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EL OTRO GENOMA
Gil Ast.

Reseña:
Resumen /Cortar y empalmar
· Cuando edita la información de un gen, la maquinaria celular puede transmitir múltiples significados. Basta, pues, un acervo génico limitado para generar un vasto repertorio de proteínas.
· Esta edición alternativa se conocía desde hace largo tiempo. Sin embargo, hasta que no se compararon los genomas de varias especies, no se descubrió que se trata de un mecanismo común de los organismos complejos. Contribuye, de un modo determinante, a la diversidad entre individuos con dotaciones génicas similares.
· El corte y empalme alternativo permite que un número restringido de genes produzca y mantenga organismos complejos, determinando cuándo, dónde y qué tipo de proteínas se fabrican. Quizá pronto logremos regular la edición de nuestros propios genes para combatir las enfermedades.

EL OTRO GENOMA
Gil Ast.

El viejo axioma “un gen, una proteína” ha dejado de tener vigencia. Cuanto más complejo es el organismo, tanto mayor probabilidad hay de obtener múltiples proteínas a partir de un solo gen.
Resumen /Cortar y empalmar

· Cuando edita la información de un gen, la maquinaria celular puede transmitir múltiples significados. Basta, pues, un acervo génico limitado para generar un vasto repertorio de proteínas.

· Esta edición alternativa se conocía desde hace largo tiempo. Sin embargo, hasta que no se compararon los genomas de varias especies, no se descubrió que se trata de un mecanismo común de los organismos complejos. Contribuye, de un modo determinante, a la diversidad entre individuos con dotaciones génicas similares.

· El corte y empalme alternativo permite que un número restringido de genes produzca y mantenga organismos complejos, determinando cuándo, dónde y qué tipo de proteínas se fabrican. Quizá pronto logremos regular la edición de nuestros propios genes para combatir las enfermedades.
La primavera del 2000 sor- prendió a los biólogos moleculares haciendo apuestas sobre el número de genes que se descubrirían en el genoma humano cuando  acabara la secuenciación de sus nucleótidos. Había quien elevaba la cifra a 153.000. Después de todo, se comentaba, si el hombre fabrica unos 90.000 tipos diferentes de proteínas, se contaría con el mismo número de genes para codificarlas, por lo menos. Además, dada nuestra complejidad, portaríamos una dotación genética mucho mayor que la del nemátodo Caenorhabditis elegans, que tiene 1000 células y un genoma de 19.500 genes, o el maíz, con 40.000 genes.
Cuando, en verano de aquel mismo año, se publicó el primer borrador del genoma humano, más de uno se quedó perplejo por la cifra calculada: de 30000 a 35000 genes codificadores de proteínas. Una cuantía casi vergonzante. A medida que progresó la cartografía del genoma humano, la revisión del número exacto de genes fue a la baja: por debajo incluso de los 25.000. Al propio tiempo, los expertos han venido perfilando una nueva interpretación de los resultados: nuestro bajo recuento podría considerarse una señal de complejidad; el hombre hace un uso sumamente versátil de esa gavilla insignificante de genes.  

A través de un mecanismo de corte y empalme alternativo, la información almacenada en los genes  de organismos complejos se somete  a un proceso de edición harto flexible, de suerte tal que un solo gen especifique dos o más proteínas distintas. La comparación del genoma humano con el de otros organismos ha puesto de manifiesto que esa edición alternativa -llamemos así a la flexibilidad del proceso de corte y empalme- explica la diversidad existente entre organismos que portan una dotación gen ética bastante similar. En un individuo, este mecanismo versátil permite que los tejidos diferentes acometan funciones diversas a partir de un mismo surtido de genes, harto exiguas. 
El predominio de la edición alternativa aumenta con la complejidad de un organismo. En el hombre, se hallan sujetos edición alternativa hasta tres cuartos del total de sus genes. Con toda probabilidad, el propio mecanismo contribuyó ala evolución de la complejidad y podría impulsar también nuestra evolución futura. De momento, se empiezan ya a comprender los mecanismos en cuya virtud una edición defectuosa puede desembocar en diversos tipos tumorales y enfermedades congénitas. Se barrunta también una posible aplicación terapéutica del proceso de corte y empalme. 

