hibridos de todo el cromosoma.

Como ya hemos dicho, el gen HPRT es esencial para la diferenciacion entre las células humanas
de las de raton. El problema es que HPRT esta en el cromosoma X, por lo que s6lo podremos
seleccionar los hibridos que tengan ese cromosoma.

Mediante estas técnicas las colecciones de hibridos son grandes. Se han conseguido elaborar
mapas de marcadores para el genoma humano. El principio para hacer mapas de marcadores es
similar al del ligamiento. Cuanto mas proximos estén 2 genes, mas improbable sera que se
separen por accion de la radiacion, de manera que dos marcadores cercanos estaran
frecuentemente en el mismo hibrido.

La frecuencia de rotura (8) entre 2 marcadores va de 0 a 1. Dos fragmentos alejados peden ver
subestimada su distancia si un hibrido incorpora los dos fragmentos

con los marcadores. La funcion de mapa en este caso es la que s D= _In (1-) Centirays
presenta a la derecha. Se ha indicar siempre en la funcién la cantidad

de radiacion empleada. Un ejemplo seria 1cRyg0. Indica una frecuencia de rotura del 1% con
una dosis de 2000 cR. Existen colecciones de hibridos disponibles:

N° de hibridos Ret. Prom. GH. Tam. Prom. Frag.
Genebridge 4 93 32% 25Mb
Stanford 63 84 16% 2,4Mb

Las técnicas “in situ” han permitido un avance en el mapado de los cromosomas. Se suelen
hacer sobre cromosomas metafasicos. Antes las sondas se marcaban con tritio *H. Era de baja
emision y daba resultados finos, pero seguia siendo radiacion y requeria tiempo. Se
desarrollaron entonces otras técnicas, como el FISH.

FISH

La sonda de DNA puede estar marcada de manera directa o indirecta. Da resultados rapidos,
observables mediante un microscopio de fluorescencia. La maxima resolucion alcanzable
mediante un FISH tipico son 2 Mb. Mediante FISH se ha conseguido identificar el cromosoma
que contiene el gen.

Recientes modificaciones han permitido alcanzar FISH de alta resolucién. Para hacerlo no
servian cromosomas metafasicos, era necesario usar cromosomas interfasicos, cuya morfologia
es muy compleja. La resolucion en estos cromosomas interfasicos va desde las 500 hasta
las 50 Kb.

Otra opcion es el uso de cromatina extendida, ECF — FISH. Mediante esta técnica se alcanzan
resoluciones desde 700 hasta 10 Kb. Una opcion reciente es el uso de fibras de DNA
extendidas, Fiber — FISH. Mediante esta técnica se puede ir mas alla de las 10Kb.

Las técnicas de Chromosome painting permiten destacar un cromosoma sobre el resto, dando
resultados muy espectaculares. Se usan sondas marcadas con fluorégenos. Permite ver
aberraciones cromosOmicas. Una ultima opcion es el FISH multicolor, en el cual hay un color
por cromosoma, mediante mezcla de colores.

Genoma humano
Mapas fisicos del genoma
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Mapas de restriccion

La resolucion de estos mapas varia en funcion de la frecuencia en la que esta presente la diana
en el genoma. Aproximadamente se haran cortes de 1Kb. Se han hecho para genomas pequefios,
de no mas de 50 Kb. Para genomas mas grandes se deberia usar enzimas que corten con baja
frecuencia, “rare — cutters”. Reconocen dianas de 6 a 8 nucledtidos, que tengan 1 o mas
dinucledtidos CpG. Algunos ejemplos estan en la tabla.

Smal 5° CCC|GGG 3’ Hasta 78 Kb
Bss H1 5° GCG|CGC 3’ Hasta 390 Kb
Notl 5° GCGG|CCGC 3° Hasta 9 — 10 Mb

Para obtener un DNA de mayor peso se le debe incluir en agarosa. Se mezclan las células en los
bloques de agarosa o “plugs”. Después se debe hacer una digestion de la membrana. Una vez
eliminada la membrana se debe hacer la digestion con los enzimas de restriccion. Una vez hecha
la digestion se deberan separar los fragmentos en un gel de agarosa, en una electroforesis en
campo pulsante, una PFGE. Se pueden separar moléculas de hasta varias Mb. El intervalo de
tamafio depende de la duracion de los pulsos. Para separar moléculas mas grandes se deben
hacer pulsos mas largos.

