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REVISION DE BIBLIOGRAFIA

UTILIZACION DE LAS CELULAS SOMATICAS EN LA LOCALIZACION

(MAPEO) DE LOS GENES HUMANOS

Hasta hace cinco 2fios la localizacién {mapeo) de Ios genes
humanos en sus respectivos 23 pares de cromosomas, excep-
tuando el cromosoma X, era casi imposible, Pero con los
recientes avances en las técnicas de hibridizacion de células
somdticas, complementadas con las también nuevas técnicas
de coloracién diferencial de los cromosomas, se ha abierto
un enorme campo de investigacién en biclogfa, especial-
mente en la genética de los mamiferos entre los cuales
estd el hombre,

Este tipo de estudios se utiliza en la actualidad no sblo para
Jocalizar los genes en los cromosomas, sino también para
Conocer come es regulada la expresién de los genes en la
célula, e incluso, para dilucidar problemas bdsicos en biolo-
gia como sen la diferenciacién celutar, el desarrollo y la
evolucién,

En el presente trabajo se resumirdn los logros mds recientes
que se han hecho en el campo de la hibridizacion de células
somidticas como técnica para establecer grupos de kligamien-
to de genes en la especie humana.

- La hibridizaci6n de cflulas somaticas comsiste en fusicnar
dos cflulas de una misma especie 0 de especies diferentes,
En esencia el procedimiento es sencillo. Para ello, por ejem-
plo, se co—cultivan en el laboratorio células de dos especies
diferentes, digamos fibroblastos humanos y células de ra-
tén,

Espontineamente las células de las dos especies, pueden fu-
sionarse, pero en la prdctica esta fusién se puede incre-
mentar adicionsndole al medio en el cual estdn creciendo,
agentes tales como lisoleciting ¢ virus Sendai inactivados,
los cuales inducen la formacién de puentes intercelulares
entre cflulas adyacentes. La fusién produce un heterocarién
binucleado (dos nicleos distintos en un mismo citoplasma)
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el cual al suftir Ja primera mitosis da lugar a oélulas hibridas
hijas mononucleadas, las cuales contienen los dos conjuntos
de cromosomas de las células “parentales” originales
{Handmaker, 1973; Klebe, 1970; Ricciuti, 1973; Ruddle,
1974). Las células hfbridas resultantes de la fusién entre
células somdticas humanas y de rat6n, tienen tres importan-
tes atributos que hacen de ellas un material aptopiado para
€l andlisis de grupos de ligamiento de genes en la especie
humana. Estos atributos son:

(1) Los cromosomas de las dos especies son muy diferentes
en tamafio, morfologfa y constitucidn biofisica. Los cromo-
somas de ratén son todos acrocéntricns, mientras que los
cromosomas humanos son casi todos sub y metacéntricos.
Ademds de utilizar la posicién del centrémerd, para identifi-
car los cromosomas se cuenta en la actualidad con una serie
de técnicas citoldgicas como son las de coloracién diferen-
cial (quinacrina, Giemsa, etc.), las cuales producen unos
patrones de bandas en ellos dnicos para cada especie (Chen,
1971; Ruddle, 1974). Por otra parte, los cromosomas de
raién poseen un tipo Gnico de DNA (DNA satélite) el cual
no se presenta en ¢l genoma humano.

(2) Los aminodcidos de la gran mayorfa de las proteinas
homélogas entre el hombre y el ratén son diferentes, Esto
es uma consecuencia de la divergencia evolutiva entre las dos
especies. En la prictica esto servirfa para recolectar un gran
numero de marcadores genéticos (en el hombre y en el
ratén), los cuales se podrian utilizar para el andlisis aquf
mencionado, Fenotipicamente estas diferencias bioquimi-
cas se pueden detectar por medio de electroforesis (Ri-
eciuti, 1973; Ruddle, 1970).

