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Introduccién

A lolargo delos capitul os anteriores de esta serie se han des-
crito un conjunto de técnicas que pueden utilizarse parala de-
teccidn y/o identificacion de una mutacion en el ADN respon-
sable de una enfermedad. En esta ocasion, volveremos a abor-
dar este tema, presentando muy brevemente un pequefio grupo
de métodos alternativos, que aungue de uso menos frecuente, no
dejan de ser interesantes y sobre todo, Utiles. Posteriormente,
presentaremos un gjemplo de la aplicacion de una de estas téc-
nicas a un caso clinico.

En lasegunda parte de este capitul o, abordaremos un aspecto
clave de la aplicacion de la Biologia Molecular en el estudio
de problemas genéticos humanos, como es la creacion de ani-
males transgénicos.

1. Métodos de deteccion de mutaciones

Como ya se ha mencionado en anteriores capitul s, la téc-
nica definitiva para la deteccion e identificacion de una atera-
cion en e genoma es la secuenciacion del fragmento de ADN
en el que se encuentra dicha mutacion. No obstante, la secuen-
ciacion de ADN es un proceso largo y costoso y se han ideado
una serie de métodos alternativos para la blsqueda de muta-
ciones genéticas. Como sevio en los capitulos 3y 4, algunos de
estos métodos Uinicamente detectan la presencia de una altera-
cion, pero son incapaces de identificarla (SSCP, DGGE, ...), por
lo que son utilizados como herramientas de screening inicid, a
los que seguird una secuenciacion. Existe otro grupo de méto-
dos que detectan y localizan laateracion (RFLP, PCR-ASO, ...),
pero su uso esta restringido al andlisis de mutaciones ya cono-
cidas con anterioridad.

El desarrollo de nuevas técnicas de andlisis de mutaciones
rapidas, sensibles y sobre todo, aplicables a gran escala, conti-
nday con frecuencia aparecen nuevos métodos en laliteratura.
Algunos de ellos son aplicables solamente a casos muy con-
cretos, mientras otros son excesivamente complicados de poner
apunto, o bien exigen equipamientos poco asequibles. Otros, en
cambio, congtituyen avancesimportantes y pueden ser f&cilmente
adaptados a diferentes campos de estudio por distintos labora-
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torios. A continuacion, describiremos brevemente algunas de es-
tastécnicas. Unavez més, nuestro objetivo no es profundizar en
los aspectos técnicos de las mismas, sino simplemente que €l
lector se familiarice con la nomenclatura empleada.

1.1. Mé&odos de estudio de mutaciones desconocidas

- RNase cleavage (corte con RNasa - ribonucleasa). El fun-
damento de esta técnica es la capacidad de la RNasa de cortar
ARN monocatenario. EI método consiste en la hibridacion en
solucién, del fragmento de ADN aanalizar con unamoléculade
ARNmM (marcada con radioctividad, fluorescencia, tc.) corres-
pondiente a gen normal (obtenida por transcripcidn in vitro en
el laboratorio) que se utiliza como sonda. Si lamuestrade ADN
esnormal, esdecir, idénticaa ARNm, seformara un hibrido bi-
catenario ADN:ARN perfecto. Si por el contrario, €l ADN pre-
sentaagunaalteracion (mutacion puntual, insercidn o delecion)
existirdn zonas no complementarias (en inglés, mismatch), for-
mandose bucles monocatenarios. Estas regiones monocatena
rias del ARN son atacables por la enzima RNasa, que cortala
moléculaen este punto. El corte de la RNasa provocard en la
“sonda’ de ARNm una reduccién de lalongitud, que es detec-
table mediante electroforesis. Estatécnicalocaizae punto exac-
to en el que ha ocurrido lamutacién, pero no identificala natu-
ralezade lamisma.

- CCM (Chemical Cleavage Method) (Método del corte qui-
mico). Como en el caso anterior, esta tecnologia también se
basa en el corte de regiones no complementarias entre hibridos
formados por la muestrade ADN a analizar y un fragmento
del gen normal (ADN o ARN). Ladiferencia fundamental con
el RNase cleavage estriba en €l agente utilizado para cortar €l
ADN, que en este caso es un compuesto quimico (piperidina).