No es posible hacer mapas de este tipo para todo el genoma humano, aunque si para otros mas
pequeios.

Mapa de clones

Se generan multiples clones, que de manera 6ptima deberan solaparse, para poder hacer un
contig. De manera utopica, el genoma humano deberia tener 24 contigs. El principal problema
radica en que existen gaps, zonas en las que no se solapan los clones.

Los primero que se debe hacer para conseguir mapas de clones es la construccion de genotecas.
Las genotecas deberan tener encabalgamientos, para lo que se realizaran en muchos casos so6lo
digestiones parciales. Una vez tengamos la genoteca deberemos iniciar la construcciéon de
contigs, para lo que necesitaremos vectores que acepten fragmentos grandes.

Vectores de clonaje para fragmentos de DNA de gran tamario
Plasmidos Hasta 10 Kb
Los mas usados son los que se muestran en la tabla.

Cosmidos Unas 10 Kb
YACs

Se trata de moléculas de DNA lineal que se introducen en Fagos A Listia 43 1K

levaduras y que se mantienen en ellas como si fuesen un
cromosoma normal. Para su funcionamiento requieren una serie
de elementos, que ocupan unas 10 —

YACs (1987) Hasta 1 Mb

Centromero L L
15 Kb. Los requerimientos se muestran en la tabla de la izquierda.
, Se trata de uno de los vectores con mas capacidad. Se han hecho
Telomeros , .
genotecas humanas, con un numero de clones variable.
Origen de replicacion Uno de los YACs mas usados es el pYAC 4.

Marcadores seleccionables

Lugar de clonacion

Genoma humano
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pYAC 4

Est4 hecho a partir de un plasmido pBR 322, con genes de levaduras.

URA 3y TRP 1 1 de estos genes en cada brazo del YAC. Marcadores seleccionables.

ARS 1 Origen de replicacion

CEN 4 Secuencia centromérica del cromosoma 4
TEL y TEL Una en cada brazo, actuan como telomeros
SUP 4 Lugar de clonaje

Dianas Bam H1 Linealizacion al digerir con el enzima
Ori y Amp® Replicacién y seleccion en bacterias

Se usa una cepa de levaduras auxotrofica para Ura 3"y Trp 1°. Las que incorporen el vector
pasaran a tener los dos genes funcionales.

La presencia del inserto se comprueba con la inactivacion de SUP 4. Se formaran colonias rojas
en lugar de blancas si la cepa es ade 2.1, una mutacion que provoca la aparicion de un codon
stop ocre, con lo que se acumula un pigmento rojo. Si SUP 4 esta activo, permitira superar ese
codon y las colonias serian blancas.

Pero los YACs no son perfectos, tienen algunos inconvenientes.
Inestabilidad
Hay un elevado porcentaje de clones que tienen secuencias repetidas, que dan lugar a clones
con deleciones, debido a recombinaciones. Para solucionar este problema se usan cepas
deficientes en recombinacion. Pese a todo tienen poca eficiencia.
Quimerismo
El inserto puede abarcar 2 o mas fragmentos, debido a la alta capacidad de los YACs. Los
contigs daran como adyacentes zonas que en realidad no lo son. Esto se puede paliar si se dan
redundancias.
Se han desarrollado otros posibles vectores:
Vectores derivados del fago P1 Hasta 135 Kb
Vectores BACs Se basan en el plasmido F. Llegan hasta las 300 Kb

PACs Unas 300 Kb, pero mejores que los BACs

Genoma humano
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Existen 2 técnicas basicas para las construccion del contig.

Chromosome Walking

A partir de diferentes clones, se aislan los extremos, que se usan como sondas para detectar
otros clones que posean el mismo fragmento. Este proceso se va repitiendo con los demas
clones.

