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La respuesta a un gran nimero de problemas en Bio-
logia y Patologia Molecular pasa por el andlisis de DNA.
Dos caracteristicas, en gran parte contrapuestas, definen
funcionalmente el DNA: estabilidad y mutabilidad. La pri-
mera es la base de la transmision hereditaria de caracte-
risticas y enfermedades. En la mutabilidad del DNA resi-
de la capacidad de evolucion y la flexibilidad de los seres
vivos en su adaptacion al medio ambiente.

En la practica médica, el anlisis de DNA va enfocado
eminentemente a la deteccion de mutaciones responsa-
bles de enfermedades. En principio, cualquier diferencia
en la secuencia de DNA distinta de la secuencia normal
del genoma humano es una mutacion. En términos coti-
dianos, usamos «mutacion» para cambios en la secuencia
de DNA asociados a una condicion patologica. Ahora
bien, la inmensa mayoria de cambios en la secuencia de
nuestro genoma no implica enfermedad alguna, sino que
son la base de la variabilidad dentro de la norma en nues-
tra especie; a estos cambios les llamamos polimorfismos.

La estrategia a seguir en el analisis de DNA depende
logicamente del objetivo del mismo: detectar un cierto
tipo de mutacién en la mayoria de los casos. En funcion
de esto se hace la eleccion de la técnica que mas eficien-
temente la detecta, dentro de las posibilidades tecnol6-
gicas del laboratorio en cuestion. La técnica seleccionada
determina a su vez qué grado de purificacion e integri-
dad del DNA es preciso y, por tanto, qué muestra biolo-
gica es valida como fuente de DNA.

Tipos de mutaciones:

En la tabla | se recogen los tipos de mutaciones impli-
cados en patologia humana.

1. Mutaciones puntuales: Los cambios de una sola
base son un tipo frecuente de mutacion y tienen conse-
cuencias muy variadas.

1.1.  Con alteracion de la transcripcion: En ciertos ca-
sos, las mutaciones puntuales afectan regiones criticas,

Correspondencia: Dr. Eduardo Salido Ruiz.
Departamento de Anatomia Patologica.
Facultad de Medicina.

Universidad de La Laguna.

La Laguna, Tenerife.

promotores, que controlan la transcripcion. Asi, por ejem-
plo, un cambio de A a G en el promotor del gen del fac-
tor IX de la coagulacion hace que factores transcripciona-
les esenciales no se unan al promotor (fig. 1) y, por tanto,
los niveles de transcripcion son muy bajos; de ahi que los
pacientes sufran hemofilia B'.

1.2. Con alteracion del procesado del mRNA: En
otros casos, cambios de una sola base afectan el proceso
de «splicing», por el cual las regiones intronicas son ele-
minadas del mRNA nuclear. Este es el caso de las muta-
ciones que afectan los dinucledtidos de los extremos 5’
(siempre GT) y 3’ (siempre AG) de los intrones. En talase-
mias de origen mediterraneo se ha descrito una mutacion
de A a G en el extremo 3’ (AG) del intron 2 del gen de
la cadena beta de la hemoglobina (fig. 2). Esto hace que
el mRNA sea procesado de modo aberrante, incluyendo
porciones del intron 2 en el exén 32

1.3. Con alteraciéon de la traduccion y localizacion
proteica: Otras veces, la mutacion puntual afecta la tra-
duccion proteica, de modo que la localizacion celular de
la proteina se ve alterada. Asi, un tercio de los pacientes
con hiperoxaluria primaria tienen una mutacion en la por-
cién 5’ de la. alanina-gliosilato aminotransferasa (AGT)?
que parece ser responsable de que la traduccion proteica
del mRNA incluya varios codones adicionales en el extre-

Tablal. Tipos de mutaciones

1. Cambios de base (mutaciones puntuales):

— Con alteracion de la transcripcion.

— Con alteracién del procesado del mRNA.

— Con alteracién de la traduccion y localizacion proteica.
— De sentido erroneo.

— Sin sentido.

2. Deleciones:

— Con cambio del marco de lectura.
— Con pérdida de codones.
— Delecion de todo un gen o genes contiguos.

3. Inserciones:

— Con cambio de marco de lectura.

— Con ganancia de codones.

— Duplicacion de todo un gen o region genomica.
— De elementos repetitivos.

4, DNA inestable.
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Fig. 1.=Mutacién A-G en la regi6n préxima al inicio de transcripcién ()
del gen del factor IX de Ia coagulacién, que resulta en unos niveles
de transcripcion insuficientes. El rectangulo hace referencia al exon y
su parte solida a la zona codificante para proteina.
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Fig. 2—Mutacién A-G en el duplete receptor AG del intrén 2, que
resulta en un splicing anormal, que usa una secuencia TTITCTTTCAG
presente dentro del propio intron 2 como receptor del fenémeno de
splicing. El resultado es que una porcion del intron 2 queda
englobada en el exén 3 (F3).

mo amino terminal de la AGT. Estos codones extra con-
tienen una senal de localizacion mitocondrial, por lo que
la AGT es transportada a la mitocondria en lugar de ir a
los peroxisomas (fig. 3). Como en el humano la mayor par-
te de la sintesis de glioxilato tiene lugar en los peroxiso-
mas hepaticos, la AGT es incapaz de llevar a cabo su fun-
cion destoxificadora de glioxilato si se encuentra localiza-
da en las mitocondrias. No obstante, existen ain puntos
oscuros en la patogenia de esta mutacion de la AGT.
1.4. Con significado errbneo o «missense»: Existen
numerosos ejemplos en patologia humana en que una
mutacion puntual supone un cambio de codén que hace
que la proteina tenga un aminoacido distinto de la se-
cuencia normal. De hecho, el primer ejemplo de patolo-
gia molecular consiste en una mutacién puntual «missen-
se»: el grupo de Pauling* demostré que la anemia falci-
forme era el resultado de la presencia de una hemoglo-
bina anormal (HbS), y posteriormente se comprob6 que
la HbS resulta de la presencia de valina en la posicion 6
de la cadena beta de la hemoglobina, donde normalmen-
te va glutamico®. Este cambio de aminoacido es el resul-
tado de una mutacion puntual de A a T en el codén sex-
to del gen de la cadena beta de la hemoglobina® (fig. 4).
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1.5. Sin significado o «nonsense»: En estos casos, las
mutaciones puntuales transforman un codén codificante
de aminodcido en un codén de parada (TAG, TAA o TGA),
lo que resulta en una proteina truncada en ese punto. Asi,
por ejemplo, una mutacion puntual en el exon 11 del gen
de la fibrosis quistica (CFTR) consiste en un cambio de la
G aTen el codon 542, lo que conlleva una parada de la
traduccion proteica en lugar de incorporar un aminoaci-
do glicina en este punto (fig. 5). La proteina CFTR, de 1.480
aminoacidos en condiciones normales, queda truncada a
los primeros 541 aminoécidos, con pérdida de su funcion
en el transporte de cloro.