Intrones y exones.

 La edición alternativa reviste suma importancia para el desenvolvimiento normal de los organismos. De ella dependen la vida y la muerte de una  célula dañada. Cada célula percibe, constantemente las condiciones de su exterior e interior, para así decidir si  persiste en su desarrollo o se autoinmola en un proceso de apoptosis. Las células que no pueden reparar su ADN activan el programa apoptótico. Craig B. Thompson y su grupo, de la Universidad de Pennsylvania, acaban de demostrar que el gen Bcl-x, x(L) regulador de la apoptosis, se somete a una edición alternativa para producir o una proteína Bcl-x(L) o una proteína Bcl-x(S). La primera acalla la apoptosis; la segunda la promueve. 

El descubrimiento de la capacidad celular de originar formas proteicas distintas a partir de un solo gen se produjo hace unos 25 años; pero tal posibilidad se reputó una rareza. De la genómica comparada reciente, por contra, se desprende que no sólo se trata de un proceso habitual, sino también crucial. Recibe así un nuevo giro, radical, la interpretación de la traducción de la información génica en proteína.
Siguen vigentes la mayoría de los trazos divulgados de la doctrina: el genoma contiene todas las instrucciones necesarias para fabricar y mantener un organismo, codificadas en un lenguaje de cuatro letras que corresponden a nucleótidos de ADN (en forma abreviada, A, G, C y T). En los cromosomas humanos, hay unos tres mil millones de nucleótidos alineados en cada una de las dos cadenas complementarias que forman la doble hélice. Cuando llega el momento de "expresar" un gen, la cremallera de doble hebra de ADN se abre sólo durante el tiempo justo para que se fabrique, a partir de ARN (una molécula químicamente emparentada), una copia de cadena simple de la secuencia del gen. 

Cada secuencia de nucleótidos de IADN que se transcribe así en una versión de ARN corresponde aun gen. Algunos tramos del transcrito primario no se traducen nunca en proteínas, sino que llevan acabo funciones de mantenimiento y regulación en el interior de la célula. Los transcritos de ARN de genes que sí codifican proteínas serán leídos por la maquinaria celular y traducidos a la correspondiente secuencia de aminoácidos. Antes, sin embargo, el transcrito primario debe someterse a un proceso de edición.
En 1977, Phillip A. Sharp, del Instituto de Tecnología de Mas- sachusetts, y Richard J. Roberts, de New England Biolabs, descubrieron que esos transcritos de ARN iniciales, o primarios, se parecen a libros que contienen capítulos carentes de significado insertados, a intervalos, en el texto. Para que el ARN relate una historia coherente, hay que cortar los fragmentos carentes de sentido, o intrones, mientras que deben ensamblarse los capítulos con significado, o exones.
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En el proceso de edición, es decir, de corte y ensamblaje, los intrones son podados del transcrito primario, en tanto que se engarzan los exones (codificadores de proteínas) para formar una versión madura del transcrito: el ARN mensajero (ARNm).

Pero en 1980, Randolph Wall, de la Universidad de California en Los Ángeles, mostró que no siempre se cumplía ese modelo básico de corte y empalme del preARNm, en cuyo marco los intrones se descartan y los exones se incluyen en el ARNm. En realidad, la maquinaria celular tiene la capacidad de "decidir" si cercena un exón o amnistía aun intrón -o segmentos del mismo- para el transcrito final de ARNm. Esta capacidad para editar de forma alternativa transcritos de pre-ARNm potencia la versatilidad de cualquier gen. Asimismo, confiere al mecanismo de corte y empalme un tremendo poder para determinar qué cantidad de una proteína concreta se fabrica respecto de otras proteínas codificadas por el mismo gen.
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En 1984, Tom Maniatis, Michael Green y sus colaboradores de la Universidad de Harvard desarrollaron un procedimiento in vitro para estudiar la maquinaria molecular que lleva a cabo el corte de los intrones y el empalme de los exones. Los detalles de cómo opera, así como de su regulación, todavía no se conocen. Con todo, esta investigación está arrojando luz sobre un sistema exquisitamente intrincado y fascinante.