El problema que plantea esta técnica es el del DNA repetido. Si se llega a un fragmento que
acaba con una secuencia repetitiva, entonces no se podrd seguir el proceso, porque la sonda
basada en esa secuencia se unird a muchos clones. Esto se puede solucionar parcialmente
bloqueando las secuencias repetitivas.

Normalmente con este método no se puede pasar de las 15 — 20 Kb.
Fingerprinting

Se basa en buscar patrones de identificacion de los clones.

Se puede hacer de diferentes maneras.

Patrones de restriccion. Se usan enzimas de restriccion.

DNA repetitivo

Alu PCR. Se usan primers en las secuencias Alu. Esto da una serie de bandas.

STSs. (Sequence Tag Site). Son secuencias cortas de DNA, de 100 a 500 pb. Estan una tnica
vez en el genoma. Son facilmente detectables. Existen muchos mapas de STS. Sera suficiente
con mirar las STS de los clones.

ESTs. Son secuencias expresadas, se establecen a partir de cDNA. Existe una relacion con las
STS. No todas las STS son EST, pero si la mayoria de EST seran STS, con excepcion de las uqe
pertenezcan a familias génicas.

A partir del contig no tendremos todavia la referencia en el cromosoma. Si no esta mapado el
cromosoma, no podremos localizar el contig.

El proyecto genoma humano se realizo a partir de BACs.

Mapas genéticos
Mapas fisicos del genoma
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Mapas genéticos
Se basan en la frecuencia de recombinacion entre marcadores. Son anélisis genéticos.
Suelen ir ligados a estudios familiares, para poder analizar la segregacion de cromosomas.

Se ha de recordar siempre que la frecuencia de recombinaciéon no puede superar el 0,5. Una
frecuencia de recombinacion (0) de 0,5 indica independencia, mientras que una de 0 indica
ligamiento total.

La fuerza del ligamiento permite saber la distancia a la que se encuentran los loci. La unidad
basica de ligamiento es el Morgan, que es la longitud del genoma en la que se observa un
entrecruzamiento por meiosis. Por razones practicas se usa mas a menudo el cM, que es la
distancia a la que se observa recombinacion del 1%.

Ha de existir relacion entre la frecuencia de recombinacion y la distancia genética.

Haldane enuncio lo que se conoce como la funcion de mapa: w = - % In (I-
26). El resultado de la funcion se da en Morgan. En la tabla de la izquierda
se pueden ver algunos valores en distancias genéticas basados en la
frecuencia de recombinacion, usando la funcién de mapa.

0
10% 0,10 11 cM

o
w0 Gl B0 el También ha de haber una relacion entre las distancias fisicas y las

distancias genéticas. El genoma humano se estim6 en principio en unos
3000 cM, pero actualmente se estima mas bien en 4300 cM. En funcion de las dos estimas 1 cM
puede ser 1 Mb o 0,7 Mb, respectivamente.

El valor exacto de la relacion dependera de la localizacion en el leM d Aprox. 1,05 Mb

genoma y del sexo, ya que en mujeres la distancia es menor, como
se ve en la tabla de la izquierda. Normalmente se considerara el
promedio, o bien se daran ambos valores por separado.

1cM @ Aprox. 0,7 Mb

Para poder hacer mapas genéticos necesitaremos mapas de marcadores. Los marcadores mas
adecuados seran aquellos que estén lo mas cerca posible del locus que queramos mapar. Cuando
se inicié el mapado, habia marcadores de 20 a 10 de separacion, repartidos por todo el genoma.
Para localizar y clonar el gen, seran necesarios marcadores mas cercanos, a 1 cM. Actualmente
ya estan disponibles estos tipos de marcadores.

Marcadores genéticos

Es basico en un marcador genético que sea polimodrfico, para que haya un elevado porcentaje de
posibilidades de que una persona al azar sea heterozigota.

Los primeros marcadores que se usaban eran proteinas, pero a partir del 75 aparecieron los
marcadores de DNA.

RFLPs (Restriction Fragment Length Polimorfism)

Se trata simplemente de polimorfismos en dianas de restriccion.

