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PALABRAS CLAVE Resumen Los procesos de salud y enfermedad humana pueden ser analizados desde niveles
Organizacion macroscépicos, microscopicos y nanoscopicos. El avance en los diferentes aspectos del
estructural y conocimiento bioldgico molecular de finales del siglo XX y principios del siglo XXI permiten
funcional del genoma progresar en su analisis.

humano; Variaciones Los proyectos Genoma Humano, HapMap y 1000 Genomas han avanzado en el analisis estructu-
en el numero de ral del genoma humano. Recientemente, el Proyecto del Consorcio Enciclopedia de los Elemen-
copias; Enfermedades tos del DNA (ENCODE) ha iniciado el analisis de los principales componentes funcionales rela-
degenerativas; cionados con el estudio del genoma humano, explorando las variantes genomicas y
México. epigendmicas que se presentan en la mayoria de tipos celulares del organismo humano. Los

avances en el entendimiento de la regulacion de la expresion génica logradas por ENCODE se
encuentran revolucionando la comprension de los procesos moleculares de la salud y de mu-
chas enfermedades.

En este articulo abordamos los principales conceptos de la organizacion estructurales del geno-
ma humano y los primeros conceptos modernos de su organizacion funcional en condiciones de
salud, y comentamos algunas de las principales alteraciones en el nimero de copias de regiones
particulares del genoma, que predisponen a algunas enfermedades degenerativas complejas.
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Abstract Biological processes in human health and disease can be studied by macroscopic,
microscopic and nanoscopic scales. The scientific biological advances obtained at the end of XX
century and at the beginning XXI century allow their analysis progress.

Human Genome, HapMap and 1000 Genomas Projects have advanced in the structural analysis
of the human genome. Recently the Encyclopedia of DNA Elements Project has initiated the
analysis of the main human genome functional components, exploring the genomic and epige-
nomic variants that take place in most cellular types of the human body. The progress in eluci-
dating the regulation of gene expression, obtained by ENCODE Project, are shaking up the un-
derstanding of the molecular process involved in human health and disease.

Here, we describe the main concepts of genome structure and the modern concepts related to
functional genome organization, and review some of the main copy number variations that pre-

dispose some complex genetic diseases.

Introduccion

El estudio de las diferentes razas humanas relacionadas con
indicadores de salud, demuestra que existen diferencias ge-
néticas y epigenéticas en sus poblaciones. Los datos del
analisis del genoma humano nos permiten entender la varia-
bilidad gendémica en las poblaciones y facilitan las vias para
los avances en el progreso de la medicina y la biotecnologia.
Los analisis comparativos de los genomas completos de dife-
rentes poblaciones humanas y de especies cercanas, han
identificado dos grandes grupos de variantes genéticas rela-
cionadas con la enfermedad, las primeras relacionadas con
enfermedades monogénicas/cromosémicas por variantes
genéticas raras que afectan predominantemente una carac-
teristica fenotipica (por ejemplo, fibrosis quistica, enferme-
dad de Huntington), y el segundo grupo, enfermedades
poligénicas multifactoriales mas frecuentes, generalmente
enfermedades crénico-degenerativas, que implican comple-
jas caracteristicas fenotipicas (por ejemplo, diabetes, can-
cer, enfermedades cardiacas, enfermedades autoinmunes).

Los diferentes estudios de asociacion pangenomica de las
variantes genéticas estructurales relacionadas con enferme-
dades poligénicas multifactoriales han logrado solo un éxito
limitado en su entendimiento, particularmente porque ade-
mas de la obtencidn de la informacion estructural al
secuenciar el genoma humano, se requiere entender
la organizacion funcional y la regulacion de la expresion
génica.

En el campo de la genética humana, los estudios biologi-
cos experimentales de las ultimas 2 décadas del siglo XX y
de la primera del presente, han logrado 3 avances puntuales
técnico-conceptuales importantes: la factibilidad de estudiar
los genomas completos de diversos organismos a través del
uso de micromatrices o microarreglos de DNA (los cuales
pueden rastrear cientos de miles de reacciones molecula-
res en paralelo para detectar conjuntos de genes especificos
o para medir la actividad génica en diferentes células), la
identificacion del codigo epigenético (cambios quimicos me-
nores del DNA que son provocados por los senalamientos del
entorno extracelular) que modula la expresion genética’, y
muy recientemente la integracion de los codigos genético

y epigenético humanos para entender mas profundamente
la regulacion de la expresion genémica.

Avances en el estudio de la genémica
estructural

En el ano 2003, el Proyecto Genoma Humano (HGP) después
de 14 afos de investigacion publicé el primer borrador de la
secuencia nucleotidica del DNA humano (secuencia del 97%
de la eucromatina del genoma humano haploide). En esa
fecha, el estudio del HGP cubri6 incompletamente el anali-
sis de la totalidad del DNA, ya que algunas regiones de la
heterocromatina no fueron analizadas (aproximadamente el
8% del genoma total), y fue el siguiente afio cuando se com-
pletd el estudio de la secuencia en un 99.99%. Cuatro anos
después, Venter y colaboradores publicaron la secuencia del
genoma diploide de un individuo?. La secuencia del genoma
humano permitioé la expansion de diferentes campos de la
medicina molecular y mejoro el entendimiento de la evolu-
cion humana. La secuencia del DNA humano ha sido guarda-
da en bases de datos disponibles para consulta en Internet,
y el analisis global para identificar, por ejemplo, regiones
codificantes (genes) o no-codificantes, requiere el empleo
de herramientas bioinformaticas.