Aun cuando un cambio de base en la DNA puede dar
lugar a las mutaciones descritas previamente, en la mayo-
Ha de los casos estos cambios son silentes, es decir, no
se asocian a enfermedad, sino que dan lugar a polimor-
fismos a nivel de DNA. Este es el caso de%a mayoria de
los cambios que afectan a regiones no codificantes del ge-
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Fig. 3.—Mutacidn en la region 5’ del gen alanina-glioxilato
aminotransferasa, que resulta en la codificacién de una secuencia
senial que dirige la proteina a la mitocondria en lugar de ir al
peroxisoma. Este defecto molecular de la hiperoxaluria primaria
presenta puntos oscuros en su explicacién que han sido omitidos en
esta simplificacién.
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Fig. 4.—Mutacién A-T en el codén 6 de la cadena beta de fa
hemoglobina, que resulta en la anemia falciforme. Esta mutacién
afecta la diana del enzima de restriccion Mstll (CCTNAGG), por lo que
el alelo mutado (B%) es cortado por Mstll en un fragmento de

1,35 kb, mientras que el alelo normal (84) lo es en dos fragmentos de
1,15 y 0,2 kb.



CFTR EXON 11

___’ ]__1

GGA

\

TGA

STOP ===== CFIR TRUNCADO

Fig. 5.—Mutacién G542X del gen CFIR de la fibrosis quistica, que
resulta del cambio G-T en el codén 542 (GGA), gue se convierte en
un codén de parada (TGA) y, por tanto, la proteina queda truncada
en este punto.

noma o bien implican la tercera base del triplete (codon),
lo que en la mayoria de los casos no altera la traduccion
proteica o, incluso si el cambio de base se traduce en un
aminoacido distinto, la proteina en su conjunto funciona
normalmente. Uno de los cambios de base mas frecuen-
tes es la mutacion puntual de C a T, donde C forma par-
te de dupletes CG en los que C esta metilada (metil-C).
Cuando metil-C pierde el grupo -NH, (deaminacion es-
pontaneo o inducida por mutagenos), se transforma en
T. Este tipo de mutacion se ha observado frecuentemen-
te asociada a enfermerdad, pero también es la base de
polimorfismos corrientes; de ahi que enzimas de restric-
cion (ver después) que incluyen la secuencia CG en su dia-
na —tales como Tagl (T"CGA)— sean muy (tiles en la de-
teccion de polimorfismos.

2. Deleciones e inserciones: Un nimero importante
de mutaciones consisten en la pérdida (delecion) o ga-
nancia (insercion) de material genético.

2.1. Con alteracion del marco de lectura: Cuando el
namero de pares de bases perdido o ganado no es mil-
tiplo de tres, la consecuencia de deleciones e inserciones
es similar: alteracion del marco de lectura del mRNA, de
modo que la secuencia del mRNA 3’ a la mutacion cam-
bia totalmente de significado y la proteina tiene una se-
cuencia de aminoacidos completamente distinta, apare-
ciendo con frecuencia codones de parada. Un ejemplo
clasico de alteracion del marco de lectura es el que da lu-
gar al grupo sanguineo O a partir del grupo A7 (fig. 6A).
El antigeno de grupo A resulta de la glicosilacion de la pro-
teina H por parte de la glicosiltransferasa A. La delecion
de una G en el gen de la glicosiltransferasa altera el mar-
co de lectura, de modo que la secuencia de la proteina,
que en este caso se conoce como glicoproteina O, es dis-
tinta e incapaz de glicosilar la proteina H. Si bien éste es
un claro ejemplo de polimorfismo, ya que no conlleva en-
fermedad, los efectos de alteraciones del marco de lectu-
ra tienen una repercusion tan importante en la estructura
proteica que con frecuencia se asocian a enfermedad.
Este es el caso de la insercion de 4 bases (TATC) en el
gen de la hexosaminidasa A® (fig. 6B), que da lugar a una
proteina truncada en la enfermedad de Tay-Sachs porque,
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después de cuatro codones en marco de lectura erroneo,
aparece un codon de parada (TGA).

2.2. Sin alteraciones del marco de lectura: Cuando el
nimero de bases implicadas en la insercion o delecion
es tres o un miltiplo pequeno de tres, el resultado es una
proteina con uno o varios aminoacidos de mas o de me-
nos. Estas modificaciones discretas de la estructura pro-
teica no se traducen siempre en pérdida de funcion, pero
existen ejemplos donde la pérdida de un solo aminoaci-
do en una region critica de la proteina anula la funcion
de la misma. La mutacion mas frecuente del gen de la fi-
brosis quistica CFTR consiste precisamente en la delecion
de las bases CTT (fig. 7), con pérdida del aminoacido fe-
nilalanina-508, en una de los dominios de union a ATP
del CFTR, lo que resulta en pérdida de funcion® ™.

2.3. Deleciones e inserciones grandes: Deleciones de
grandes porciones de un gen, la totalidad del mismo o in-
cluso varios genes contiguos resultan casi siempre en pér-
dida de funcion. En determinadas enfermedades, la ma-
yoria de las mutaciones implicadas son del tipo delecion
grande; tal es el caso de la distrofia muscular de Duchen-

®

Leu Val val  Thr Pro
CTC GTG GT('li/A_CC CCTT

CTC GTG GTA CCC CTT
Pro Leu ..

ABO "A”
ABO "O”

Arg  lle  Ser Tyr Gly Pro Asp

HEXA CGT ATA TC?@' GCC CCT GAC
TAY SACHS CGT ATA TCT ATC CTA TGC CCC TGA

Arg lle Ser lle Leu Cys Pro Stop

Fig. 6.—A) Delecién de una G en el gen de la glicosiltransferasa A,
responsable del grupo sanguineo A, que resulta en un cambio del
marco de lectura que da lugar a una proteina no funcional propia del
rupo sanguineo O. B) Insercién de cuatro bases TATC en el gen de
2 hexosaminidasa A, que resulta en cambio del marco de lectura,
con aparicién de un codén de parada (TGA) después de cuatro
aminoacidos.

lle lle Phe Gly Val
CFTR ATC - ATC - TTT - GGT - GTT
L
VAN
ATC - ATT - GGT - GTT
lle lle Gly Val

Fig. 7.—Delecién F508 del gen CFIR de la fibrosis quistica, donde se
pierde el triplete CTT, pero el resto de la secuencia queda indemne.
No obstante, la proteina CFIR sin el aminoacido fenilalanina 508, en
la region de unién a ATP de la molécula, no es funcional.
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fig. 8.—Delecion def gen de la sulfasa esteroidea (STS) por
recombinacion homéloga desigual entre secuencias répetidas $232 a
ambos lados del mismo. La flecha indica la recombinacion que
genera la delecion que se muestra en la parte inferior'del grafico.

ne (DMD) y del déficit de sulfatasa esteroidea (STS). Feno-
menos de recombinacion genética entre varios genes de
una familia o entre secuencias homélogas no codifican-
tes se han visto implicados como mecanismo causal de
estas deleciones. Asi, por ejemplo, recombinacion entre
los elementos no codificantes 5232 localizados a ambos
lados del gen STS (fig. 8) resulta en deleciones de las casi
dos mebagases comprendidas entre ellos .