Antiguamente se hacia por Southern, pero ahora se usa PCR. Se cree que puede haber unos
10.000 loci, pero el inconveniente es que son poco polimorficos, sélo tienen dos alelos.

Mapas genéticos
Marcadores genéticos
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SSLPs (Single Sequence Length Polimorfism)

Abarcan lo que antes se conocia como VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) o
minisatélites y los STRs (Short Tandem Repeats) o microsatélites.

Se trata de series de secuencias repetidas, con variaciones en la longitud. La variacion esta en el
numero de veces que se repite.

VNTRs (Variable Number Tandem Repeats)

Son de 20 a 50 repeticiones de 25 pb. Presentan muchos inconvenientes. Son demasiado largas,
y no estan repartidas por el genoma, sino que se acumulan en los extremos.

STRs (Short Tandem Repeats)

Son secuencias mas cortas, de 2 a 4 nucledtidos, repetidas de 10 a 20 veces. Estan repartidas de
manera homogénea por el genoma.

Los microsatélites mas comunes son (CA)n. Estan distribuidos de manera homogénea por todo
el genoma. La mayoria de mapas existentes se basan en ellos.

SNPs (Single Nucleotide Polimorfism)

Poco polimérficos normalmente, de hecho suelen ser bialélicos. La gran ventaja que tienen es
que son muy abundantes. Se calcula que debe haber 1 cada 1200/1500 pb. Los mecanismos de
reconocimiento son automaticos actualmente. La mayoria suelen ser bialélicos por las escasas
posibilidades de que una mutacion afecte en dos ocasiones a una misma base.

Los marcadores que se usan para los mapas fisicos y genéticos tienen diferencias. La clave de
los marcadores que se usan para los mapas genéticos es que deben ser polimorficos, mientras
que para los fisicos no es necesario que lo sean. El gran requisito de los marcadores para los
mapas fisicos es que han de ser facilmente detectables. Se da el caso de que los STS sirven para
hacer mapas fisicos, pero pueden ser polimorficos.

Para construir mapas genéticos necesitamos meiosis informativas. Estas meiosis permiten
reconocer las combinaciones paternas de los recombinantes. No valdran entonces ni
homocigotos ni la mitad de los casos en que los padres sean heterocigotos, porque en ese caso el
hijo también lo sera.

Informatividad de un marcador

La heterocigosidad (H) es la probabilidad de que una persona al azar sea noz
heterocigota. i=

) Ademas, existe otra funcion, llamada PIC, Polimorfism
PIC=1-% Piz_zzgpiepf Information Content, como se muestra a la izquierda. En Ia tabla
= it inferior se muestran las diferencias entre ambas funciones.

Alelos Heterocigosidad PIC
2 (0,5/0,5) 0,5 0,375
2 (0,4/0,6) 0,48 0,365
2 (0,1/0,9) 0,18 0,164
4 (0,25 cada uno) 0,75 0,70
10 (0,1 cada uno) 0,90 0,89

Mapas genéticos
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El primer paso que se debe dar siempre es calcular las frecuencias de recombinacion, que
deberan ser significativamente inferiores a 0,5, para que no haya independencia. Una vez
calculada la frecuencia de recombinacion (0) se debe calcular el “lod score”. Si es posible
debemos determinar si dos alelos de loci diferentes estan o no en el mismo cromosoma. Si
sabemos cual con cual, conocemos la fase. Se ha de tener en cuenta para caso dudosos, con la
frecuencia de recombinacion baja.

El “lod score” compara 2 probabilidades. Se compara la probabilidad de tener los datos teniendo
los loci ligados en una determinada frecuencia, con las probabilidades de tener esos datos si no
estan ligados.

Probabilidad Datos si hay ligamiento (6=x)
lod (Z2)=
Probabilidad Datos si no hay ligamiento (6=0,5)

El valor que da la Z mas alta es el valor de 6 mas probable. Normalmente se calculan con
ordenadores, pero se podria hacer a mano.