La maquina de cortar y empalmar
En los organismos complejos, participan dos niveles de maquinaria molecular en el corte y empalme de los transcritos de pre-ARNm. La maquinaria basal, que se encuentra en todos los organismos cuyo genoma contiene intrones, se ha mantenido (o conservado) en el transcurso de la evolución: desde las levaduras hasta los humanos. Consta de cinco moléculas de ARN nuclear pequeño (ARNnp): Ul, U2, U4, U5 y U6. Estas moléculas se reúnen con unas 150 proteínas para formar el somite cirujano ("spliceosome"), el complejo que se encarga de reconocer los sitios donde empiezan y terminan los intrones, podarlos, expulsarlos del transcrito de pre-ARNm y ensamblar entonces los exones para formar el ARNm.
En cada intrón, cuatro secuencias de nucleótidos operan como señales que indican al somite cirujano dónde cortar: al principio del intrón, o punto de corte 5'; al final, o punto de corte 3'; en medio, o zona de ramificación, y el tramo polipirimidínico. Un sistema de regulación aparte controla el proceso de corte y empalme dirigiendo la maquinaria basal hacia estos puntos de corte. Se han identificado más de 10 proteínas reguladoras diferentes (proteínas SR, de "splicing regulatory"). Su forma varía según el tejido o la fase de desarrollo de un mismo tejido. Las proteínas SR se unen a cortas secuencias de nucleótidos de los exones del transcrito pre-ARNm. Estos puntos de unión se denominan potenciadores exónicos del corte y empalme (ESE, de "exonic splicing enhancer"), porque la unión cabal de la proteína SR aun ESE atrae a los ARNnp de la maquinaria basal a los puntos de corte adyacentes a uno u otro extremo del exón. Pero una proteína SR puede unirse también a una secuencia exónica supresora del corte y empalme (ESE, de "exonic splicing supressor"); cuando eso ocurre, la maquinaria basal pierde su capacidad de uncirse a los extremos de ese exón, que, por tanto, se cercena del ARNm.
El salto de un solo exón puede acarrear graves consecuencias para un organismo. En la mosca del vinagre, por ejemplo, el corte y empalme alternativo regula la vía de determinación del sexo. Cuando se expresa el gen Sex-Iethal, puede saltarse por encima un exón específico del macho, durante el proceso de maduración; ello conduce a la síntesis de una proteína Sex-Iethal específica de la hembra. Esta proteína se une entonces a cualquier transcrito pre-ARNm subsiguiente del mismo gen, perpetuando la omisión del exón específico del macho en todos los procesos de corte y empalme posteriores, y, por tanto, garantizando la síntesis de la proteína específica de la hembra. En cambio, si el exón específico del macho es ensamblado durante la primera ronda de edición, se obtiene un ARNm no funcional, que dirige las células de la mosca hacia la ruta específica del macho.
La omisión de exones constituye el tipo de corte y empalme alternativo habitual en mamíferos. Pero no el único. En plantas y formas de vida multicelulares inferiores predomina un mecanismo qué causa la retención de intrones en el ARNm maduro. La retención de intrones constituye a buen seguro la primera versión de edición alternativa en desarrollarse. Incluso hoy, la maquinaria de corte y empalme de organismos unicelulares, como las levaduras, opera mediante el reconocimiento de intrones; muy diferente el sistema de proteínas SR de los organismos superiores, que identifica los exones para marcarle el camino a la maquinaria basal.
 
En el sistema unicelular, la maquinaria de corte y empalme sólo reconoce secuencias intrónicas de menos de 500 nucleótidos. Esta forma de operar resulta idónea para la levadura, pues tiene pocos intrones, que comprenden unos 270 nucleótidos en promedio. Pero a medida que avanzaba la expansión de los genomas en el transcurso de la evolución, los tramos intrónicos se multiplicaron y crecieron. Quizá la maquinaria celular de corte y empalme se vio forzada a cambiar de un sistema que reconocía cortas secuencias intrónicas dentro de los exones a otro que reconociera exones de tamaño reducido en medio de un mar de intrones. Por término medio, un gen humano codificador de proteína consta de 28.000 nucleótidos, con 8,8 exones separados por 7,8 intrones. Los exones son bastante cortos, de unos 120 nucleótidos, mientras que los intrones oscilan entre 100 y 100.000 nucleótidos.