- EMC (Enzymatic Mismatch Cleavage) (Método de cor-
te enzimatico). De nuevo, los hibridos generados por la desna-
turalizacion por calor y posterior renaturalizacion de la molé-
culade ADN aestudio en presencia de ADN normal son so-
metidos a corte con |as enzimas T4 endonucleasa 1 o T7 endo-
nucleasa 1 (llamadas también resolvasas). Estas enzimas digie-
ren el ADN en puntos no apareados. Como en |os casos ante-
riores, tras lareaccion, los productos se analizan por electrofo-
resis, y laaparicion de fragmentos de tamafio inferior al inicial
indican presencia de mutacion.

- CFLP (Cleavage Fragment Length Polymorphism)
(Polimorfismo del tamafio de los fragmentos de corte). De for-
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Figura 1. Fundamentos de la técnica OLA. En el dibujo de laizquierda, la ADN-ligasa une los dos oligonucledtidos que hibridan perfectamente con €
ADN molde. Por el contrario, si existe un cambio de base en e molde (derecha), la hibridacion no es perfecta, y la ADN-ligasano puede actuar uniendo

los oligos entre si.

maandogaa RFLP, & CFLP detectalos cambios en lasecuencia
de ADN en base a diferencias en € patron de bandas observa-
bles por electroforesis tras la digestion con la enzima endonu-
cleasa cleavase |. Latécnica se apoyaen la capacidad de esta
enzima para cortar €l ADN en |as zonas de transicion de molé-
culamonocatenaria a bicatenaria. El método consiste en lafor-
macion de estructuras secundarias (de doble cadena) en cadauna
de las hebras de ADN tras la desnaturalizacion de la molécula
de ADN. Como en € caso del SSCP (Capitulo 3), alteraciones
de la secuencia (mutaciones) provocan cambios en la estructu-
rasecundaria de la hebras del ADN y moléculas de secuencias
diferentes presentarén patrones de corte diferentes. El método
no localizala mutacion.

- PTT (Protein Truncation Test) (Test de Proteina trunca-
da). Este método detecta mutaciones nonsense (aquellas que co-
difican un codon stop o de terminacidn), que producirén una pro-
teina truncada a partir del punto de lamutacion. EI gen ampli-
ficado se utiliza como molde en una reaccidn de transcrip-
cidn/traduccionin vitro y los productos de la reaccion (péptidos)
se analizan por electroforesis. La presencia de un codon stop
prematuro se traduce en una proteina de menor tamafio.

- ddF (Dideoxy-Fingerprinting) (“Huella” dideoxi). Este
método es una combinacion delasecuenciaciony e SSCP. A,
los productos de una reaccidn de secuenciacion de “un solo tu-
bo” (por gjemplo, solo ddA) se someten a el ectroforesis en con-
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diciones no desnaturalizantes, como en un SSCP. Debido aque
lareaccion de pseudosecuenciacion produce multiples fragmentos
monocatenarios, lasensibilidad del método multiplica conside-
rablemente ladel SSCP (en laque se corre un solo fragmento).
La deteccidn de lamutacidn se consigue comparando el patron
de bandas obtenido con €l patrén de bandas de una muestra nor-
mal.

1.2. Métodos par a mutaciones conocidas

- Single Nucleotide Primer Extension (Extension de un nu-
cledtido). EI método se conoce también como “ minisecuen-
ciacion”, y consiste en disefiar un primer que termina un nu-
cledtido antes de la supuesta mutaciéon, de formaque lasiguiente
base distinga la secuencia normal de la mutada; por gjemplo,
“A” enlosindividuos sanosy “C” en los enfermos. Si en una
reaccion seincuban € ADN aanalizar con € primer y unaADN-
polimerasa en presenciade Unicamente & nucledtido dCTP mar-
cado (que aportala“C” - citosina - alareaccion), se producira
laelongacion del primer solo enlosindividuos mutados (en los
que“C” eslasiguiente base). Laelectroforesis de los productos
de lareaccion revelara presencia de fragmentos marcados (por
incorporacion del nucledtido) Unicamente en losindividuos afec-
tados.

- OLA (Oligonuclectide ligation assay) (Ensayo de ligado
de oligonucledtidos). Se basaen la capacidad de laenzima ADN-
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Figura 2. Representacion esquemética de latécnicaOLA aplicadaen este
estudio. El fragmento a analizar se amplifica por PCR y se incuba en dos
tubos, uno correspondiente a nucledtido normal (oligo 1n) y el otro a
mutado (oligo 1m) junto con €l oligo comun (oligo 2). Si setratade un
individuo normal, s6lo se producird hibridacion (y consiguiente unién de
los oligonucledtidos) en el tubo normal (1n+2), y observaremos unabanda
de mayor tamafio en la electroforesis (calle A). Parael ADN normal, no
se produce unién en ¢ tubo con oligonucledtido mutado, y no hay banda
de mayor tamafio en la electroforesis (calle B). Con un ADN mutado, la
banda mayor se formard en el tubo con los oligos Imy 2 (calle D), pero
no en ¢ tubo con ¢l oligo normd (calle C). Si se tratara de un individuo
heterocigoto se darialigamiento en ambos tubos (calles A+D). En el recuadro
inferior, se observa la representacion gréfica, en forma de picos, dela
electroforesis realizada con oligos marcados con fluorescencia.