Para calcular el lod deberemos tener en cuenta si los loci pueden estar ligados, con una
frecuencia 0, con lo que las probabilidades de que se una meiosis sin recombinacion seran 1-6,
mientras que las probabilidades de que se de una recombinacién sera 6. Si los loci no estan
ligados, las dos probabilidades seran 0,5. En las fotocopias vemos algunos ejemplos para
calcular el lod score. Se ha de tener en cuenta que si hay recombinantes, a 6=0, la Z=-00. Sila Z
es mayor o igual a 3, se aceptara que hay ligamiento. Si la z es menor de —2 no habra
ligamiento, se considerard como exclusion de ligamiento. Todos los valores entre estos 2 no
seran concluyentes. Se trata de limites muy estrictos. A partir del lod score se pueden
representar graficas, que mostraran las frecuencias de recombinacion mas probables. Se calcula
que harian falta unas 20 meiosis informativas para llegar al nivel de significancia deseado.

Normalmente al analizar enfermedades no se tienen familias grandes. Para poder llegar a
resultados concluyentes se deberan juntar familias. Se sumaran sus lod scores. Para poder sumar
deberan ser homogéneas.

Mapas de mualtiple puntos (Multipoint)

Son 1tiles para establecer el orden de una serie de loci ligados. El objetivo es situar el gen de la
enfermedad entre los marcadores. Para hacerlos se usan programas informaticos.

Estos programas colocan el locus en distintos puntos y calculan el lod con respecto a los
marcadores. Entonces se hace una curva y donde esté el valor mas alto, ese sera el punto donde
con mayor probabilidad se encontrara el locus. Normalmente no dard un pico, sino una meseta.
Ademas, permitira excluir algunos marcadores, alli donde la curva baje de —2.

En Paris encontramos las familias CEPH, que se usan para hacer mapas genéticos. Se trata de
familias que tienen 4 abuelos disponibles y como minimo 6 individuos de la tercera generacion.
Se hicieron células inmortalizadas de todos los miembros de esas familias.

Como siempre, para descubrir el locus serd necesario conocer las caracteristicas de la
enfermedad, como puede ser heterogeneidad, herencia o penetrancia incompleta.

Mapas genéticos
Mapas de multiple puntos (Multipoint)
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Se debe acotar el mapeado.
Analisis de recombinantes

Se miran otros marcadores que mapen cerca, tan cerca que no existe recombinacion entre
ellos. También es importante buscar marcadores que si recombinen para acotar ain mas el gen
que buscamos.

Siempre sera mejor usar recombinantes afectados, porque los no afectados podran tener
penetrancia incompleta.

Desequilibrio de ligamiento

Las proporciones en que se daran los diferentes ligamientos dependeran de las frecuencias
génicas, siempre y cuando se esté en equilibrio. Hay excepciones si se da desquilibrio. Se
puede dar asociacion de diferentes alelos de diferentes loci en un marcador.

La explicacion mas corriente del desequilibrio es el efecto fundador. La mayoria de
cromosomas que llevaran la enfermedad tendran un antepasado comun.

En los esquemas vemos un ejemplo de fibrosis quistica y con el sindrome de rotura Nijmegen
Homocigosidad

Sélo se puede aplicar en el caso de familias consanguineas. Permite deducir la posicion del
gen por la busqueda de unos marcadores contiguos adyacentes. Es de mas utilidad en casos de
recesividad. Los alelos responsables seran copias de un mismo alelo en un antepasado comun.

El mapaje permite acotar el gen de la enfermedad en una zona. Para aislarlo y estudiarlo es
necesario volver al mapa fisico, para lo que es necesario conocer la correspondencia entre los
mapas.

Métodos de identificacion de genes
Mapas de multiple puntos (Multipoint)
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Métodos de identificacién de genes

Existen 2 aproximaciones posibles.

Inspeccién informatica

La primera aproximacion posible es la inspeccion informatica de la secuencia, buscando
caracteristicas asociadas a genes. De hecho esto consiste basicamente en la buisqueda de ORFs.
Todos se inicia con ATG, y deben concluir con un codén stop, que puede ser TAG, TAA o
TGA. Pero cada secuencia tiene 6 posibles pautas de lectura.

Ademas, se han de considerar las posibilidades de que se den esas combinaciones por azar. Se
dan por azar cada 100 — 200 pb. Consideraremos entonces sélo las secuencias mas largas.

