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Introduccién

En el capitulo anterior empezamos la descripcion de algu-
nos (tiles necesarios para la realizacion de estudios molecula
res (por g. las enzimas de restriccion, aptdo. 1). Asimismo, enu-
meramos algunas técnicas de estudio para la deteccion de mu-
taciones (aptdo. 3), centrandonos en su andisisa partir de mues-
tras de ADN total, es decir, buscdbamos la mutacion entre el
ADN de todo el genoma (aptdo. 3.1). Ademas describimos un
método (la técnica de “PCR” 0 Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) que nos permitia amplificar un gen (aquel que nos
interese estudiar) de entre todos los que forman e genoma (apt-
do. 2).

En este capitulo vamos a enumerar brevemente las diferen-
tes técnicas de deteccion de mutaciones, pero que utilizan como
material de estudio el gen que nosotros queremos estudiar, y no
todo el genoma como en el capitulo anterior. Paraello, el primer
paso del estudio serasiempre laamplificacion por PCR del gen
aanalizar, pasando posteriormente a buscar laateracion génica
en ese gen amplificado.

El estudio de mutaciones a partir de un gen amplificado por
PCR (adiferenciadel que puede redlizarse apartir detodo & ge-
noma), tiene laventaja de rapidez en la obtencion de resultados,
y de lanecesidad de cantidades minimas de muestrainicial. El
gjemplo mas caracteristico seriala posibilidad de estudiar mues-
tras de Medicina Forense, donde se parte de minimas cantida-
des de material bioldgico (una mancha de sangre en un tejido,
un pelo, etc.). No se profundizara en | os aspectos técnicos de las
metodologias, ya que nuestro objetivo esfamiliarizarnos con la
terminologia que se utiliza cada vez mas frecuentemente en €
andlisis genético de diferentes patologias clinicas (Tablal).

3.2. Métodos de andlisis en genes previamente amplificados
por PCR

3.2.1. Deteccidn de mutaciones por PCR
En algunos casos, un simple método de PCR (véase cap. 3,
aptdo. 2) puede ser (til para permitirnos descubrir una altera-
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Tabla | Diferentes metodologias de analisis
genético enumeradas en esta revision, en
funcion del material de partida

Formas de estudio de mutaciones
En genoma completo En fragmentos de PCR
- FISH (Hibridacién in situ - PCR - RFLP
€N Cromosomas) - PCR - Al€elo-especifica
- Southern Blot - RFLP - PCR - SSCP
- Hibridacion Dot Blot - PCR - DSCP
- PCR - DGGE

- Secuenciacion directa

cion en un gen. Por gjemplo, cuando existe una delecion géni-
ca. En ese caso cuando intentamos su amplificacion por PCR a
partir del ADN total del individuo que tiene la alteracion, no
se ohtiene producto de amplificacion alguno, ya que éstano se
puede realizar si €l gen en cuestion no existeen €l ADN del in-
dividuo (Fig. 1). Un gjemplo de esta estrategia seriala deteccion
de genes del cromosoma Y en agunos individuos con sindro-
mes de pseudohermafroditismo masculino.

También un simple método de amplificacion por PCR nos
permite visualizar cambios en el tamafio de un gen (aumento o
disminucion), que traduzcan pequefias inserciones o deleciones
de fragmentos del mismo (Fig. 2).

3.2.2. Amplificacién por PCR alelo-especifica

Una variante de la reaccion de PCR como método de estu-
dio molecular esla PCR a€lo-especifica. Como se havisto en
el capitulo anterior (aptdo. 2) la amplificacion de un gen por
PCR viene determinada por lainclusion en lareaccién de am-
plificacion de dos primers o cebadores que flanquean € frag-
mento a amplificar (recordamos que los primers son comple-
mentarios alos extremos del fragmento que queremos amplifi-
car, a que se pegan, y que su funcion esladeiniciar la dupli-
cacion de la doble cadena de ADN). En € andlisis de mutacio-
nes que ya son conocidas (por ejemplo en el estudio de miem-
bros de una familia en la que se ha encontrado una mutacién
en unindividuo), es posible disefiar cebadores al el o-especificos
(con un cambio de una base, correspondiente alamutacion), pa-
ra.que Unicamente se unan, y consecuentemente sean amplifi-
cados aquellos alelos que presenten una determinada mutacion

