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RESUMEN

Los cromosomas artificiales son estructuras con-
feccionadas por ingenieria genética que facilitan el
estudio del genoma y la comprension del funciona-
miento de los cromosomas; ademas, constituyen
posibles vehiculos de transferencia de genes en la
terapia génica. Los primeros en desarrollarse fue-
ron los cromosomas artificiales de levadura, los que
se utilizan para la construccion de librerias de genes.
Mas recientemente se ha obtenido la primera gene-
racion de cromosomas artificiales humanos, los
cuales han presentado una gran estabilidad, persis-
tiendo en los cultivos celulares por varias genera-
ciones.

Palabras claves: cromosomas, ingenieria genética,
enzimas de restriccion.

ABSTRACT

The artificial chromosomes are structures construc-
ted by genetic engineering, which contribute to
improve the genome studies and better knowledge
of chromosome functioning; they are also good
candidadates for gene transfer methods in gene
therapy. The first developed were the yeast artifical
chromosomes (YAC), which have been used in
genes libraries confection. More recently, the first
generation of human artificial chromosomes have
been obtained. They have a good nuclear stability
through sucessive generations.

Keywords: chromosomes, genetic engineering,
restriction enzymes.
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INTRODUCCION

Los cromosomas (cr) son estructuras formadas prin-
cipalmente por ADN y proteinas (). Son visibles por
técnicas de microscopia convencionales cuando sus
elementos se encuentran ordenados en un estado de
hipercondensacion, el cual origina una estructura
compacta que facilita la distribucion equitativa del
material genético a las células hijas durante la divi-
sion celular.

Constan de dos brazos, p y g, unidos por un centro-
metro. Este se puede situar en el medio del cromo-
soma, haciendo que p y q sean iguales (cr meta-cén-
trico), entre el primer tercio y los dos tercios restan-
tes (cr sub-metacéntrico), 0 mas cercano a uno de los
extremos (Cr acrocéntricos).

Durante la interfase del ciclo celular ( el periodo en
el cual la célula no se estd dividiendo activamente,
sino que se encuentra realizando procesos de funcio-
namiento basico y la duplicacion del material genético
para la proxima division celular) los cromosomas
adquieren un estado decondensado que se denomina
cromatina. Asi pues, ambos términos, cromatina y
cromosoma se refieren a una misma entidad (la uni-
dad ADN-proteina), que se presenta en estados de
condensacion distinta durante el ciclo celular.

Para que un cromosoma pueda constituir una estruc-
tura que pueda autorreplicarse y transmitirse en for-
ma estable de una generacion a la siguiente, se ha
determinado que es necesario que el ADN que lo
constituye posea por lo menos 3 tipos de elementos
o grupos de secuencias (nucleotidos o moléculas que
forman el ADN @. Se requieren:

1.  Unorigen de replicacion

2 Un centrometro o secuencias centroméricas
3. Telomeros o secuencias teloméricas
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El origen de replicacion es el sitio o sitios donde
une la maquinaria molecular, (factores de
replicacion, polimerasas), encargada de replicar el
ADN, es decir, de reproducir una nueva copia del
mismo.

El centrometro es el punto en el cual se une el huso
mitotico encargado de dirigir a los cromosomas
hacia polos opuestos, cada uno de los cuales for-
mara una c€lula hija.

Los telémeros son secuencias en tandem, una a cada
extremo del cromosoma, las cuales ayudan a la es-
tabilidad del mismo, evitando que sus extremos se
peguen entre Si, 0 con Otros Cromosomas.

Un cromosoma artificial es una estructura construi-
da con ayuda de técnicas de ingenieria genética con
diversos propdsitos, y que contiene estos 3 tipos de
elementos bésicos. Me referiré a dos tipos de ellos:

1. Los cromosomas artificiales de levadura o
YAC (Yeast Artificial Chromosomes).

.4l [.os cromosomas artificiales humanos o HAC
(Human Artificial Chromosomes).

La Ingenieria Genética y los Cromosomas
Artificiales de Levadura

El proyecto Genoma Humano espera mapear y
secuenciar aproximadamente unos 50.000 a 10.000
genes. Para la genética clinica, la importancia de
esta intencion radica en la posibilidad de determi-
nar los genes involucrados en las enfermedades, y
gracias a este conocimiento, incidir en la preven-
cion de las mismas . Es una labor ardua que se ha
ido facilitando en la medida en que se han desarro-
llado nuevas técnicas de biologia molecular y nue-
vas estrategias para abordar el problema. Este es
uno de los aspectos donde han jugado un papel im-
portante los YACs, los cuales se han utilizado para
construir las llamadas bibliotecas de genes, que fa-
cilitan el proceso de identificacion de nuevos genes.