2.4. Inserciones de elementos repetitivos: Un 15 %
de nuestro genoma consiste en DNA de secuencia repe-
titiva y se halla disperso, entremezclado con genes de se-
cuencia (nica. Existen dos familias principales de elemen-
tos repetitivos: Alu, elementos de unas 300 bases repeti-
dos medio millén de veces en el genoma; y L1, elemen-
tos de hasta 6.000 bases repetidos unas 10.000 veces en
el genoma. El papel que los elementos repetitivos juegan
en el genoma es desconocido y existe la sospecha de que
se trata de secuencias «egoistas» sin otra funcion que la
de perpetuarse a si mismas. Tanto secuencias Alu como
L7 pueden causar enfermedad por uno de estos meca-
nismos: recombinacion entre secuencias homologas con
pérdida, delecion, del fragmento de DNA intermedio; y
disrupcion de un gen por insercion de elementos repeti-
tivos que interrumpen la secuencia. Este es el caso de cier-
tas mutaciones de la hemofilia A, donde elementos L7 se
han visto insertados en el gen del factor VIl de la coagu-
lacion 2,

3. DNA inestable: En el Gltimo afo se han descrito
los tres primeros ejemplos de mutaciones debidas a se-
cuencias de DNA inestables, que contienen un nimero
variable de trinucledtidos repetidos n veces. El anélisis mo-
lecular de las secuencias inestables ha permitido explicar
fenémenos genéticos como el de anticipacion (generacio-
nes sucesivas en una misma familia tienen formas de la
enfermedad més severas o de aparicion mas temprana),
que era bien conocido en la distrofia miotonica, o la pa-
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radoja de Sherman (las madres y las hijas de varones asin-
tomaticos portadores del sindrome del X fragil tienen ries-
gos muy distintos de tener descendencia con retraso
mental). La mutacion del sindrome del X fragil consiste en
una secuencia de DNA inestable debido a cambios en el
numero de copias repetidas del trinucleétido CCG locali-
zados en la region 5 del gen FMR-1%3, Curiosamente, el
namero de repeticiones del trinucle6tido aumenta cuan-
do la mutacién es transmitida por mujeres, mientras que
permanece constante o se reduce cuando es transmitida
por hombres; retraso mental importante se asocia a ni-
meros elevados de secuencias repetidas. En los casos de
la distrofia mioténica y de la enfermedad de Kennedy, el
trinucledtido que se repite es AGC, en los genes de la pro-
tein kinasa DM-1" y del receptor de androgenos™, res-
pectivamente,

Extraccion y purificacion de DNA

Dada la estabilidad de la doble cadena de DNA, nu-
merosas muestras biologicas son (tiles como fuente de
DNA. En principio, cualquier muestra que contenga célu-
las nucleadas, desde un lavado bucal hasta un fragmento
tisular, pasando por la mas frecuentemente usada mues-
tra de sangre, es valida para analisis de DNA. De igual
modo, liquidos biologicos son validos para andlisis de
DNA de gérmenes. En cuanto a la estabilidad de la mues-
tra una vez tomada, aunque el procedimiento ideal es ha-
cer la extraccion del DNA de inmediato y almacenarlo re-
frigerado, es posible conseguir DNA (til para analisis a par-
tir de tejidos conservados en parafina. Es més, con la tec-
nologia de que disponemos en la actualidad es incluso
posible cierto tipo de analisis a partir de DNA anciano,
conservado en momias de miles de afos .

La calidad del DNA extraido viene definida por el tama-
Ao medio de molécula obtenido. Teéricamente, todo el
DNA de un cromosoma podria obtenerse como una sola
molécula de 50 millones de pares de bases (cromosoma
21, el mas pequerio) hasta 250 millones de pares de ba-
ses (cromosoma 1, el més grande). Sin embargo, la gran
sensibilidad al cizallamiento debida a la propia estructura
del DNA {una cadena de hasta 15 cm de largo —cromo-
soma 1—, pero solo 2 nm de didmetro) hace que normal-
mente se purifique DNA de tamaiio medio muy inferior
a una megabase. Cuando el tipo de analisis requiere DNA
de alto peso molecular es preciso, pues, evitar el cizalla-
miento (usando pipetas de boca ancha y sin agitaciones
turbulentas) y la accion de enzimas que degradan DNA
(DNasas). Puesto que las DNasas precisan cationes diva-
lentes (Ca** o Mg™), la degradacion enzimatica del DNA
se evita bastante eficazmente incluyendo EDTA en las so-
luciones de purificacion y almacenamiento de DNA. Las
soluciones de DNA se mantienen rutinariamente en el de-
nominado buffer TE (10 mM TrisHCL, pH 8,0, 1 mM
EDTA).

Existen numerosos métodos sencillos que permiten ais-



Tablall. Extraccion de DNA
1. Separar células blancas de hematies o triturar muestra de te-
jido.

2. Suspender nidleos celulares en solucion de lisis: 100 mM
NaCl, 10 mM Tris HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS con
1 ug/ml de proteinasa K. Incubar a 55° C x 2 h.

Extraer con 1 vol. Fenol-cloroformo dos veces.

aiadir 1/10 vol. 3M Na acetato y 2,5 vol. Etanol.

Tomar el precipitado y resuspender en Te (10 mM TrisHC,
pH 8,0, 1 mM EDTA).

R w

lar DNA de tamano adecuado para andlisis. S6lo en ca-
sos en que el destino del DNA a aislar sea la clonacion
de grandes fragmentos (alrededor de 1 megabase) en cro-
mosomas artificiales de levadura (YACs), o de fragmentos
por encima de 100 kilobases en cosmidos, se han de se-
guir protocolos especiales que reducen al minimo el ci-
zallamiento del DNA. El procedimiento habitual de extrac-
cion de DNA (tabla 1) consiste en la homogeneizacion del
tejido o suspension celular en una solucion de lisis, que
contiene el detergente SDS —rompe membranas celula-
res— y la proteinasa K —digiere proteinas—. Posteriormen-
te se suelen separar los acidos nucleicos del resto de los
componentes celulares mediante extraccion fendlica —a
pH 8,0, el DNA particiona con la fase acuosa—, y a con-
tinuacion se precipita el DNA con etanol. Si la concentra-
cion de DNA es suficiente, el precipitado de DNA se ob-
serva como una madeja filamentosa que se puede trans-
ferir con la punta de una pipeta a un nuevo tubo. Este pro-
tocolo basico proporciona DNA de hasta 100 kilobases
en la mayorfa de los casos, suficientemente bueno para
analisis tipo Southem y para clonacion en bacteri6fago.