Introduccion ala biologiamolecular y aplicacion ala pediatria (4): Estudio de mutaciones en ADN amplificados por PCR 305



GEN O] GEN
NoAvAL ~CJ =~ DELECIONADO
l PCR
ADN
AMPLIFICADO [T NO AMPLIFICACION
300 pb
\ /
\ 4
500 —
400 —
300 — ——= [T
200 —
100 —
TAMARO (pb) |
ELECTROFORESIS

GEN
- GEN CON
NORMAL INSERCION
PCR
ADN U
AMPLIFICADO o —_—
\
500 —
|
400 —
200 —]
100 —|
TAMARIO (pb) v
ELECTROFORESIS

Figura 1. Esquema de deteccion de una mutacion (delecion de un gen)
mediante una reaccion de PCR. En € individuo que sufre la delecion, la
PCR esincapaz de amplificar el gen ausente. Enlaelectroforesis posterior,
donde | os fragmentos amplificados migran en funcién de su tamafio, no se
observa la banda correspondiente a gen ala altura de 300 pb (linea
discontinua), que si aparece en € individuo normal (lineagruesa). ph: pares
de bases.

en su secuencia. Asi, en lapropiareaccion de PCR, se amplifi-
carén los alelos mutados, pero no los normales.

3.2.3. Método PCR-RFLP

Esunatécnicamuy frecuentemente utilizada en los estudios
moleculares, y consiste en la combinacion de dos métodos ba
sicos en e trabajo molecular. En primer lugar se realizaunaam-
plificacion por PCR del gen que queremos estudiar, y poste-
riormente se realizaladigestion (o corte en fragmentos) del pro-
ducto amplificado con enzimas de restriccidn, paraver losfrag-
mentos resultantes o fragmentos de restriccion de ese gen. Este
método es (til para detectar pequefias inserciones o deleciones
en determinados fragmentos de restriccion de un gen, yaque el
tamafio de los mismos se verd aumentado o disminuido, res-
pectivamente (Fig. 3). En otros casos, ciertas mutaciones pun-
tuales en un gen, que alteran la secuencia de nucledtidos del mis-
mo, pueden crear nuevos sitios de restriccion o hacer desapare-
cer aquellos presentes en el gen normal, lo que alterara el patron
de los fragmentos de restriccidn observables en electroforesis

(Fig. 4).

3.2.4. PCR-SSCP (Single-Stranded Conformational
Polymorphism)

Desde su descripcidn afinales de la década de los 80, latéc-
nicade andlisis de polimorfismos de cadenas sencillas de ADN
se ha convertido en la técnica més utilizada en el despistaje de
mutaciones puntuales. El fundamento tedrico de latécnicacon-
siste en que cadenas sencillas de ADN, unavez separadas de su
complementaria, adoptan una conformacion (repliegue sobre
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Figura 2. Esquemade ladeteccion de unainsercion por PCR. El fragmento
amplificado en €l individuo con lainsercién es de mayor tamafio (450
pb) que el normal (300 pb), con lo que migramas lentamente en €l gel de
electroforesis, recorriendo unadistanciamenor. Laflechagruesaindicala
direccion de migracion de las moléculas de ADN.
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Figura 3. Esquema de deteccidn de unainsercion por PCR-RFLP. Trasla
reaccion de PCR, las muestras amplificadas se someten a digestion (corte)
con enzimas de restriccion. El fragmento central (2) del individuo con la
insercion (1) es de tamafio superior a normal (N), con lo que migramenor
distanciaend gel. Losotros dosfragmentos (1 y 3) no han sufrido ateracion,
con o que sus posiciones son las mismas en ambos sujetos.

si mismas) que depende de su secuencia nuclectidica. Lami-
gracion de estas mol éculas monocatenarias en electroforesis no
ocurre en funcién de su tamafio (como es el caso de la electro-
foresisde ADN bicatenario), sino de su conformacion espacial.
Cambios de una sola base (mutaciones puntuales) son suficien-
tes paraalterar la conformacion de una cadena sencillade ADN,
y por tanto su migracion en electroforesis, apareciendo patrones
de bandas diferentes entre formas normales y mutadas de un gen

(Fig. 5).
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Figura4. En ocasiones, |as mutaciones puntual es pueden destruir un lugar
de restriccion del fragmento, de manera que no puede ser digerido con la
enzimade restriccion. En este g emplo se presentaun individuo homocigoto
normal (N), en el quelatotalidad de su producto de PCR, correspondiente
a alelo materno y paterno se digiere en dos fragmentos menores (1y 2),
un sujeto homocigoto paralamutacion (M), en € que ninguno delosalelos
puede ser digerido, y €l tamafio de labanda esidéntico a del amplificado
por PCR (3). Un individuo heterocigoto (H), que podria considerarse
“portador”, presentard el alelo normal, digerido en 1y 2, correspondiente
al alelo materno, y un alelo mutado (3) correspondiente asu al€lo paterno.