La Bioinformatica (la union entre la informatica y la biolo-
gia) como disciplina, permite la organizacion y el analisis de
megadatos gendmicos, su aplicacion inicial genero6 la base
de datos denominada GenBank, y posteriormente centena-
res de bases de registro, analisis y prediccion, las cuales
permiten realizar asociaciones y correlaciones. Como vere-
mos adelante la generacion de una gran variedad de deter-
minaciones de variables genéticas y epigenéticas en
condiciones de salud y enfermedad, hacen que el analisis
bioinformatico se haya convertido en una herramienta indis-
pensable para establecer asociaciones de variables geno-
micas con caracteristica celulares fenotipicas y permitir
predicciones en los fenomenos biologicos.

Todos los seres humanos contienen secuencias genomicas
Unicas, por lo que la secuencias publicadas por el HGP
no representan la secuencia exacta del genoma de cada
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individuo, sino mas bien corresponden a la referencia de un
grupo pequeiio de donadores anénimos. La informacion ob-
tenida por el HGP ha logrado avances notables en el inicio
del entendimiento molecular de la diversidad genética, Una
vez completada la secuenciacion del genoma humano por el
HGP, los siguientes estudios de la variacion del DNA humano
continuaron a través del HapMap Project (HMP), el cual deter-
mind mapas de haplotipos o “haps” asociados a diferentes
poblaciones (grupos de secuencias génicas adyacentes), por
medio de la identificacion metodolégica de polimorfismos
de un solo nucledtido o single-nucleotide polymorphism
(SNPs), junto con algunos haplotipos relacionados al riesgo
mayor o menor de desarrollar algunas enfermedades croni-
co-degenerativas. La denominacion de SNPs corresponde a
variaciones en las secuencias del DNA que se presentan en
aproximadamente en el 1% de la poblacion, mientras que el
concepto de “mutaciones”, corresponde a las variaciones
que se presentan con absoluta menor frecuencia. La mayo-
ria de estos SNPs corresponden a variaciones neutrales y
solo el 1% de ellos, presentan repercusion funcional. Los di-
ferentes patrones de polimorfismos de DNA humano se pue-
den asociar con variaciones en la resistencia a enfermedades
especificas y a respuestas metabolicas diferentes a medica-
mentos especificos. El proyecto HapMap a través de 3 fases
de estudio (2002-2009), determino los principales haploti-
pos entre los genomas de poblaciones europeas, asiaticas y
africanas, identificados a partir de patrones de grupos de
SNPs. Mas tarde, el proyecto 1000 Genomes (2008) obtuvo
un catalogo mas detallado de las variaciones genéticas hu-
manas a partir del analisis de 1,000 donadores andnimos de
diferentes grupos étnicos (variaciones estructurales, varia-
ciones en el numero de copias, retroelementos, SNPs, etc.).

Los haplotipos, las mutaciones, los SNPs y otras variantes
estructurales en el genoma humano, como el nimero de co-
pias de segmentos o regiones especificas contribuyen a la
diversidad genética en las poblaciones humanas, y algu-
nas de ellas, se han asociado a diferentes enfermedades. To-
das estas variantes modifican estructuralmente las regiones
codificantes (de proteinas) y las regiones no-codificantes.
La continuacion de los estudios del genoma humano han sido
coordinados por el Encyclopedia of DNA Elements Project
(ENCODE). Recientemente, un numeroso grupo de investiga-
ciones coordinadas por el Consorcio Enciclopedia de los Ele-
mentos del DNA, destinadas a encontrar todos los elementos
funcionales en el genoma humano, publicaron sus resulta-
dos en 30 articulos simultaneos?. El Consorcio ENCODE, em-
pled diferentes tecnologias para la identificacion de cambios
genéticos y epigenéticos que funcionan como marcas regula-
torias de la expresion génica (reguloma), y demostraron que
las regiones no-codificantes del DNA humano (mas del 80%
del genoma total) participan en la regulacion funcional de la
expresion génica, y que esta regulacion se encuentra contro-
lada por multiples sitios localizados cerca y distante de las
regiones codificadoras del gen. Las variaciones en estos sitios
se asocian al desarrollo de diferentes enfermedades®®.