En casos en que la muestra de partida es tejido inclui-
do en parafina, los cortes tisulares son desparafinados con
xilol e hidratados en una serie de soluciones de etanol
previamente a la digestion con proteinasa K.

En el momento presente, la deteccion de mutaciones
puntuales y deleciones e inserciones pequenas se tiende
a hacer mediante amplificacion de DNA por la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR). Aunque esta técnica sera
objeto de futuras presentaciones en esta serie de la revis-
ta NEFROLOGIA, conviene aqui adelantar dos caracteristicas
de la PCR: 1) permite trabajar con cantidades minimas de
DNA, y 2) el DNA no tiene que ser altamente purificado.
Por tanto, si el objetivo es el andlisis por PCR, se puede
usar un método alternativo mas simple (tabla Ill) para pre-
parar DNA a partir de tejidos o incluso de unas pocas cé-
lulas descamadas (liquidos amniéticos, citologias aspirati-
vas, frotis vaginales, lavados bucales, etc.).

Tablalll. Extraccion de DNA para PCR

1. Centrifugar las células.

2. Resuspender el pellet en solucion de lisis PCR: 50 mM KCl,
10 mM Tris HCl, pH 8,3, 2,5 mM MgCl,, 0,5 % Tween 20
con 0,1 ug/ml de proteinasa K. Incubar a 55°C x 1 h.

ANALISIS DEL DNA-I

Enzimas de restriccion

El descubrimiento del fenémeno de restriccion y la pu-
rificacion de los enzimas responsables de este mecanis-
mo de defensa bacteriano contra DNA foraneo supuso el
principio de la denominada tecnologia del DNA recom-
binante. Muchas bacterias tienen enzimas (endonuclea-
sas: cortan el eje azicarfosfato de acidos nucleicos
—DNA- en puntos internos) que reconocen y cortan se-
cuencias de DNA invasor, al que reconocen como extra-
fio merced a un sistema complementario que marca (por
metilacion) el DNA propio; cada bacteria posee un siste-
ma endonucleasa/metilasa propio, que se denomina sis-
tema de restriccion (restringe el DNA que es tolerado por
la bacteria a aquel que es reconocido como propio), algo
parecido al sistema inmune de organismos superiores.
Aungue hay varios tipos de endonucleasas, solo las en-
donucleasas tipo Il son de interés practico porque reco-
nocen secuencias especificas en el DNA (a las que deno-
minamos «dianas») y lo cortan en ese punto o regién in-
mediatamente adyacente.

Las enzimas de restriccion se denominan con una abre-
viatura de tres letras del nombre de la bacteria en la que
se encontr6 (ej.: Hin de Haemophilus influenzae); una le-
tra adicional identifica la cepa o serotipo, si es preciso (ej.:
Hind), y finalmente un nimero romano refleja el orden
en que se identifico (ej.: Hindlll). Aunque en un principio
los laboratorios tenian que purificar sus propios enzimas
de restriccion a partir de cepas bacterianas, en la actuali-
dad existen varias casas comerciales que los proporcio-
nan. la lista de enzimas de restriccion de que dispone-
mos esta en continua expansion, existiendo muchos en-
zimas que reconocen secuencias especificas de 4-6 nu-
cledtidos y algunos que lo hacen con secuencias mayo-
res (7-8 nucledtidos, y excepcionalmente mas). El tamano
de la diana determina en gran medida con qué frecuen-
cia el enzima va a cortar un cierto DNA y, por tanto, el
tamafio medio de los fragmentos generados. En el su-
puesto de que la secuencia de DNA sea totalmente alea-
toria, con las cuatro bases representadas por igual, se po-
dria predecir que un enzima que reconozca 4 nucleoti-
dos (un 4-cutter en el argot), como la Taqgl, cortara cada
256 bases (4); uno que reconozca 6 bases, como el po-
pular EcoR1, cortara fragmentos de unas 4 kilobases (kb).
Pero en la realidad, las secuencias de DNA no son alea-
torias, sino que la proporcion de C+G en una region ge-
némica puede ir de un 1/4 a 3/4. Alrededor de 500 en-
zimas de restriccion han sido aisladas hasta el presente,
y se denominan isosquizémeros a aquellos enzimas que
reconocen la misma secuencia, aunque pueden cortar en
distintos puntos de la misma. Por ejemplo, Xmal
{(CICCGGQ) y Smal (CCCICGGG), donde () indica el pun-
to de corte en la secuencia.

Las secuencias de nucledtidos habitualmente recono-
cidas por los enzimas de restriccion se denominan «pa-
lindromes». De manera similar a su significado lingiistico,
un palindrome en bioquimica es una secuencia de DNA
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5. ccc GGG .3

Sma
3. GGG ccec ..y

-

5. G AATTC .3
EcoR1 ,
’ CITAA G .5
5. CTGCA G .3

Pst1
3. G

ACGTC .5

Fig. 9.—Cortes con enzimas de restriccion tipo romo (como el de
Smal) y cohesivo, con extension 5’ (como el de EcoRl) y con
extensién 3’ (como el de Pstl).

simétrica en la que la sucesion de nudeétidos es idéntica
en las dos cadenas de DNA, leidas ambas en direccion
5'-3’ (fig. 9). Las aplicaciones de los enzimas de restriccion
caen en dos categorias: 1. Clonaje, a través de la cons-
truccion de moléculas recombinantes. DNA recombinado
es un DNA hibrido obtenido in vitro mediante la combi-
nacion de dos DNA pertenecientes a dos especies dife-
rentes: por ejemplo, un gen humano se «injerta» en un
DNA bacteriano (vector). La replicacion del DNA recom-
binado da lugar a la obtencién de numerosas copias idén-
ticas del DNA injertado {clonacion). 2. Analisis, deteccién
de secuencias diana con fines diagnosticos o de construc-
cion de mapas de moléculas. Una dlasificacion de los en-
zimas de restriccion relevante en clonaje molecular se re-
fiere al tipo de extremos que quedan en el DNA cortado
(fig. 9): :

a) Romo (blunt): numerosos enzimas cortan en el
punto medio de la diana en ambas cadenas de DNA; por
€j.: Smal reconoce CCC:GGG, dejando dos extremos ro-
mos, que pueden ser ligados a otros extremos romos cua-
lesquiera. La reaccion de ligacion es de baja eficacia, no
obstante. En resumen, enzimas de corte romo proporcio-
nan alta versatilidad, pero baja eficacia a la hora de cons-
truir moléculas recombinantes.

b) Cohesivo (sticky): la mayoria de los enzimas de res-
triccion no cortan en el punto medio del palindrome, sino
que generan cortes que se asemejan a «fracturas en tallo
verde», con extensiones de DNA monocadena bien 5’
(como EcoR1, G:AATTC, que deja extensiones monoca-
dena 5-AATT en ambos extremos del corte) o bien 3’
(como Pstl, CTGCA'G, que deja extensiones de DNA mo-
nocadena TGCA-3’ en ambos extremos del corte). Debi-
do a estas extensiones monocadena que protruyen en el
sitio de corte, fragmentos cortados con un cierto enzima
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tienen extremos compatibles con otras moléculas corta-
das con el mismo enzima o con otro que genere exten-
siones monocadena idénticas. Por ejemplo, Sau3Al,
‘GATC, genera extensiones 5’-GATC, compatibles con los
extremos 5-GATC creados por BamHI, G.GATCC. Estas
extensiones dan a los cortes cohesivos dos propiedades
importantes en clonaje: especificidad (s6lo se pueden re-
ligar con extremos compatibles) y eficacia (las extensiones
monocadena compatibles establecen puentes de hidré-
geno que facilitan la reaccion de ligacion).