De los 3 billones de pares de bases que forman el
ADN del nicleo de los seres humanos, solamente
un 5 a 10% tiene una funcion desconocida®, es
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decir, codifica para una proteina, es elemento regu-
lador o tiene una funcion estructural clara. De ma-
nera que encontrar cuando y dénde una determina-
da secuencia de nucleétidos de ADN (los cuales se
disponen de manera irregular, pero no al azar) se
trata de un gen, no es facil y éste constituye el obje-
tivo ultimo de los métodos de mapeamiento.

Para facilitar el analisis del ADN se ha recurrido a
las enzimas de restriccion, verdaderas microtijeras
moleculares © que pueden cortarlo en varias frac-
ciones dependiendo de la existencia o no de los lla-
mados sitios de restriccion (secuencia que €s reco-
nocida por la enzima y donde realiza el corte), que
son especificos para una enzima determinada. Hay
cientos de estas enzimas que se pueden adquirir
comercialmente. Fueron descubiertas por primera
vez en las bacterias; éstas las utilizan para defen-
derse de los virus que las invaden, los cuales a su
vez son secuencias de ADN o ARN.

El ADN de una bacteria que tiene una determinada
enzima de restriccion, se encuentra marcado de una
froma especial, de manera que €sta no le causa dano,
sino que mds bien destruye a los virus invasores o
fagos.

Una vez que se obtienen dichos fragmentos, se pue-
den fabricar constructos con el ADN de otros orga-
nismos, lo que se denomina ADN recombinante.
El ADN al cual se ligan los fragmentos que intere-
sa estudiar (por medio de otra enzima deominada
ligasa), generalmente tiene la cualidad de
autorreplicarse cuando se introducen en un huesped
apropiado; estos constituyen los llamados vectores
de clonacion (VC)©. Se trata de plasmidios (ele-
mentos de ADN que se encuentran dentro de las
bacterias), bacteriofagos (virus que infectan bacte-
rias) o cosmidos (combinacion de plasmidos y
bacteriofagos) que al replicarse dentro de un hués-
ped (generalmente una bacteria), multiplican el
ADN que se ha insertado, originando asi muchas
copias o clones del mencionado fragmento. Si se
divide el genoma entero de una especie dada, y cada
una de esas fracciones se une a un vector de clona-
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miento, y éstos a su vez se introducen en bacterias,
se formaran colonias, cada una de las cuales tiene
muchas copias de una fraccion determinada; el con-
junto de dichas colonias constituye la biblioteca de
genes de dicha especie™. Junto con estos vectores
se introducen marcadores que pueden ser detecta-
dos macroscopicamente por técnicas de hibridacion
por fluorescencia y se pueden utilizar como guia
cuando se busca estudiar una porcion del genoma
que esta cerca de este marcador (lo cual se puede
determinar por estudios de ligamento).

El objetivo de tener clones identificables es el de
tener suficiente material disponible para realizar
todos los ensayos que sean necesarios cuando se
busca un gen dado en una determinada region del
genoma, ya que las técnicas que se utilizan requie-
ren tener cierta cantidad material genético para rea-
lizar los analisis.

Los cromosomas artificiales de levadura son tam-
bién vectores de clonacion. El primer proposito por
el cual fueron disenados, provino de los genetistas
que trabajan con levaduras, los cuales tenian el pro-
posito de utilizarlos para estudiar mejor la estruc-
tura y el comportamiento cromosomico®. sin em-
bargo, Olson y colaboradores en 1987,
implementaron una nueva técnica con ¢l proposito
de poder clonar fragmentos mas largos de ADN
humano en Saccaromyces cerevisiae que los que se
podia clonar en los cosmidos, lo cual facilitaria el
mapeo de los genes humanos . Dividir el genoma
humano en fracciones lo suficientemente pequenas
como para poder introducirlo todo en cosmidos,
requeriria mas de 100.000 clones, en comparacion
de los 10.000 que requieren las bibliotecas
genomicas hechas a partir de YACs .

Los YACs poseen los elementos para propagar un
cromosoma en las levaduras, es decir, un
centrémetro, un origen de replicacion y dos
telomeros, asi como marcadores que permiten la
deteccion de los clones en cultivo'”). Pueden per-
mitir el aislamiento de un ADN de hasta unas 1.000
kilobases*, que es el tamano parecido al de un
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cromosoma de levadura, pero mucho mas pequefio
que el tamano de un cromosoma humano(b,

* 1 kilobase= 1000 nucledtidos

CROMOSOMAS ARTIFICIALES HUMA-
NOS @2

Diez anos mas tarde, en 1997, Harrington y colabo-
radores, del Departamento de Genética y de Centro
de Genética Humana de Cleveland, Ohio, desarro-
llaron este otro tipo de cromosoma artificial.