ligasa de unir dos fragmentos de ADN adyacentes Ginicamente
cuando son total mente complementarios en el punto delaunion
auna cadena de ADN molde. Esta técnica se describe con de-
talle a continuacion, en la presentacion del caso clinico.

2. Caso clinico
2.1. Brevehistoriaclinica

Mujer de 37 afios, con rasgos bioguimicos caracteristicos de
hemocromatosis (indice de saturacion de transferrina superior
al 50%, asi como concentracién de ferritina superior a 1.000
mg/ml) y elevada cantidad de hierro en los hepatocitos. En la
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Figura 3. Resultados de un experimento OLA delas posibilidades genotipicas
de lamutacion causante de lahemocromatosis en el gen HLA-H, donde |
esun individuo enfermo, homocigoto paralamutacion; Il esun individuo
heterocigotoy 11, unindividuo homacigoto normal. 1ny 1m, corresponden
alos experimentos realizados con el oligonucledtido que lleva la base
normal y mutada, respectivamente. Las flechas indican la posicion delos
picos; € primero de 20 nucledtidos, corresponde alos oligos libresy el
segundo de 40 nucledtidos, alos oligos unidos.

historiafamiliar, su esposo estasano y tienen dos hijos, un nifio
de 10 afios y unanifia de 8.

2.2. Objetivo del estudio

Confirmacion, mediante el estudio genético, del diagnosti-
co clinico de hemocromatosis primariaen e caso indice. Estudiar
laposible presencia de dteracion genéticaen los familiares asin-
tomaticos, como técnica de diagndstico precoz y parasu utili-
Zacion en consejo genético.

2.3. Planteamiento del estudio genéticoy resultados del

anélisismolecular

2.3.1. Conocimiento del gen responsabley su estructura
Lahemocromatosis familiar es una enfermedad autosomica

recesiva caracterizada por laacumulacion excesivade hierro en
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los tgjidos, 1o que puede ocasionar desordenes secundarios co-
mo cirrosis, diabetes, cardiomiopatias, artritis, entre otros.

Estudios recientes han asociado esta alteracion al gen HLA-
H o HFE, localizado en €l brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3).
Este gen esta constituido por siete exones, habiéndose observa-
do que en lamayoria de |os pacientes diagnosticados con he-
mocromatosi s gparece una mutaci on en homocigosis (ambos ale-
los estdn mutados) en el exdn 4. Esta mutacion originael cam-
bio de una base guanina por una adenina, produciéndose lasus-
titucion del aminoacido cisteina por tirosina en la proteina co-
dificada.