Lasencillez delatécnicay laposibilidad de vaorar simul-
taneamente gran nimero de muestras son sus ventajas méas des-
tacables. No obstante, su limitacion fundamental estriba en que
lamutacion no eslocalizada; es decir, se detectala presenciade
alteracion en determinado fragmento de ADN, pero su posicion
exactay €l tipo de mutacién sdlo pueden determinarse por se-
cuenciacion.

3.2.5. PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Ladeteccion de mutaciones mediante electroforesis en gra-
diente desnaturalizante se basa en dos caracteristicas del ADN.
Por una parte, y como se comentd en €l capitulo 1, las molécu-
las de doble cadena de ADN se desnaturalizan (se separan sus
dos hebras) cuando se someten a altas temperaturas (0 a agen-
tes quimicos como urea, formamida,...). Latemperatura (o la
concentracion de agentes quimicos) ala que una molécula de
ADN se separa en sus dos cadenas depende de su secuencia nu-
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Figura 5. Esquema de un experimento de PCR-SSCP. El cambio de un
solo nucledtido de una molécula de ADN amplificada por PCR, provoca
que las cadenas sencillas obtenidas por desnaturalizacion adopten formas
(conformaciones) diferentes, y migran de forma distinta en un gel de
electroforesis. El patrdn de bandas resultante no esta relacionado con €
tamafio de la cadena (que esel mismo), y ladiferenciaobservableen el gel
con respecto a patrén de individuos normales denota la presencia de una
ateracion en la secuencia. La posicion y naturaleza de la mutacion no se
detectan con este método.

cleotidica. Unamoléculade ADN con un cambio puntual, po-
seerd una temperatura de desnaturalizacion diferente alade la
molécula no mutada, con lo que su migracion en electroforesis
severa afectada

En lapréctica, latécnica consiste en realizar una electrofo-
resis en un gel con un gradiente de sustancias desnaturalizan-
tes (DGGE), o detemperatura (T GGE - Temperature Gradient
Gel Electrophoresis) y comparar el patron de bandas obtenido
con &l patrén de bandas en individuos normales (Fig. 6). Como
en los casos anteriores, €l DGGE es unatécnica de screening po-
blacional, y lalocalizacion y descripcidn de la mutacion requiere
de una secuenciacion posterior del gen mutado.

3.3. Secuenciacion directa de ADN

Ladeterminacion de la secuencia de nucledtidos de un frag-
mento de ADN, y su comparacion a una secuencianormal, esla
demostracion definitiva de la existencia de una alteracion en e
mismo. Ademaés, a mismo tiempo que la mutacidn se detecta,
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Figura 6. Experimento de DGGE. Las mutaciones puntuales influyen en
lamanera en que una molécula de ADN se desnaturaliza. En el ejemplo,
la alteracion provoca una desnaturalizacion de la molécula mutada a una
temperatura (o concentracion de urea, formamida,...) inferior aladela
molécula normal. La molécula mutada, una vez desnaturalizada migra
mucho mas lentamente que la forma normal, con lo que aparecera mas
arribaen el gel. Este método tampoco localiza la mutacion.

se obtiene informacion referente asu localizacion en el geny a
|as consecuencias de la sustitucion, delecion o insercion de nu-
cledtido(s) en la proteina sintetizada (véase cap. 2).

Lametodol ogia de secuenciacion utilizada en laactualidad,
que escapa a las pretensiones de este resumen, se basa, con al-
gunas modificaciones, en latécnica descrita por Sanger en 1977,
y se fundamenta en cuatro reacciones (una para cada nucledti-
do A, C, Gy T) de polimerizacion controladas y |a posterior
electroforesis de cada reaccion. Un esquema de un experimen-
to de secuenciacion se muestraen lafigura 7.