Uno de sus principales propdsitos era estudiar la
estructura y comportamiento de los cromosomas en
los mamiferos y en especial del ser humano, ya que
estos tienen estructuras mucho mas complejas que
los cromosomas de las levaduras, cuyo funciona-
miento ya se conoce bastante bien. Los cromosomas
humanos tienen un tamano 100 veces mayor que el
de sus homologos de la levadura y sus centrometros
tienen varias megabases de ADN satélite alfa y se
unen a varias docenas de microtibulos, durante la
migracion celular. Se llama ADN satélite, porque
al examinar la densidad de flotacion del ADN
genOmico completo en una columna de Cesio, este
tipo ADN presenta una densidad de flotacion me-
nor que el resto del ADN, y por lo tanto se sitia en
una banda distinta en la columna. El ADN satélite
alfa es un tipo de ADN extragénico (0 sea que €s no
codificante ni tiene relacion con los genes) que tie-
ne secuencias de nucleotidos altamente repetidas
que se presentan en forma de acimulos o grupos de
entre 100 y 5.000 kilobases de longitud.

Otro de sus propositos, era crear un prototipo que
se pudiera convertir en un medio de transferencia
de genes en la terapia génica. La terapia génica
busca corregir los genes defectuosos que causan las
enfermedades genéticas, introduciendo genes nor-
males. Los métodos de transferencia de genes que
estan siendo mayormente utilizados en los ensayos
preclinicos, incluyen a los vectores virales y no
virales. En la terapia génica, el término vector, tic-
ne una connotacion ligeramente distinta a la de los
vectores de clonacion. En este caso se trata de un
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término genérico que incluye a los diversos medios
biologicos, quimicos o fisicos que se utilizan para
transferir genes a las células (3. Los vectores virales
y no virales han presentado dificultades en lo que
concierne constancia en la expresion del gen intro-
ducido. Factores inmunoldgicos contra las células
que tienen el nuevo gen introducido por virus mo-
dificados, y la poca estabilidad de los genes intro-
ducidos por los vectores no virales, son una de las
principales dificultades observadas (4. Varios de
estos problemas podrian ser superados una vez que
los HAC sean perfeccionados.

La hipétesis de trabajo de estos investigadores al
momento de intentar crear estos cromosomas arti-
ficiales consistié en que si se transfectaban
constructos largos en tandem de ADN satélite alfa,
junto con fragmentos de ADN gendémico y
constructos de ADN telomérico, se podrian conse-
guir una variedad de combinaciones unicas, algu-
nas de las cuales tendrian todos los elementos (aque-
llos elementos basicos mencionados anteriormente)
para formar un micromosoma mitoticamente esta-
ble, substancialmente mas pequefio que los
cromosomas humanos endogenos.

Estos elementos fueron transfectados a la linea ce-
lular del fibrosarcoma humano HT1080 y se obtu-
vieron 3 tipos de nuevas estructuras cromosomicas
que contenian ADN satélite alfa.

En el primer tipo, el ADN satélite alfa fue integra-
do en el brazo de un cromosoma humano endogeno.

En el segundo, este elemento se localizaba en el
extremo de un cromosoma endogeno, el cual pare-
cia haber sido truncado, si se le comparaba con los
homdlogos normales vistos en la linea HT1080.

El tercer tipo de estructura se trataba de un
microcromosoma de novo, en el cual se localiza el
ADN satélite alfa transfectado, asi como ADN
genémico conteniendo origenes de replicacion y
ADN telomérico.

Luego de 6 meses de cultivo, se retuvieron los
microcromosomas en todos los clones en un alto
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porcentaje (29-100%), lo que da una eficiencia de
segregacion por generacion de 99,5% a 99,9%.

Esta gran estabilidad, asi como la falta de inmuno-
genicidad que se espera tengan estos microcro-
mosomas, podria constituirlos en las herramientas
ideales para la terapia génica. Aun se encuentran
en una fase muy preliminar de experimentacion.
Falta conocer mas sobre la arquitectura nuclear, y
sobre su tolerancia a recibir material genético ex-
terno, asi como posibles interferencias de este nue-
vo material en el funcionamiento del engranaje nu-
clear. Resta ademds saber como funcionan otros
elementos de regulacion de la estructura del com-
portamiento cromosémicos que optimicen su futu-
ra utilizacion como vehiculos terapéuticos.

Tanto los cromosomas artificiales humanos, como
los de levadura, constituyen un buen ejemplo de
como la ciencia estd utilizando los elementos que
encuentra en la naturaleza para fabricar nuevas es-
tructuras que no son el resultado de una experien-
cia evolutiva de millones de anos como la que po-
see todo el aparato biologico.
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