(3) En las oflulas hibridas “hombre—raton” los cromoso-
mas hwmanos se van eliminando preferencial y paulatina-
menie, probablemente debido a la no disyuncién o a otro
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mecanismo que iodavia no estd ¢laro (Handmaker, 1973).
Este proceso es andlogo a la segregacién penética que se
produce en la meiosis. Una célula humana normal posee 46
cromosomas v una célula normal de ratén posee 40 cromo-
somas. Se espera que una oflula hibrida entte las dos ante-
riores fesulte con un nimero total de 86 cromozomas, pero
en la prictica, después e varias generaciones de cultivo, los
hibridos presentan entre 41 y 55 cromosomas, dentro de
los cuales siempre estdn presentes los 40 del roedor. La
eliminacion de los cromosomas humanos es al azar lo que
permite aislar clones hibridos que retienen uno o poquisi-
mos cromosomas humanos determinados.

El andlisis de grupos de ligamiento {mapeo} en la especie

humana opera en base a los tres atributos anteriores utili-

zando la hibridizacién entre células somdticss como técnica
principal.

;C6mo saber cuando dos genes estin localizados en el mis-
mo cromosoma (ligados)? Partiendo de ia base de que los
cromosomas son eliminados como un todo y no en frag-
mentos, si dos genes estin localizados en un mismo cromo-
soma, hay dos alternativag: ambos son eliminados ¢ ambos
permanecen en el clon hibrido. Bstos genes son llamados
sintémicos, Analizande Ia produccién de enzimas humanas
en varios clones, fcilmente se puede obtener informacidn
acerca de la sintenia de los genes correspondientes. El liga-
miento y la localizacién de éstos se estudia, observando
cuales productos genéticos (generalmente enzimas) apare-
cen consistentemente en un determinado clon y hiepo
observando cual cromosoma aparece siempre asociado con
determinado producto. A continuacién se muestran unos
resultados hipotéticos (Tabla 1).
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Segin estos resultados podemos decir que las enzimas 1 y
[l estdn ligadas a un mismo cromosoma debide a que pre-
sentan sintenia. Ademds, podemos decir que las anteriores
enzimas estdn localizadas en el cromosoma nfimero dos, Por
atra parte la enzima I1 se le asignarfa al cromosoma niimero
1, Cuando se trabaja con un gran nimero de marcas genéti-
cas, las combinaciones matemdticas posibles son muy nume-
rosas, lo cual hace o veces necesario ef empleo de computa-
dores para el andlisis de los datos. Sin embargo, manufactu-
rando un cuadro sencilio compuesto por la informacion de

pocos clones hibridos, por ejemplo, tres {Tabla 2), cada wno

de los cuales contiene diferentes combinaciones binarias de
pares de cromosomss, las cuales se representan por “+” y
“.." es posible saber casi con absoluta seguridad en que

cromosoma estd focalizado el gen responsable de 1a codifica-
cién de un determinado producto genético,
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Fjernplo: Si una enzima solo se detecta en el clon hibrido
C, haciendo un andlisis vertical del cuadro anterior, es 1ogi-
co suponer que dicha enzima debe estar localizada en el
cromosoma 7. En la misma forma, si una enzima solamente
se detecta en el clon A es lgico suponer que el gen respon-
sable de dicho producto esti localizado en el cromosoma 4,

Mediante este método ha sido posible en los vltimos afios,
mapear mds de S0 genes distintos en 18 cromosomas huma-
nos; muchos de estos estAn asociados a enfermedades here-
ditarias tales comc la deficiencia en laenzima hexosamini-
dasa la cual estd relacionada con la enfermedad de
Tay—Sach. Este tipo ds resultados aumentan la probabili-
dad de predecir el riesgo de que nazcan nifios anormales
mediante e] examen prenatat del feto,