2.3.2. Tecnologia para la deteccion de la alteracion genética
Latécnicaque utilizamos para este estudio se denomina OLA
(del inglés Oligonucleotide Ligation Assay), basada en la ca
pacidad de la enzima ADN-ligasa de unir dos oligonucleétidos
adyacentes sdlo cuando son total mente complementarios a una
hebra sencillade ADN desnaturalizada (Figura 1).
Previamente alarealizacion delatécnica(Figura2), selle-
vaacabo laamplificacion por PCR (véase capitulo 3) del frag-
mento del genoma donde probablemente se encuentrala muta-
cion. EI ADN amplificado serd sometido ados reacciones OLA
independientes. En cadaunadeellas, € ADN aandizar, que se
utilizara como molde, se incuba con una pareja de oligonucle-
Gtidos (comunmente llamados “ oligos”) adyacentesy comple-
mentarios a molde, y cuyo ligamiento se pretende conseguir
(oligo 1y oligo 2). Uno de los oligonucledtidos utilizados es
comun en ambas reacciones (oligo 2), mientras que |os otros
dos corresponden ala secuencia normal (oligo 1n) y mutada
(oligo 1m), respectivamente (los oligos 1n'y 1m difieren Gni-
camente en su Ultima base). En una de las reacciones seinclu-
yen, junto con el ADN problema (molde) y la ADN-ligasa, €
oligonucledtido comin (oligo 2) y € que corresponde ala se-
cuencianormal (oligo 1n); lo llamaremos el “tubo normal”. En
este tubo, un ADN no mutado permitiralaunion delos dosoli-
gonucledtidos (1n+2), mientras que la existencia de mutacion
impedird el ligamiento. Al mismo tiempo, en la otra reaccion
(“tubo mutado”), se incluyen & oligonucledtido comin (oligo
2) y € que corresponde ala secuencia mutada (oligo 1m) y ocu-
rriralo contrario; es decir, Unicamente se producira ligamien-
to delos oligonucledtidos (1m+2) si lamuestrade ADN aana-
lizar presenta la mutacion. Finalmente, los productos de cada
una de las reacciones se someten a electroforesis en un gel de
poliacrilamida. L os oligonucledtidos que no se han unido, al ser
de menor tamafio, migran més rapidamente, pero s ocurre union
de los oligos entre si, aparecera una banda adicional de mayor
tamafio. Es decir, la aparicidn de la banda superior indicalli-
gamiento delos oligos, mientras que su ausenciaindicaque és-
te no se ha producido. Asi, si labanda mayor aparece Unica-
mente en el “tubo normal” (oligos 1n+2), setratade unindivi-
duo sano y homocigoto parala secuencianormal. Si por el con-
trario, labandamayor se produce sélo en € “tubo mutado” (oli-
gos 1m+2), setrata de un individuo con la mutacion en homo-
cigosis. Por Ultimo, la presencia de banda aumentada en ambos
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Figura 4. Metodol ogia paralaconstruccién de ratones transgénicos. Como
se explicaen el texto, es posible introducir ADN extrafio mediante (A)
inyeccion directadel mismo auno delos prondcleos del 6vulo fecundado;
(B) infeccion de células embrionarias con retrovirus manipulados que
contienen el gen clonado (*en cuaquier etapadel desarrollo embrionario),
y (C) por transfeccion del gen a células embrionarias aisladas en las que
el fragmento se inserta en el lugar que origina mente ocupaba el gen
enddgeno, sustituyéndolo.

tubos, normal y mutado, ocurrird en muestras de individuos he-
terocigotos (Figuras 2y 3).

Al analizar los resultados de |la familia en estudio observa-
mos que €l padre y |a hija estudiados son heterocigotos, mien-
tras que lamadrey el hijo son homocigotos para la mutacion.
Estos datos genéticos explicarian la sintomatol ogia de lamadre
y es Util para el diagnostico precoz del hijo mayor, dado quela
hemocromatosis no puede ser determinada biogquimicamente a
edades tan tempranas. En cuanto a consgjo genético, deberate-
nerse en cuenta que si este matrimonio tuviera nueva descen-
dencia, existiran un 50% de probabilidades de que el descen-
diente padezca la enfermedad, asi como que la hijade lafami-
liaes portadora de la ateracion.

3. Animales transgénicos

El conocimiento de | as ateraciones molecul ares que subya-
cen alas enfermedades humanas es complicado, sobre todo en
aguellos casos en los que estén implicados distintos mecanis-
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mos fisiol 6gicos, gobernados por |a genética, que interactdan
unos con otros'y con &l medio ambiente. El desarrollo delosani-
malestransgénicos (portadores de transgenes, o genes genos)
proporciona nuevas estrategias experimental es para compren-
der procesos fisiopatol dgicos complejos, asi como la oportuni-
dad de crear animales con alteraciones genéticas bien defini-
das (model os animal es de una determinada enfermedad huma-
na) que contribuyan en el estudio de las patologias. Lametodo-
logia de la produccion de animal es transgénicos es sumamente
complicaday nos limitaremos aintroducir brevemente el te-
ma, con el objetivo de que € lector obtenga una vision general
de esta materia.

3.1. Metodologias para la construccion de animales
transgénicos

El raton es el animal transgénico por excelencia, debido a
amplio conacimiento de su fisiologiay su genética, asi como a
lalargatradicion del trabajo con ratones en la experimentacion.
La produccion de ratones transgénicos consiste en laintroduc-
cion de ADN gjeno en las células del animal, de forma que es-
te ADN seincorpore a genomadel ratdn, se exprese en el ani-
mal y seatransmitido a su descendencia, con € fin de crear co-
lonias estables de estos animal es mani pul ados genéticamente.