La especificidad de los enzimas de restriccion por sus
secuencias diana es muy alta siempre que las condicio-
nes de la reaccion sean optimas. De no ser asi, puede
qué un determinado enzima corte DNA en secuencias
que no le son propias, a lo que se denomina «actividad
estrellar. EcoR7 (G’AATTC), por ejemplo, en condiciones
de baja concentracion ibnica, alto pH, presencia de sol-
ventes o de Mn** en vez de Mg**, corta en mltiples se-
cuencias que contengan AATT. Dada la poca consistencia
de la actividad estrella, se trata de un fenémeno sin apli-
caciones practicas y, en general, se debe evitar usando las
condiciones adecuadas para la restriccién enzimatica.

Determinados enzimas de restriccion no cortan el DNA
si ciertas bases se encuentran metiladas en la secuencia
diana, por lo que se denominan metilacion-sensibles. Tal
es el caso de Hpall (CCGG), que no corta si existen ba-
ses metil-citosina; por el contrario, su isosquizémero Mspl
no es sensible a la metilacion y corta siempre en esa se-
cuencia. Puesto que la inactividad transcripcional de de-
terminados genes va asociada a metilacion de citosinas,
este fenomeno se puede explotar para analizar la inacti-
vacion del cromosoma X, por ejemplo.

En la practica, la digestion de DNA con enzimas de res-
triccion se lleva a cabo en reacciones que incluyen el buf-
fer idoneo, DNA y enzima (tabla IV). Cada enzima tiene
unas condiciones ideales diferentes, aunque se pueden
agrupar en 4 grupos fundamentales, segin la concentra-
cion ibnica. En la actualidad, la mayoria de los proveedo-
res de enzimas de restriccion regalan el buffer idoneo al
comprar el enzima, por lo que hemos dejado de prepa-
rar nuestros propios buffers en el laboratorio. La mayoria
de las reacciones se llevan a cabo a 37° C, pero existen
excepciones, como Smal, que trabaja mejor a 25° C. Ade-
mas de elegir el buffer y la temperatura adecuadas, una
reaccion de restriccion depende de la calidad del DNA.
Una de las causas mas frecuentes de fracaso de la diges-
tion es la presencia de impurezas en la muestra de DNA.

TablaIV. Digestion con enzimas de restriccion (EcoR1
en 20 pl)

— 15,2 pl de H,O.

— 2 pl de 10X EcoR1 Buffer.

0,8 wl de Sperdimina 100 mM.

— 1 ul de DNA (1 pg/ul)

1 ul e EcoR1 (1 U/ml). Incubar a 37°C x 1 h.




En general, extracciones fendlicas y precipitaciones con
etanol son precisas para obtener DNA sustrato de enzi-
mas de restriccion.

Hibridacién molecular

La interaccion fisico-quimica de cadenas de acidos nu-
cleicos con secuencias complementarias es el punto en
que pivota todo tipo de analisis molecular. En el capitulo
previo de «ntroduccion a la Biologia Molecular ya se pre-
sentaron las bases conceptuales de la interaccion entre
moléculas complementarias, ejemplificado en la estabili-
dad de la doble cadena de DNA. Usando los mismos prin-
cipios, el establecimiento de puentes de hidrogeno entre
bases complementarias, se pueden generar moléculas «hi-
bridas» donde una cadena proceda del DNA (desnatura-
lizado) o del mRNA y la otra sea una herramienta de la-
boratorio (sonda molecular o «probe»), de secuencia co-
nocida y marcada convenientemente. A este proceso de
formacion de moléculas doble cadena de acidos nuclei-
cos mediante el apareamiento especifico de monocade-
nas de secuencias complementarias se denomina hibri-
dacion molecular. Conceptualmente, se trata de un pro-
ceso analogo a la interaccion antigeno-anticuerpo: de
modo similar a como utilizamos anticuerpos en el anali-
sis de proteinas concretas, podemos usar sondas mole-
culares para analizar DNA o RNA. Pero mientras que las
bases de la interaccion antigeno-anticuerpo son comple-
jas y solo parcialmente conocidas, la interaccion entre se-
cuencias de acidos nucleicos complementarias es simple
y bien definida experimentalmente.

El objetivo de la hibridacion molecular es, pues, la de-
teccion de secuencias concretas de DNA o RNA. Como
en cualquier otro sistema de deteccion, dos parametros
resumen la utilidad del mismo: especificidad y sensibili-
dad. Un buen conocimiento de las bases fisico-quimicas
de la hibridacion permite el disefio de condiciones de op-
tima especificidad y sensibilidad. El término rigor («strin-
gency»), muy usado en descripciones moleculares, equi-
vale a especificidad.

La estabilidad de una molécula doble cadena depen-
de esencialmente de la interaccion tipo puente de hidré-

eno entre bases complementarias y de las fuerzas hidro-
%c’)bicas establecidas entre bases apiladas. Las condiciones
que afectan la estabilidad de moléculas doble cadena
quedan resumidas en la tabla V. Por tanto, podemos au-
mentar la especificidad de la hibridacion de una secuen-
cia, de longitud y relacion C+G/A+T determinadas, au-
mentando la concentracion de formamida, disminuyendo
la concentracion de Na* o aumentando la temperatura.
Dejando el resto de los parametros constantes, la estabi-
lidad de una doble cadena disminuye conforme la tem-
peratura aumenta, de modo que alcanzariamos una situa-
cion en la que todas las moléculas son monocadena, a
lo que se denomina «DNA desnaturalizado». A una tem-
peratura intermedia encontrariamos el 50 % de las molé-
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TablaV. Condiciones de hibridacién

Estabilidad Efecto en

Parimetro del hibrido el rigor
Temperatura i 1
Cationes monovalentes...... 1 i)
Longitud......c.ccovenrirnnn. . 1 |
Relacion CHG/A+ T 1 !
Formamida i) 1

culas como doble cadena y el otro 50 % como monoca-
dena; a ésta se denomina temperatura de fusion (Tm). La
Tm de un hibrido se puede poner en funcion del resto
de los parametros que controlan la estabilidad de la mo-
lecula, resultando en la formula:

Tm = 81,5 + 16,6 log [Na] + 41 [C+G/A+T]
- 0,62 [FA] - 500/L

Donde [Na] es la concentracion molar de cationes mo-
novalentes, [C+G/A+T] es la fraccion molar de bases C+G
(que establecen tres puentes de hidrégeno) versus A+T
(que establecen solo dos puentes de hidrogeno), [FA] es
el porcentaje de formamida y L es la longitud del hidrido
en pares de bases.