Después de conocer por ¢l método anterior en qué cromo-
somas estdn determinados. genes, la pregunta siguiente seria
zen gué regidn de cada cromosoma estdn estos genes? Ha-
ciendo uso de reordenamientos cromosdmicos tales como
translocaciones vy deficiencias, inducidas o espontdneas,
combindndolas con las técnicas de coloracidn diferencial
mencionadas anteriormente, se ha empezado a obtener los
primeros resultados respecto a este interrogante. Por ejem-
plo, por andlisis de drboles genealégicos se sabia que los
genes responsables de la codificacion de las enzimas fosfo-
giceratokinasa (PGK), glucosa 6— fosfato deshidrogenasa
(G6PD), € hipoxantina—guanina—fosforibosil transferasa
(HGPRT), estaban ligados al sexo, o sea, localizades en el
cromosoma X. Ahora, utilizando la hibridizacién de células
somdticas y algunos reordenamientos cromosémicos se sabe
que estos tres  genes estdn localizados en el brazo largo del
mismo cromosoma en el siguiente orden: centrémerc, PGK,
HGPRT, G6PD (Ricciuti, 1973). Otro ejemplo es el caso deal
gen responsable de la codificacion de la enzima timidina
kinasa (TK); en uh principio se localiz6 en el cromosoma
17, hoy se sabe. que estd en la parte media del brazo largo
de dicho cromosoma.

Por lo reciente de estos estudics, todavia existen crotno-
somas a 103 cuales no se les ha podido asignar genes tales
como ¢l cromosoma 8, el 9 y el Y (McKusick, 1973, Per-
nod, 1974; Renwick, 1971; Ruddle, 1973; Ruddle, 1974),

Lo descrito anteriormente corresponde al mapeo de genes
“constitutivos™ o sea, genes que se expresan durante todala
vida de la célula, ¥ en la mayoria de los diferentes tipos de
cfluias, Hay otras dos clases de genes: aquellos que se ex-
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presan solamente cuando la célula es expuesta ta un agente
externo especifico, y aquellos que se expresan continua-
mente per® s6lo en células especializadas. El mapeo de estos
genes requiere de técnicas diferentes y posiblemente pro-
porcionard luces sobre los mecanismos de regulaci6n genéh-
ca (Handmaker, 1973).

El primer caso 10 podemos ilustrar con el interferén que es
una proteina producida por las células de los mamiferos, a
las cuales confiers proteccidn contra el ataque de virus,

Aungue hasta el presente no se sabe como actiia, s un caso

de intensa investigacidn porque potencialmenie ofrece
buenag perspectivas para el tratamiento de las enfermedades
virales. Muchas de sus propiedades son especificas para cada
especie. Se ha encontrado que dos cromosomas, el 2y el 5,
fienen que estar presentes simultdneamente, para que haya
induccién de interfer6n, La mterpretacmn que se tieng
3l respecto es que cada cromosoma mencionado, lleva un
gen cuya activided es necesaria para la pmduccién del inter-
ferén humano,

En igual forma se ha visto que el sitio receptor para el virus
de la poliomielitis depende de un gen localizado en el cro-
mosoma 19,

Respecto a 1os genes que solo se expresan en células especia-
lizadas se han hecho recientemente interesantes hallazgos
utilizando también células somaticas hibridas, pero con di-
ferentes técnicas, motivo por el cual, no son mencionadas
en este resumen. '
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En sfntesis, los estudios mencionados abren nuevas y gran-
des posibilidades al andlisis genético, especialmente en or-
ganismos tales como el hombre que por su periodo de gene-
raciones tan largo, ademds de otros factores, son dificiles de
abordar con las técnicas genéticas convencionales, Es facil
comprender que cada Pécnica cientifica nueva tiene proble-
mas ¥ perspectivas (Ruddle, 1970).

Entre las perspectivas en ¢l campo de la biclogia basica
figuran las posibles investigaciones con las especies mis re-
presentativas del orden Primate. Por ejemplo, ya se han
iniciado hibridizaciones entre células de primates con céhu-
Ias de roedores,

Ios andlisis de ligamiento gue se hagan en estos grupos
taxondmicos pueden revelar con mds precisién las relacio-
nes evolutivas existentes entre ellos asi como un estimstivo
de Ia rata de divergencia evelutiva, especiatmente cuando se
combinen estos resultados con los que se tienen sobre cons-
titucién cromosérnica y secuenciz de aminodcidos en las
proteinas de dichos especimenes {Ruddle 1973).

Es importante aclarar que mediante las técnicas actuales de
hibridizacién celular atn no es posible confeccionar mapas
de ligamienic tan precisos como los que se han elaborado
en eucariotes inferiores e incluso en procariotes. Para ello
serd necesatio desarrollar nuevas técnicas,
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