Laproduccion de ratones transgénicosimplicalaextraccion
de cigotos 0 embriones de ratdn (en distintas fases de desarro-
[10), su manipulacién genéticain vitro y posterior implanta-
cion en “madres’ que llevardn atérmino el desarrollo del nue-
vo animal. Enlaactualidad existen tres estrategias generales pa-
ralaintroduccion de ADN gjeno en células embrionarias de
raton (Figura 4).

- Microinyeccion de ADN al pronucleo del 6vulo fertili-
zado. Eslatécnicamas sencillay mas ampliamente utilizada,
enlaquee gendeinterésse“introduce” literamente d interior
del prontcleo del évulo fecundado, que posteriormente esreim-
plantado en la madre portadora. Esta técnica presenta una serie
de problemas: el investigador desconoce tanto, €l lugar exacto
del genomadel raton en el que se haincorporado el nuevo gen,
como el nimero de copias del gen que han sido incorporadas.

- Infeccion retroviral. El gen deinterés se clonaen un vec-
tor virico, que posteriormente se utiliza parainfectar células em-
brionarias del animal en desarrollo. Presenta limitaciones en
cuanto a tamafio méximo del gen que puede introducirse. Este
método permite introducir una nicacopiadel gen, asi como ele-
gir el momento del desarrollo embrionario en que seraincorpo-
rado, pero tampoco es posible controlar el lugar exacto dein-
sercion.

- Recombinacidn homologa. Las dos estrategias anteriores
no seleccionan € punto deinsercion del nuevo gen, y presentan
problemas ala hora de evaluar la alteracion funcional produci-
da, yaque lalocalizacion cromosdmica del transgén puedein-
fluir sobre su propiafuncionalidad, asi como sobre € grado de
expresion de genes enddgenos (inactivacion o sobreactivacion).
Esta Ultima técnica, més compleja que las anteriores, supone la
extraccion de células embrionarias en estado de blastocisto, que
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se mantienen en cultivo y conservan su pluripotencialidad. El
gen extrafio se introduce en estas célulasy en unos pocos ca-
S0s sustituird, por recombinacion, a gen homaélogo del animal,
es decir, se sittiaen su lugar “original”. Las células manipula-
das se reintroducen en €l blastocisto, que se implantaen lama-
dre portadora, para desarrollarse en ratones quiméricos (con cé-
[ulas normales y manipuladas). Mediante cruzamientos consan-
guineos de estos animal es quiméricos puede crearse animales
homocigotos para el transgén.

3.2. Estrategias con animales transgénicos

Al menos en teoria, las tecnologias de animales transgéni-
cos permiten introducir en un animal material genético extrafio
con €l propdsito de provocar laexpresion de nuevainformacion
genética, 0 bien conseguir la ateracion o supresion total dela
expresion de un gen enddgeno. Con estas herramientas pueden
estudiarse alteraciones genéticas puntuales en animales por |o
demés intactos. A continuacion se describen unos ejemplos de
dichas estrategias.

- Regulacion y control dela expresion génica: Mediante
lamanipulacién de las regiones adyacentes aun gen pueden iden
tificarse aquellas secuencias importantes para su regul acion (zo-
napromotora, véase capitulo 1), y entender |os mecanismos por
los que se produce la expresion de determinados genes Unica:
mente en ciertostejidos, asi como laregulacion temporal de di-
chaexpresion.

- Alteracion de la expresion de genes enddgenos. Es po-
sible sugtituir laregion promotora de un gen con €l proposito de
modular (en sentido positivo o negativo) la produccion de un de-
terminado metabolito, y estudiar |as alteraciones que dicho cam-
bio acarreaen e animal.

- Estudios de funciones celular es mediante eliminacion
delineas celulares: Esta estrategia permite analizar lafuncion
que desempefia un tipo celular determinado, asi como lasrela
ciones que se establecen entre diferentes lineas celulares de
determinados tejidos. Se basa en la creacion de animales trans-
génicos portadores de un gen construido con un promotor espe-
cifico del tejido a estudiar y que expresa una sustancia toxica
paralapropiacélulaproductora. Asi, cuando el promotor es ac-
tivado, las células productoras son destruidas. Unicamente son
eliminados determinados tipos celulares, ya que a pesar de que
€l gen esta presente en todas las células del organismo, solo se
expresa en agquéllas en las que es activado el promotor elegido.
Por gjemplo, podrian eliminarse selectivamente las células R del
pancreas s seintroduce un gen toxico gobernado por el promotor
del gen delainsulina