Para moléculas de menos de 50 pares de bases (bp)
esta formula no es valida, y asi, para hibridaciones con oli-
gonucledtidos de alrededor de 20 nucledtidos (nt), tales
como los primers usados en PCR, la férmula de la Tm se
simplifica, de modo que para [Na] = 0,9 M, Tm = 4 [C+(]
+ 2 [A+T]

Estas formulas han sido calculadas a partir de experi-
mentos de hibridacion de DNA en solucién', pero son
esencialmente validas para hibridaciones en membranas
solidas y otros tipos de hibridacion. Los hibridos de RNA-
RNA son algo mas estables, 10° C de media, que los de
DNA-DNA, y RNA puede desplazar una cadena de DNA,
formando hibridos RNA-DNA.

Es asimismo importante considerar el efecto de pares
de bases no complementarios en la estabilidad del hibri-
do. Se ha calculado que, para hibridos mayores de
150 bp, la Tm de la doble cadena desciende 1 grado por
cada 1% de bases que no son complementarias {mismat-
ching). Para hibridos pequerios, en torno a 20 bp, cada
«mismatch» reduce la Tm en 5 grados. Es precisamente
en base a este efecto desestabilizante de pares no com-
plementarios que se pueden disenar condiciones de hi-
bridacion especificas para secuencias de DNA que s6lo
se diferencien en una base. Asimismo, eligiendo las con-
diciones lo suficientemente rigurosas, conseguimos que
la sonda marcada se hibride exclusivamente a secuencias
que son 100 % complementarias. Ahora bien, condicio-
nes muy rigurosas reducen la sensibilidad del test, por lo
que, en general, las hibridaciones se llevan a cabo en con-
diciones que favorecen la hibridacion, unos 25° C por de-
bajo de la Tm, y posteriormente se realizan lavados de los
filtros en condiciones crecientes de rigor hasta quedamos
en tomo a 5° C por debajo de la Tm o hasta las condi-
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ciones que empiricamente nos den una mejor relacién se-
fal/fondo inespecifico.

En la préctica, los protocolos de hibridacion incluyen:
1) preparacion de DNA o RNA en forma desnaturalizada;
2) prehibridacion: se busca equilibrar el sustrato a hibri-
dar con las condiciones de hibridacion; 3) hibridacion:
con la sonda marcada, a temperaturas 25° C por debajo
de la Tm, esto es, en torno a 65° C normalmente si la so-
lucion de hibridacion no contiene formamida y 42°C si
la solucion contiene 50 % formamida; 4) lavados posthi-
bridacion: con soluciones de creciente rigor —[Na] decre-
ciente— para limpiar el filtro de la sonda adherida ines-
pecificamente; 5) revelado de la senal: bien por autorra-
diografia o por reacciones colorimétricas, segun el tipo de
marcaje de la sonda usado.

En apartados sucesivos se iran presentando los distin-
tos tipos de hibridacion utilizados, entre los que se en-
cuentran:

1. Hibridacién en solucion: tal como el ensayo de
proteccion de RNasa.

2. Hibridacion en fase solida (filtro):

2.1. Con electroforesis previa:

— Southern blot: DNA.

— Northern blot: RNA.

2.2.  Sin electroforesis previa:

— Dot (o Slot) blot: la solucion de acidos nucleicos a
analizar se pone directamente en un filtro, a modo de
puntos (dot) o hendiduras (slot), usando como molde apa-
ratos «manifolds.

— Hibridacion de colonias o placas: las colonias bac-
terianas o placas de virus se transfieren directamente por
contacto a un filtro (réplica) que se hibrida.

3. Hibridacién in situ: cortes tisulares en portas se so-
meten a hibridacion de DNA o RNA en el propio porta y
el resultado se visualiza al microscopio.

Sondas moleculares

Se utilizan tres tipos fundamentales de sondas —molé-
culas de acidos nucleicos de secuencia especifica, marca-
das de modo que se pueden visualizar—, seg(in el origen
de las mismas: DNA, RNA y oligonudclestidos sintéticos
(oligos).

En cuanto al marcaje de las sondas, hay dos parame-
tros a considerar: a) uso de isotopos radiactivos o bien
marcaje no-isotopico; b) método de marcaje, que depen-
de esencialmente del tipo de sonda usada. En la presen-
tacion que sigue describiremos los métodos de marcaje
mas usados para cada tipo de sonda.

a) Sondas isotopicas y alternativas no-isotopicas

Tradicionalmente, las sondas moleculares se han pre-
parado con nucleétido-trifosfatos (ATP, dATP, CTP, dCTP,
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GTP, dGTP, UTP o dTTP) radiactivos, que contienen fosfo-
ro-32 (*P) en la posicion alfa. En ciertas aplicaciones, en
que interesa el uso de isdtopos de energfa intermedia o
baja, se usan nucléotidos que contienen azufre-35 (%S) o
tritio (H), respectivamente. Las sondas marcadas con is6-
topos se visualizan mediante autorradiograffa, donde la
energia radiactiva impresiona una pelicula de rayos X. En
general, si las condiciones del laboratorio lo permiten y
contando con personal entrenado para el uso de iséto-
pos radiactivos, el marcado de sondas por métodos ra-
diactivos no conlleva mayores riesgos y proporciona una
alta sensibilidad a los ensayos, por lo ‘que es el método
de eleccion en la mayoria de los centros. No obstante,
en sitios donde no existen contratos entre la institucion y
el proveedor, como es el caso de la mayoria de los cen-
tros en Espafa, los isbtopos resultan bastante mas caros
que los métodos alternativos, debido a que al alto precio
de catalogo se suman gastos adicionales, como el de eli-
minacion de residuos radiactivos. Ademas, las sondas ra-
diactivas tienen una vida media corta, no sélo por la de-
sintegracion del istopo en si, sino también por la ruptu-
ra de la cadena molecular por la energia radiactiva.