El tamaño y la cantidad de los intrones humanos – contamos con la  mayor tasa de intrones por gen de todos los organismos- plantea una cuestión de interés. Los intrones resultan caros de mantener. Gran parte de la energía que consumimos a diario se dedica al mantenimiento y reparación de los intrones en su forma de ADN, en transcribir el pre-ARNm, en podar los intrones e incluso en la destrucción de los intrones al final del proceso de corte y empalme. Además, la edición puede ocasionar errores costosos. Cada corte y engarce de pre-ARNm erróneos comporta un cambio en la secuencia codificadora de proteína del transcrito del gen y, a buen seguro, la síntesis de una proteína defectuosa.
 La disautonomía familiar, una enfermedad hereditaria, se debe a una mutación de un nucleótido en el gen IKBKAP; la mutación provoca una edición alternativa del mismo en tejidos del sistema nervioso. El consiguiente descenso en los niveles de proteína IKBKAP funcional conlleva un desarrollo anormal del sistema nervioso. Aproximadamente la mitad de los pacientes con esta enfermedad mueren antes de cumplir los 30 años. Al menos el 15 por ciento de las mutaciones génicas responsables de enfermedades gen éticas (y probablemente también de algunos cánceres) operan mediante la alteración del corte y empalme del pre-ARNm. ¿Por qué, pues, habrá preservado la evolución un sistema tan complicado, capaz de causar enfermedad? Quizá porque las ventajas superan a los inconvenientes.
Las ventajas de lo alternativo
Al generar más de un tipo de ARNm y, por tanto, más de una proteína por gen, el corte y empalme alternativo permite a los humanos fabricar más de 90.000 proteínas sin tener que mantener 90.000 genes. Por término medio, cada uno de nuestros genes genera unos tres ARNm mediante edición alternativa. Sin embargo, este argumento no justifica que necesitemos tal cantidad de intrones ni que ocupen la mayor parte del espacio génico: dejan para los exones sólo un lo un 2 por ciento de nuestro genoma.
Tras revelarse aparentemente va0cío este paisaje genómico en 2001, se presentó otro misterio desconcertante en 2002 con la publicación de la secuencia genómica del ratón. El múrido tenía un número de genes parecido al del hombre. Aunque de un antepasado común nos separan unos 100 millones de años, la mayoría de los genes humanos y del ratón derivan de ese precedente. En su mayoría, estos genes comparten la misma disposición de intrones y exones; la secuencia de nucleótidos en sus exones ha persistido, en buena medida, a través de la evolución. Si tan pequeña resulta, pues, la diferencia entre los genomas de humanos y múridos, ¿qué nos hace tan distintos de los roedores? 

Christopher J. Lee y Barman Modrek, de la Universidad de California en Los Ángeles, acaban de demostrar que una cuarta parte de los exones editados de forma alternativa en ambos genomas son específicos de humanos o de ratón. Estos exones tienen el potencial de fabricar proteínas específicas de especie, que serían responsables de la diversificación entre las especies. A este respecto, existe un grupo de exones editados alternativamente únicos en primates (humanos, simios y monos) que podrían haber contribuido a la divergencia de los primates respecto de los otros mamíferos. El estudio del proceso que da origen a exón permite vislumbrar las ventajas de los intrones en general. Veamos por qué compensa mantenerlos.
Estos exones específicos de primates derivan de elementos genéticos móviles ALU, que pertenecen a los retrotransposones. En esa clase extensa de elementos se acogen secuencias cortas de ADN que generan copias de ellas mismas, para reinsertarlas luego en el genoma en posiciones aleatorias, como si de pequeños parásitos genómicos se tratara. Los retrotransposones se encuentran en casi todos los genomas. Al contribuir a la expansión genómica, han ejercido una profunda influencia. Sobre la evolución de los organismos multicelulares. Casi la mitad del genoma humano está formado por elementos transponibles, siendo los Alu los más abundantes.
Los elementos Alu constan de 300 nucleótidos; su secuencia se caracteriza por terminar en una "cola poli A". Nuestro genoma contiene unos 1.4 millones de elementos Alu que en buena parte continúan multiplicándose e insertándose en nuevos sitios a razón de una nueva inserción por cada 100 o 200 nacimientos en humanos. 