- Identificacién de nuevos genesy proteinas mediante mu-
tagénesis: Cuando un fragmento de ADN seinserta en un gen
enddgeno del huésped, puede provocar la eliminacion de su ex-
presion. De estaforma, el investigador puede aislar, clonar y ca-
racterizar el gen que hadejado de funcionar. Si la pérdida de de-
terminado gen se asocia con una alteracion fisiol égica caracte-
ristica, puede identificarse &l gen humano equivalentey estudiar
su papel en la alteracion humana correspondiente.
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Laposibilidad de construir model os animales por elimina-
cion o modificacion de la expresion de genes enddgenos o por
introduccion de genes humanos defectuosos, puede utilizarse
para comprender |os mecanismos patogénicos moleculares de
enfermedades humanas. El nlimero de model os transgénicos de
enfermedades esta en constante crecimiento, y entre ellos pue-
den citarse varios model os de diabetes, osteogénesis imperfec-
ta, anemia perniciosa, hepatitis neonatal, etc. Por otra parte,
los animal es transgéni cos constituyen un marco ideal parae di-
sefio y evaluacion de nuevas terapias, incluyendo la emergente
terapia génica, tanto desde el punto de vista de su efectividad,
como de su toxicidad o posibles efectos secundarios. Pueden ser-
vir también como productores a gran escala de mol éculas de ac-
tividad terapéutica ya conocida que no puedan ser fabricados en
organismos mas sencillos como bacterias o levaduras.

Las posibilidades de la metodol ogia de produccion de ani-
males transgénicos, asi como las aplicaciones de estas estrate-
giasen laMedicinason amplias, y estan en continuo desarrollo.
La hipotética aplicacion de estas tecnologias en el ser humano
no esta exenta de controversiay discusiones éticas, que tendrén
que ser debidamente regularizadas.

En estos ocho capitul os, hemos pretendido revisar, junto con
e lector, distintos aspectos dela Biologiay GenéticaMoleculares,
destacando su papel en la préctica clinica diaria. Nuestra apro-
ximacion hasido siempre muy genera, con laideade queel lec-
tor interesado pueda ampliar sus conocimientos en manuales
mas especializados.

Glosario

CCM:: véase Chemical cleavage method

CFLP: véase Cleavage fragment length polymor phism

Cleavage fragment length polymor phism: Polimorfismo
del tamafio de los fragmentos de corte: Método de deteccion
de mutaciones en ADN. Se basa en diferencias de bandas ob-
tenidas por digestion con laenzimacleavase I

Chemical cleavage method: Método de corte quimico, pa-
raladeteccion de mutaciones en ADN. El fundamento de esta
técnicaes d corte quimico de regiones con bases no apareadas
(mismatch).

ddF: véase dideoxy-fingerprinting

dideoxy-fingerprinting: Huelladideoxi. Técnicade detec-
cion de mutaciones, es un hibrido entre la secuenciacion y el
SSCP, pero mucho més sensible que este tltimo.

EMC: véase Enzymatic mismatch cleavage

Enzymatic mismatch cleavage: Método de corte enzimé
tico. Técnica de deteccidn de mutaciones en ADN. El funda-
mento de estatécnicaes el corte enzimético de regiones con ba
Ses no apareadas (mismatch).

mismatch: palabrainglesa que define zonas no comple-
mentarias (de una o varias base de longitud) entre las dos hebras
de una molécula de ADN, que pueden formar bucles monoca-
tenarios.
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OLA: véase Oligonucleotide ligation assay

Oligonucleotide ligation assay: Ensayo de ligado de oli-
gonucledtidos. Técnica para detectar mutaciones puntuales ya
conocidas. Se basaen la capacidad dela ADN-ligasade unir dos
oligonuclettidos adyacentes solo si son totalmente comple-
mentarios al ADN molde.

Protein truncation test: Test de proteinatruncada. Método
parala deteccion de mutaciones nonsense, mediante el andlisis
de los productos proteicos del gen a estudio.

PTT: véase Protein truncation test

RNase cleavage: Corte con RNasa. Método de deteccion de
mutaciones, utilizando laenzima RNasa para €l corte de regio-
nes no apareadas en un hibrido ADN:ARN.

Single nucleotide primer extension: Extension de un nu-
cledtido. Método para detectar mutaciones ya conocidas, basa-
do en laextension de un solo nucledtido con laenzima ADN po-
limerasa.

transgén: gen geno, generalmente de otra especie, que ha
sido introducido en un animal, que se dice transgénico.

transgénico: animal portador de un gen geno o transgén.
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