Varios métodos han surgido como altemativas al mar-
cado isotopico de las sondas®, de los cuales dos son los
mas usados: sondas biotiniladas y sondas con digoxige-
nina. Ambas se basan en un principio similar: el uso de
nucleétidos a los que se ha unido una molécula que pue-
de ser reconocida especificamente en reacciones colori-
meétricas. Las moléculas de biotina interaccionan con alti-
sima afinidad con la proteina avidina, el uso de avidina
conjugada con enzimas como la peroxidasa o fosfatasa al-
calina hace que alli donde se ha hibridado la sonda mar-
cada con biotina exista actividad peroxidasa o fosfatasa,
que producen depositos de color al actuar sobre sustra-
tos cromodgenos. De manera andloga, las sondas se pue-
den marcar con digoxigenina, que es reconocida especi-
ficamente por un anticuerpo conjugado a un enzima. Re-
cientemente se ha incorporado una modificacién impor-
tante en el desarrollo de la sefal que aumenta la sensi-
bilidad de las sondas no isotopicas: en lugar de usar un
sustrato cromogeno, el enzima se hace actuar sobre sus-
tratos fotogenos, emisores de fotones que impresionan
una pelicula fotografica.

b) Tipos de sonda y métodos de marcaje

Existen tres tipos de sondas moleculares, segtn su ori-
gen:

b.1. Sondas de DNA: consisten en fragmentos de
cDNA o DNA genomico que han sido clonados y, por tan-
to, se pueden purificar en cantidades necesarias. Existen
variantes seglin el vector usado al clonar el DNA en cues-
tion, pero el método mas usado consiste en escindir el
DNA clonado (inserto) del vector, mediante enzimas de
restriccion, y purificar el inserto mediante electroforesis.



Una vez identificada la banda de inserto en el gel de aga-
rosa tefiido con bromuro de etidio, se corta con una hoja
de bisturi y el DNA contenido en la banda se eluye. Una
variante de obtencion de sondas de DNA que se esta
usando frecuentemente consiste en la amplificacion de
fragmentos de DNA mediante reaccion en cadena de po-
limerasa (PCR), que sera tratada en futuras revisiones. Exis-
ten numerosos procedimientos para eluir el DNA del frag-
mento de gel aislado, desde la simple centrifugacion has-
ta la purificacion con resinas de afinidad, pasando por la
electroelucion. Con cualquiera de estos protocolos se ob-
tiene DNA doble cadena, que puede ser marcado in vitro
de varios modos, fundamentalmente dos:

1. Nick translation (reparacion con DNA polimerasa |)
{tabla V1): consiste en generar «mellas» en distintos pun-
tos de la cadena de DNA con DNasa |, que son repara-
das por la DNA polimerasa | utilizando nucleétidos trifos-
fato de la mezcla, alguno(s) de los cuales estan marcados
bien isotopicamente o bien con biotina o digoxigenina
(fig. 1). Ademés, las mellas producidas por la DNAasa son
extendidas en sentido 5-3’ gracias a la actividad 5'-exo-
nucleasa (degradacion del extremo 5° del DNA) de la DNA
polimerasa (fig. 10). Con ello se consiguen sondas de una
actividad especifica en tomo a 10° cpm/ug al usar *P.

Tabla VI.

7.0 W HO

2,5 Wl 0,5 mM dATP, dGTP, dTip

2,5 ul 10X Nick translation buffer
10,0 ul dCTP marcado

1,0 wl DNasa ! (0,1 ng/ul)

1,0 ul DNA (0,1 pg) . .
1,0 ul E. coli DNA polimerasa 1 (5-15 U). Incubar a 15 C x 1 hr

Nick translation
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TablaVIl. Random primer

1. Mezclar 0,1 pg DNA y 1,0 pg hexanudiedticos en 14,0 ul TE.
2. Hervir x 2-3 m. Poner en hielo.

3. Anadir: 2,5 Wl 0,5 mM dATP, dGTP, dTTP.
2,5 wl 10X Random primer buffer.
5,0 ul dCTP marcado.
1,0 wl Klenow (3-8 U).

4. Incubar 2-4 h a temperatura ambiente.

2. Random primer (sintesis de DNA con Klenow y he-
xanucleotidos) (tabla VII): consiste en la sintesis de cade-
nas complementarias de DNA con el fragmento Klenow
de la DNA polimerasa |, que, a diferencia del enzima com-
pleto, carece de actividad 5'-3" exonucleasa. Esta sintesis,
que usa DNA desnaturalizado por calor como sustrato
monocadena, hace uso de una mezcla de oligonucleoti-
dos muy cortos (6, 7) de todas las posibles secuencias,
que actian de cebadores (primers) de la reaccion de po-
limerizacion que incorpora nucleétidos marcados (fig. 11)
a actividades especificas de 10° a 10° cpm/ug al usar *P.

b.2. Sondas de RNA: consisten en fragmentos de
RNA monocadena generados mediante reacciones de
transcripcion in vitro que incorporan nucledtidos trifosfa-
to marcados (tabla VIII). Se usan fragmentos de cDNA clo-
nados en vectores de expresion. Los vectores mas fre-
cuentemente usados contienen secuencias promotoras
de la transcripcion de la T7 o la SP6 RNA polimerasas in-
mediatamente adyacente al inserto (fig. 12). Es importan-
te tener en cuenta la orientacion del inserto con respecto
al promotor, ya que de ello depende el que se obtengan
sondas de RNA complementario (cRNA) Utiles para hibri-
dar mRNA celular o bien sondas de mRNA en si, que no
son complementarias al mRNA celular, obviamente. Asi,

DNasa
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DNA —
353 53 5735
DNA polimerasa >~ Y
; ~ ~
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Primers
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Fig. 10.—Marcado de sondas por nick transfation. £l DNA es «mellado»
por la DNasal y reparado por la DNA polimerasa, que, merced a sus
actividades 5’3’ exonucleasa y polimerasa, sintetiza cadenas
complementarias, usando los nucleétidos del medio, alguno de los
cuales se encuentra marcado (*).

Fig. 11.—Marcado de sondas por random primer. El DNA es
desnaturalizado por calor y se hibrida con oligonucledtidos de
secuencia al azar (- -). Estos oligos incitan la sintesis de cadenas de
DNA complementarias por la fraccién Klenow de la DNA polimerasa
(que carece de actividad 5"-3’ exonucleasa), incorporando los
nucleétidos del medio, alguno de los cuales esta marcado (%)
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Tabla VIIl.  Transcripcién in vitro

TablaX. Terminal-transferasa

1. Cortar (linearizar) el plasmido 3’ at inserto.

2. Mezclar (para 20 pl}: 4,0 pl 5X Buffer de transcripcion.

2,0 pl 100 mM DTT.

0,8 ul RNasin.

4,0 ul 2,5 mM ATP, UTP, GTP.

2,2 ul 100 uM CTP.

1,0 w plasmido con inserto DNA
{1 ug).

5,0 W CTP marcado.

1,0 ul RNA polimerasa.

3. Incubar a 37° C durante 1 h.

TablaIX. Polinucleétido kinasa

7.0 W HO.

2,0 ul 10X kinasa buffer.

9,0 ul ATP marcado en posicion gamma.
1,0 ul (1 ug) oligo.

1,0 w T4 polinucléotido-kinasa (10 U).