Durante bastante tiempo, los ALU fueron considerados basura genómica. Empezaron a ganarse el respeto cuando se descubrió que la inserción de Alu aumentaba la capacidad de un gen de producir proteínas. Cerca de un 5 por ciento de los exones editados de forma alternativa en el genoma humano contienen una secuencia Alu. Esos exones se habríanoriginado cuando un elemento Alu "saltó" aun intrón.
En principio, ello no habría tenido consecuencia negativa para el primate, dado que, en su mayoría, los intrones suelen podarse y descartarse en el transcurso de la edición. Sin embargo, a través de una posterior mutación, el Alu habría transformado el intrón "huésped" en una secuencia de información genética con significado, es decir, en un exón. Esta transformación ocurre si en la secuencia Alu se producen cambios que crean un nuevo punto de corte, 5' o 3', dentro del intrón, puesto que ello hace que el somite cirujano reconozca parte del intrón como un "exón". (Tales mutaciones suelen aparecer mientras procede la división celular, cuando al copiarse el genoma se introduce una” errata".)
Si el nuevo exón Alu se conserva sólo de forma alternativa, el organismo saca partido de las dos posibles 4 ediciones del pre-ARNm. Cuando el ARNm incluye el exón Alu, las células producen una nueva proteína; pero cuando no lo incluye (porque se ha omitido), se recupera la función original del gen. Un Alu mutado sólo resulta problemático si se conserva de forma constitutiva -es decir, si se incluye en todos los ARNm producidos a partir del gen-, pues la ausencia de la proteína primigenia puede provocar el desarrollo de enfermedades genéticas. Hasta la fecha, tres enfermedades genéticas causadas por una mala colocación de secuencias Alu han sido identificadas: los síndromes de Alport y de Sly y la nomalía de OAT. 
Con mi grupo he demostrado que o único que se necesita para convertir algunos elementos intrónicos  Alu silentes en auténticos exones es el cambio de una sola letra en su secuencia de ADN. El genoma humano contiene alrededor de 500.000 elementos Alu alojados en intrones; 25.000 de ellos podrían convertirse en nuevos exones sólo con sufrir esa mutación puntual. Por tanto, las secuencias Alu encierran el potencial de continuar enriqueciendo nuestro repertorio de genes codificadores de proteínas.
Aplicaciones terapéuticas
Más de 400 laboratorios y unos 3000 expertos en todo el mundo tratan de desentrañar las complejas reacciones que participan en el corte y empalme alternativo. Aunque la investigación se encuentra en sus comienzos, los primeros resultados insinúan nuevas vías para futuras aplicaciones terapéuticas: por ejemplo, las nuevas terapias génicas que se sirven del mecanismo de corte y empalme para tratar patologías congénitas o adquiridas.
Un posible enfoque terapéutico se basaría en dirigir una corta secuencia de nucleótidos de ARN artificial o ADN sintético (oligonucleótido antisentido) para que se uniera a blancos específicos del ADN o ARN del paciente. Estos oligonucleótidos se introducirían en la célula para enmascarar o un punto de corte específico o cualquier otra secuencia reguladora, desplazando así la actividad de corte y empalme a otro sitio. Ryszard Kole, de la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill, aplicó esta técnica en células precursoras de la sangre procedentes de pacientes con beta talasemia, un trastorno hereditario en el cual un punto de corte 5' aberrante da lugar a malformaciones en las moléculas de hemoglobina (las encargadas de transportar el oxígeno). Enmascarando la mutación, Kole consiguió que el punto de corte recuperase su ubicación normal y con ello restaurar la producción de hemoglobina funcional. 