Hasta no hace mucho tiempo, €l uso de la secuenciacion de
ADN como técnica de screening se haciaimpensable, debido a
|alaboriosidad de los métodos de secuenciacion, € elevado tiem-
po transcurrido hasta la determinacion de la secuenciay lane-
cesidad de uso de isttopos radiactivos. No obstante, en los l-
timos afios, la aparicion de méquinas automaticas de secuen-
ciacion basadas en técnicas no radiactivas (fluorescencia) y una
simplificacion de los métodos, hacen factible la secuenciacion
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Figura 7. Esquema de la secuenciacion de ADN. Este método es el mas
preciso para detectar mutaciones, ya que determina su posicion y el tipo
de alteracion génica presente. Las reacciones de secuenciacion se corren
en calles independientes (una para cada nucledtido) de geles largos, y la
posterior autorradiografia muestra una serie de bandas cuya posicién
corresponde alade ese nucledtido en el fragmento secuenciado. Se“leen”
de abajo hacia arriba, como se muestraen lafiguray la secuenciade este
fragmento, seria 5 ACTGCTATTTTGCCCCATCCCG 3

generalizada parala blsgueda de mutaciones, siempre'y cuan-
do se disponga del equipo necesario.

4. Consideraciones finales

En resumen, la utilizacion de los diferentes métodos en la
deteccion de mutaciones (Tabla |) dependera de cada circuns-
tancia, teniendo en cuenta el gen que se desea estudiar, € cono-
cimiento previo de la mutacion que se quiere detectar, y latec-
nologia disponible. Los tres primeros métodos (PCR sencillo,
PCR alelo-especificay PCR-RFLP) son muy sencillos de llevar
acabo, pero se limitan a aquellos casos en los que la mutacion
ya ha sido definida por secuenciacion (para disefiar los ceba-
dores o conocer la enzima de restriccion que se ha de utilizar).
Estas técnicas son especialmente Utiles para estudiar |a distri-
bucién de la mutacidn en otros individuos (familiares, etc.).

Tanto el SSCP como el DGGE son capaces de detectar mu-
taciones no identificadas anteriormente, y son muy Utiles en el
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Tabla Il

ADN gendmico

- Muy accesible (sangre)

- Representacion de ambos alelos

- Posible demostracion de mutaciones en regiones
promotorasy de splicing

Ventajas

Desventajas
- Andlisis de exdn en exon
- Mayor nimero de reacciones de PCR

screening poblacional. No obstante, tienen limitaciones de sen-
sihilidad y ademas, su puesta a punto puede resultar laboriosa.
Otras técnicas de screening de utilizacion més restringida, y cu-
ya descripcion escapa el interés de este capitulo son, por gjem-
plo, lareaccidn de corte con RNasa (RNase cleavage), € ana
lisis de polimorfismos de conformacion de dobles cadenas
(DSCP), etc. Por otro lado, una vez conocida la existencia de
unamutacion por cua quiera de estos dos métodos, es necesario
determinar la secuencia de nucledtidos para precisar su locali-
zaciony el tipo de cambio producido.

5. Alteracion gendmica y funcion

Por otra parte, esimportante recordar que unavez detectada
eidentificadalaalteracion en la secuencia de nucledtidos, es ne-
cesario definir en qué medida dicho cambio puede influir en la
funcionalidad bioldgica del gen alterado. Las alteraciones que
causan mutaciones nonsense o sin sentido (aquellas que produ-
ce un coddn de terminacidn), o frameshift o de cambio de pauta
de lectura, eliminan completamente la actividad proteica, yaque
truncan su sintesis prematuramente o producen un péptido dife-
rente, respectivamente (véase cap. 2). No obstante, los efectos de
mutaciones que causan la sustitucion de un Gnico aminoacido
(missense), o alteraciones de regionesintrdnicas o no traducidas
no son siempre los mismos. En algunos casos, pueden suponer
lapérdidatotal de actividad, pero en otros pueden no tener efec-
tos tan dramaticos, e incluso ser simplemente formas polimar-
ficas normales de la poblacidn (no asociadas a patologia). En es-
tos casos son necesarios estudios funcionales, bienin vivo o in
vitro, 0 estudios familiares y poblacionales que confirmen laaso-
ciacion del cambio genémico con e fenotipo patol dgico.