Incubar a 37° C durante 30 m.

cuando el inserto esta dispuesto en el mismo sentido 5’-3’
que el promotor (orientacion denominada «sense»), se ge-
neran sondas de mRNA (itiles como control negativo o
bien como fuente de mRNA para experimentos de tra-
duccién in vitro), las lamadas sondas sense. Por el con-
trario, cuando el inserto esta orientado en el sentido con-
trario al promotor (orientacion anti-sense), se generan
sondas de cRNA, conocidas también como como anti-
sense, Utiles para detectar mRNA.

b.3.  Oligonucleétidos: consisten en sondas monocade-
na de 35-50 nucledtidos de secuencia especifica que son
sintetizados in vitro. Existen varios protocolos de marcaje de
oligonudleétidos, de los que dos son los mas usados:

1. Fosforilacion 5’ con T4 polinucledtido-kinasa (ta-
bla 1X): los procedimientos normales de sintesis (bien con
fosforamiditas o con fosfotriésteres) generan oligos defos-

h k% kkdkuhkx CRNA
dokok ok dodokkoh ok okk
Ik kkdhkdkkhdkohhk ok kK

RNA polimerasa

7 cDNA

Fig. 12.—Marcado de sondas de RNA por transcripcion in vitro. I
vector de expresion contiene la secuencia promotora (17) que es
reconocida por la RNA polimerasa para sintetizar RNA usando el
¢DNA como molde e incorporando nucleétidos marcados del
medio (*).
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6,0 ul H,O.

1,0 wl (1 pg) oligo.

4,0 uwl 5X TdT buffer.

8,0 ul ddATP marcado en posicion alfa.
1,0 wl TdT (10 U).

Incubar a 37° C durante 1 h.

forilados, con un grupo -OH libre en el extremo 5'. Por
tanto, se pueden usar directamente como sustrato de la
T4 polinucledtido-kinasa en presencia de ATP marcado en
el grupo fosfato gamma. La reaccion de fosforilacion trans-
fiere este fosfato gamma marcado al extremo 5’ del oligo.

2. Adicién 3’ con transferasa terminal (TdT) (tabla X):
esta enzima incorpora nucleétidos al extremo 3, grupo
OH-, de una cadena sin necesidad de la existencia de una
cadena complementaria como molde. Por tanto, TdT se
puede usar para afadir nucleétidos marcados al extremo
3" de un oligo. Cuando se usan deoxinucleotido-trifosfa-
tos, como dATP marcado, la TdT incorpora varias molé-
culas seguidas. En la practica es generalmente preferible
incorporar s6lo un nucledtido marcado por molécula de
oligo. Esto se consigue mediante el uso de analogos di-
deoxi-, como el ddATP marcado, que, por carecer del gru-
po OH- 3, no permiten la incorporacion de nucleétidos
adicionales (de manera similar a lo que ocurre con la reac-
cion de terminacion durante la secuenciacion de DNA se-
gin el protocolo de Sanger).

Anilisis del DNA tipo Southern

E. Southern describi6 en 1975 un método para trans-
ferir DNA, previamente fraccionado seg(in tamario en un
gel y desnaturalizado, a una membrana que puede ser hi-
bridada con sondas para detectar secuencias concretas.
Este procedimiento vino a ser conocido como «Southern»
Y, posteriormente, a una variante del mismo concepto
para analizar RNA se denomin6 «Northem, jocosamen-
te. Siguiendo el mismo juego de palabras, <Westem» se
usa para un andlisis similar de proteinas. El principio fisi-
co utilizado para transferir DNA del gel a la membrana es
la capilaridad, el mismo que se habia utilizado durante
anos para limpiar manchones de tinta con papel secante;
de ahi que E. Southem usara los términos «blot» y «blot-
ting» para referirse a su protocolo. Aunque algunos han
traducido literamente estas palabras al espariol, creemos
que es mas practico seguir usando los términos «Southern
blot» o andlisis tipo Southem. El término ha quedado tan
arraigado que se usa incluso en ocasiones en que un cam-
po eléctrico o la fuerza del vacio, en lugar de la capilar,
es utilizada para transferir las moléculas a la membrana.

El protocolo del Southem blot se incluye en la tabla X.

La esencia del andlisis tipo Southern (fig. 13) es que los
fragmentos resultantes de la digestion del DNA con un en-



TablaX1. Sothem blot
1. Digerir 10 u DNA con enzima restriccion.
2. Separar fragmentos por electroforesis en agarosa.
3. Desnaturalizar el DNA en el gel con solucion alcalina.
4. Transferir por capilaridad, vacio o campo eléctrico a mem-
brana.
5. fFijar el DNA a fa membrana por calor o luz UV.
6. Hibridar con sonda especifica.
Papel
Membrana
Gel L ]
Soporte
Buffer
.

Fig. 13.—Analisis de DNA tipo Southern blot. El gel de agarosa en el
que se han separado los fragmentos de DNA segGn su tamario es
transferido a una membrana gracias a la fuerza de capilaridad ejercida
por un montén de papel seco colocado sobre fa membrana, que
atrae el buffer presente en el recipiente a través de un papel del filtro.

zima de restriccion determinado son separados segln ta-
maio y transferidos a una membrana respetando la dis-
tribucion de fragmentos. A continuacion se busca la exis-
tencia de una secuencia de DNA concreta en el filtro, me-
diante la hibridacion con sondas complementarias a di-
cha secuencia. Puesto que estas sondas han sido marca-
das previamente para que generen una sefial radiactiva o
colorimétrica, es posible visualizar una banda positiva alli
donde exista un fragmento de DNA que contiene la se-
cuencia complementaria a la sonda. Es mucha la informa-
cion que se obtiene de un Southermn blot, incluyendo:
1) existencia de una cierta secuencia en una muestra de
DNA; 2) dosis: de modo semicuantitativo se puede de-
terminar el niamero de veces que una secuencia esta re-
petida en el genoma; 3) tamafio molecular del fragmen-
to hibridado en relacion a moléculas de tamafio conoci-
do (estandar); 4) presencia de dianas de enzimas de res-
triccion en una region genomica. Aqui reside la potencia
de este tipo de andlisis: dada la amplia gama de enzimas
de restriccion disponibles, es posible encontrar uno que
se vea implicado en la mutacion que queremos detectar
y, por tanto, un analisis tipo Southern revelara fragmentos
de DNA de distinto tamano segin que el enzima corte 0
no en un determinado punto. Esta técnica es la base del
estudio de fragmentos de restriccion polimérficos (RFLP),
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esencia de estudios genéticos con fines diagnésticos y de
construccion de mapas del genoma.

En lo que al diagnéstico de mutaciones se refiere, el
Southern es el método de eleccion para determinar de-
leciones, inserciones, duplicaciones y otros reordena-
mientos genodmicos que implican fragmentos grandes de
DNA. También es (til en la deteccion de mutaciones pun-
tuales, siempre que afecten la diana de un cierto enzima
de restriccion. Es asimismo la técnica fundamental en el
andlisis de mutaciones por DNA inestable.
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