Posteriormente, Kole aplicó la misma técnica a cultivos de células cancerosas humanas. Ocultando un punto de corte 5' del Bcl-x, transcrito génico regulador de la apoptosis, desplazó la actividad de corte y empalme de manera que se generase la forma Bcl-x(S) de ARNm, no la forma Bcl-x(L); ello redujo la síntesis de la proteína antiapoptótica por parte de las células cancerosas y fomentó la síntesis de proteína proapoptótica. En algunas células

Cancerosas, este cambio activa el programa apoptótico; en otras, potencia los efectos apoptóticos de sustancias quimioterapéuticas administradas junto con los oligonucleótidos.
Otra aplicación terapéutica de la edición alternativa fue presentada en 2003 por Adrián Krainer y Luca Cartegni, del Laboratorio Cold Spring Harbor en Long Island. Hallaron un modo de inducir la retención de un exón, cuyo destino normal hubiera sido el descarte. Crearon una molécula sintética que se programó para unirse a cualquier tramo de ARN según su secuencia; le ensamblaron luego la parte de una proteína SR que se une al ARN. Esta molécula quimérica podía luego vincularse a una secuencia determinada del pre-ARNm y atraer la maquinaria basal hacia: el punto de corte adecuado. Krainer y Cartegni aplicaron este método a células humanas cultivadas para corregir defectos de corte y empalme en versiones mutadas del gen BRCA1, implicado en el cáncer de mama, así como del gen SMN2, que causa atrofia muscular espinal. 

Un tercer método aprovecha la capacidad de los somites cirujanos para ensamblar dos moléculas de pre-ARNm diferentes, procedentes del mismo gen, para formar un ARNm compuesto. Este proceso, denominado trans-corte y empalme, es frecuente en vermes, pero raro en humanos. Permite podar con precisión una región mutada de un pre-ARNm responsable de una enfermedad y reemplazarla por una secuencia codificadora de proteína normal. En fecha reciente, John Englehardt, de la Universidad de Iowa, ha empleado esta técnica in vitro para corregir parcialmente el pre-ARNm de un gen que produce una proteína defectuosa en las células de las vías respiratorias de los pacientes con fibrosis cística.

CHIMPANCES Y HUMANOS comparten el 99 por ciento de su genoma. En  ese apartado se incluyen los elementos móviles Alu, exclusivos de los primates. Los Alu pueden haber dado lugar, mediante el corte y empalme alternativo, a nuevas proteínas que habrían impulsado la divergencia de los primates con respecto a otros mamíferos y quizá también a la divergencia entre los humanos y otros primates. La investigación ha puesto de manifiesto que los genes casi idénticos de humanos y de chimpancés producen esencialmente las mismas proteínas en la mayoría de los tejidos, excepto en el cerebro. En este órgano ciertos genes humanos son más activos y otros generan proteínas distintas mediante el corte y empalme alternativo.

Antes de descodificarse el genoma humano, eran muy pocos los que creían que organismos de la complejidad humana pudieran sobrevivir con sólo 25.000 genes. Tras completarse la secuencia, sin embargo, el corte  empalme alternativo ha emergido como el proceso fundamental que permite a un reducido acervo génico generar un vasto repertorio de proteínas, necesarias para constituir el cuerpo humano, al tiempo que orquesta de forma precisa la fabricación de las mismas en los distintos tejidos y en las diferentes etapas. Además, el corte y empalme explica de qué modo pudo originarse, a partir de genomas similares, la rica diversidad que existe entre humanos, múridos y, presumiblemente, todos los mamíferos.
La evolución opera al presentarles a los organismos nuevas posibilidades y la selección de los individuos más idóneos. Por tanto, las proteínas creadas mediante el ensamblaje de nuevos exones derivados de Alu ayudaron, sin duda, a convertir la especie humana en lo que es hoy. La investigación acerca del corte y empalme alternativo promete reforzar nuestra calidad de vida.
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