6. ARN versus ADN

Hasta ahora, hemos enumerado métodos de deteccidn de mu-
taciones a partir de ADN. No obstante, también existe la posi-
bilidad deredlizar € estudio de mutaciones apartir de ARN men-
sajero (ARNm). Como se explico en el capitulo 2, el ARNm
puede ser convertido en ADN complementario (ADNCc) por €l
método de laretrotranscripcion. Posteriormente, este ADNC pue-
de ser amplificado por PCR y analizado con la misma metodo-
logiaque el ADN gendmico. Por lo tanto, el investigador pue-
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- Necesidad de conocer lalocalizacion de exones eintrones

Ventajas y desventajas de estudios basados en el analisis de ADN o ARN

ARN mensajero

- Andlisis de regiones codificantes largas

- Menor niimero de reacciones de PCR

- No es necesario conocer la estructuraintron-exén del gen

- Probable inaccesibilidad de muestras

- Posible representacion desigual de los dos alelosen el ARNm

- Imposibilidad de detectar mutaciones en la regién promotora
odesplicing

de elegir realizar el estudio en ADN o en ARNm, o lo que es
lo mismo, analizar latotalidad del gen o solamente las regiones
codificantes o exones.

En general, los estudios genéticos se realizan en ADN ge-
némico por su facil disponibilidad a partir de sangre periféri-
ca. No obstante, cuando es posible la obtencion de ARNm (de
una biopsia o cultivo celular, por jemplo) su estudio parece
€en principio més practico, ya que se pueden analizar segmentos
més largos de laregion codificante de unasolavez. Hay quere-
cordar que los intrones pueden representar grandes extensio-
nes de ADN, que no aparecen en el ARNm (cap. 1). No obs-
tante, cuando se van a utilizar técnicas cuya sensibilidad se ve
afectada por lalongitud de los fragmentos analizados (como €
SSCP, DGGE), es més interesante analizar los exones de for-
ma independiente, amplificandol os de uno en uno a partir del
ADN genomico. Ademas, en algunas patol ogias, es posible que
lamutacion hayaalterado laexpresion del alelo mutado, de for-
ma que en el ARNm solo esté representado el aelo normal, y
serianecesario buscar lamutacion en ADN gendmico. En lata-
blall seresumen las ventgjas y desventajas de cada uno de los
estudios, teniendo en cuenta que se trata de consideraciones ge-
nerales, que han de adaptarse a cada situacion concreta.

Glosario

Denaturing gradient gel electrophoresis. Véase PCR-DG-
GE

DGGE: Véase PCR-DGGE

Double-stranded conformational polymorphysm:
Polimorfismo conformacional de cadenas dobles; véase PCR-
DSCP

Electroforesisen gel con gradiente detemperatura: Vé-
ase PCR-TGGE

Electroforesisen gel con gradientedesnaturalizante: Vé-
ase PCR-DGGE

PCR alelo-especifica: Método selectivo de amplificacion
PCR, quetiene la particularidad de utilizar primers especificos
para determinadas variantes, con |o que solo se amplifican aque-
llos aelos que presenten esa variante.

PCR-DGGE: Método de screening parala deteccion de mu-
taciones puntuales, basado en los cambios en |la desnaturaliza-
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cion de las moléculas de ADN en funcion de su secuencia, y la
diferente migracion de secuencias diferentes en geles con un gra-
diente de agentes desnaturalizantes.

PCR-DSCP: Método de screening parala deteccion de mu-
taciones puntuales, basado en la migracion alterada de cadenas
dobles de ADN en geles de matrices complejas.

PCR-RFLP: Método que permite detectar mutaciones, com-
binando una amplificacion por PCR y una posterior digestion
con enzimas de restriccion. Permite detectar cambios en losta-
mafios de | os fragmentos de restriccion.

PCR-SSCP: Método de screening para deteccion de muta-
ciones puntuales desconocidas, basado en las caracteristicas de
migracion en electroforesis de cadenas sencillas de ADN, en ba
Seasu secuencia.

PCR-TGGE: Variante de PCR-DGGE, en é qued gradiente
desnaturalizante corresponde a variaciones de temperaturaalo
largo del gel.

Polimorfismo conformacional de cadenas sencillas: Vé
ase PCR-SSCP

Secuenciacion de ADN: Método para la determinacion de
la secuencia de nucledtidos de un fragmento de ADN.

Single Stranded Conformation Polymor phism: Véase
PCR-SSCP
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SSCP: Véase PCR-SSCP
Temperature gradient gel electrophoresis. Véase PCR-
TGGE
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