En procariotas resulta mas sencillo, porque no hay intrones, lo que complica el proceso en
eucariotas. Al analizar eucariotas los programas informaticos buscaran automaticamente las
fronteras entre intrén y exon.

Se pueden buscar también las secuencias reguladoras en 5°.
Métodos experimentales

Zoo Blot

Se basa en la conservacion de secuencias en la evolucion y en el hecho de que la mayoria de
mutaciones que afecten a un gen seran deletéreas. Basicamente consiste en un Southern de
diferentes especies.

Hibridacién sobre Northern

Se busca la expresion. Si es un gen se expresaran en forma de RNA. Se hace un Northern y se
hibrida usando el clon como sonda.

Exon trapping

En un gen habra exones e intrones que podran sufrir splicing. Se requiere un vector especial
para usar esta técnica.
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cDNA selection

Se usa un clon de DNA genémico, ya sea un YAC, BAC,... como sonda sobre la genoteca de
cDNA.

M¢étodos de identificacion de genes
Meétodos experimentales
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El altimo paso a realizar sera compararlo con la copia de un individuo enfermo
Estrategia de clonacion de genes

Clonaje funcional

Solo se puede hacer si se conoce la causa bioquimica de la enfermedad. A partir de la proteina
se determina la secuencia de aminoacidos. A partir de ésta se establece la secuencia
nucleotidica, que se usa como sonda sobre la biblioteca de cDNA. El clon resultante se usara
como sonda sobre una genoteca gendmica.

Esta fue la aproximacion que permitio la identificacion del gen de la hemofilia A, el factor VIII,
y de muchas enfermedades lisosomales.

Clonaje de genes candidatos

Soélo se conocen los sintomas, pero a partir de estos se puede intentar determinar qué proteina
esta afectada. Se amplifica el gen de esa proteina para ver si es el responsable.

De hecho esta técnica ha servido mas para descartar genes candidatos que para identificar
responsable.

Clonaje posicional

No se conoce cual puede ser la proteina responsable. Lo primero que se debera hacer sera mapar
el gen en una determinada posicion cromosémica, como ya hemos visto. Si se observa que los
afectados tienen alguna anomalia cromosomica cabe suponer que el gen estara alli. Si no sucede
asi se deberan hacer analisis de ligamiento. La maxima resolucion que podran alcanzar serd de 1
Mb, a partir de ahi se deberan analizar los genes uno a uno. Desde 1986 a 1995 se han
conseguido identificar 50 genes responsables de enfermedades, tardando unos 2 afios por gen.
El gen que mas ha costado ha sido el responsable de la corea de Huntington. Los genes
responsables de la fibrosis quistica y de la distrofia muscular de Duchenne también han sido
identificados asi.

Esto ha permitido la elaboracion de un mapa transcripcional mas complejo.

Clonaje de genes candidatos posicional

Lo primero que deberemos hacer sera acotar el gen en una posicion. Una vez hecho esto se
podra ir a las bases de datos para buscar los genes proximos. A partir de ahi se podran buscar las
mutaciones.

Hasta ahora se han identificado principalmente los genes responsables de enfermedades
monogénicas, porque son los mas faciles.

Métodos de identificacion de genes
Fibrosis quistica (CF)
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Fibrosis quistica (CF)

Es una enfermedad autosomica recesiva.

Tiene una de las mas elevadas prevalencias en la raza blanca.

Su incidencia es de 1 cada 2000 — 2500 nifios, con una frecuencia de portadores de 1/25.

Provoca defectos generalizados en las glandulas exocrinas. Los 6rganos mas afectados son
pancreas y pulmones. Se da fibrosis en el pancreas desde el nacimiento. Se produce un moco
muy espeso en los pulmones.

Se debe a un defecto en la secrecion de cloro. Los enfermos tienen mucho cloro en el sudor.

La localizacion del gen se logré gracias al desequilibrio de ligamiento. Los marcadores
empleados fueron RFLPs. Se observd que habia ligamiento con un polimorfismo, la peroxonasa
(PON).

Lo siguiente que se hizo fue aislar mas de 200 RFLPs nuevos, de los cuales todos tenian PIC de
0,3 como minimo. Los que tenian menos no se usaban. Se observo que el DOCRI 917 tenia
ligamiento con la enfermedad.

Se hicieron tablas de lod a partir de 36 familias canadienses y 3 de HGCMR. Se alcanzaban
valores de lod mayores a 3 con 0 de 0,1 0 0,2. Se encontré un maximo de lod de 3,96 con una 0
de 0,14. Daba una distancia de 25 cM.

Se compar6 también el lod entre el marcador y el PON. Daba un lod maximo de 5 con una 6 de
0,05. EI PON podia estar a ambos lados de 917.

Se hizo entonces un analisis multipoint.

Se identificaron marcadores en el cromosoma 7: pJ.3.11. y TCRp. Se hicieron los lod de los
diferentes marcadores con la CF. El pJ.3.11 presenta un lod de 5,24 a 6=0, no recombina. Es un
gran marcador. Se conoce también como D7S8. El TCRp presentaba un lod de 2,06 a 6=0,1.

Mas adelante se identificé otro marcador, situado en el oncogen met, que implicaba la presencia
o ausencia de una diana Tay 1. Se observéd que tenia un lod mayor de 8, 8,65, con 6=0. Se hizo
un gran estudio comparativo de mas d e200 familias, con los dos marcadores, D7S8 y met. Se
observo que los lod eran:

0 Lod
CF Met 0,004 91,01
CF D7S8 0,003 71,28
Por lo tanto, se dedujo que el orden correcto era:

0,3 cM 0,4 cM
D7S8 CF Met

El siguiente paso fue buscar desequilibrio de ligamiento, para ver si habia alelos asociados a la
CF. Se vio que si que existia desequilibrio. Mas adelante se encontraron marcadores entre D7S8
y Met, con los que se calcul6 el desequilibrio. Eran XV2 y KM19

M¢étodos de identificacion de genes
Fibrosis quistica (CF)
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Se hizo un gran estudio de 127 afectados y 159 sanos. Se vio que habia asociaciéon de un
haplotipo con la CF. La mutacion tuvo lugar entre dos marcadores, de manera que los que
tengan ese haplotipo mutado deberan tener el mismo alelo mutante.

La zona se habia limitado a 500 Kb.

Se intentd hacer el contig de la region, mediante chromosome walking. Se hizo a partir de una
genoteca de cosmidos y fagos. Se puede ir avanzando, pero llega un punto en que no se podia
avanzar mas. Se evitdé mediante lo que se conoce como chromosome jumping.

Se consiguid limitar a una zona de 280 Kb. Se construyd un mapa fisico de la region, mediante
enzimas de restriccion de corte infrecuente, “rare cutters”.

Una vez acotada la region se debian identificar los genes. Mediante zoo blot se encontraron 4
regiones conservadas, que eran 4 posible genes.

Tras eso se hizo la hibridacion sobre Northern. De los 4 genes, 2 no encajaban con el patron
tisular esperado, 1 fue descartado y el ultimo parecia no hibridar. Este ultimo gen se hibrido
sobre una genoteca de cDNA obtenido de glandulas sudoriparas. Resulté que so6lo tenian un
trozo del gen, pero que a partir de la genoteca se obtuvo el completo. El gen es de 250 Kb, con
28 exones. La proteina traducida tiene 1480 aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos indicaba que era una proteina de membrana, posiblemente
relacionada con el transporte de iones. Se tuvieron que buscar mutaciones entonces en los
parientes. Hay una mutacion muy frecuente, la AF508. Es muy frecuente, en mas del 70% de los
casos. Esta presente en un haplotipo muy conservado.

Actualmente se han caracterizado unas 300 mutaciones mucho menos frecuentes.

Se nombro6 el gen como CFTR.

Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
Esta situado en el cromosoma X, Xp21.

El clonaje fue facilitado por una caracteristica. Las mujeres afectadas, que tenian una
translocacion entre cromosoma X y autosoma. Fue suficiente buscar un gen en esa zona.

Métodos de identificacion de genes
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
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