1.1 Organizacion estructural del genoma
humano

El genoma humano esta constituido por una secuencia de
3.2 x 10° nucledtidos, organizado y compactado en 23 pares

de cromosomas (22 pares de autosomas y 2 cromosomas se-
xuales). El genoma humano globalmente puede ser anali-
zado a partir de sus elementos estructurales y de sus
elementos funcionales. Los primeros corresponden por
ejemplo a regiones codificantes de proteinas y a regiones
no-codificantes; los segundos a los componentes que parti-
cipan en interacciones, regulacion y funcion bioldgica. Den-
tro del genoma humano se encuentran 23,000 genes o
regiones codificantes de proteinas (similar al nmero de ge-
nes en otros mamiferos y en algunas plantas); constituidos
por exones e intrones en una proporcion de secuencias de
1:24). El genoma humano a diferencia de genomas de otros
organismos cuenta con mayor cantidad de segmentos o re-
giones duplicadas; las secuencias repetitivas del genoma
humano corresponden a diferentes tipos de regiones: trans-
posones, regiones intergénicas, seudogenes, repeticiones
cortas, repeticiones largas y repeticiones en tandem.

La larga cadena de 3.2 meganucleotidos o megabases del
DNA humano se encuentra enrollada por un complejo de
proteinas organizadas, que en conjunto constituyen la cro-
matina. Los componentes de esta larga cadena de DNA del
genoma humano pueden ser estudiados a través de diferen-
tes enfoques organizacionales: conformando cromosomas,
en regiones DNA codificantes y no-codificantes, en zonas
constitutivas de genes y seudogenes, etc.

El DNA humano cuenta con regiones no repetitivas donde
se localizan los genes que codifican proteinas y los genes
que codifican diferentes RNAs “clasicamente” funciona-
les (por ejemplo, RNA ribosomal, RNA de transferencia).
Solo el 1% del total del genoma humano, corresponde a re-
giones exonicas, mientras que el 24% lo abarcan las regiones
intrénicas. El DNA que codifica proteinas es el componente
mas ampliamente estudiado del genoma humano. El DNA co-
dificante esta constituido por 20,687 genes aproximadamen-
te; en promedio de 500 a 1,000 genes se ubican en cada
cromosoma; un gen en promedio esta constituido por 10 a
50 kilonucleotidos o kilobases (kn o kb), pero entre ellos
existe gran variabilidad. Las regiones codificantes de los ge-
nes corresponden a los exones. En el genoma humano se han
identificado 180,000 exones (aproximadamente 10 exones
por cada gen), los cuales en conjunto corresponden aproxi-
madamente a 30 megabases de extension (1% del genoma).
Los intrones (regiones intragénicas no-codificantes) corres-
ponden al 24% del genoma humano, son secuencias de DNA
cuya longitud es de 10 a 100 veces mayor comparativamen-
te al de los exones; un tipo de ellos son los 5’-UTRs o los
3’-UTRs. Vecinos a los exones/intrones se han identificado a
las regiones no-codificantes conocidas como reguladoras
(8%-20% del genoma humano) -aunque la identificacion de
éstas como veremos adelante, se ha ampliado significativa-
mente de acuerdo a los estudios de ENCODE-. Los grupos de
proteinas con mayores porcentajes de regiones codificantes
dentro del exoma (todos los exones del genoma), son los
factores de transcripcion (2,067 correspondiente al 12%),
las transferasas (8.8%), otras proteinas que se unen al DNA
(8.5%), proteinas transportadoras (6.4%), proteinas recepto-
ras (6.3%), moléculas de sefalamientos (5.6%), y enzimas
moduladoras (5%); muchas proteinas no han sido clasifica-
das (4061 que corresponden al 23.6%). La secuenciacion nu-
cleotidica del exoma identifica las variantes de las secuen-
cias codificantes de proteinas (por ejemplo, mutaciones
autosomicas o recesivas de genes)’; pero este tipo de se-
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cuenciacion es solo una pequena parte de la secuenciacion
del genoma completo.

Las regiones repetitivas del genoma (DNA-RR) abarcan el
98% de su totalidad, e incluyen regiones de RNA no-codifi-
cantes, seudogenes, intrones, regiones no traducidas del
RNAm (UTRs), secuencias regulatorias, secuencias repetiti-
vas (intergénicas) y secuencias relacionadas con elementos
movibles o transposones. Globalmente, las regiones de DNA-
RR corresponden a regiones denominadas pseudogenes
(aproximadamente 14,000) y a regiones relacionadas con
RNAs no-codificantes y micro/mini RNAs (aproximadamente
18,400). Las regiones del DNA-RR dentro del genoma huma-
no pueden distribuirse en conjuntos o tandems, y en repeti-
ciones interpuestas entre regiones definidas como genes o
exones/intrones y seudogenes. El 8% aproximadamente del
genoma humano consiste en secuencias repetitivas de DNA
denominadas repeticiones en tandem; éstas son muy varia-
bles dentro de los individuos (se emplean como marcadores
en analisis forense del DNA); las secuencias repetitivas de
menos de 10 nucledtidos se denominan microsatélites, y
aquellas entre 10-60 nucleotidos de longitud se denominan
minisatélites®.

Los transposones son el componente mas grande del geno-
ma humano (45%), los cuales son elementos movibles dentro
del DNAy corresponden a secuencias que se pueden replicar
e insertar copias de ellos en diferentes localizaciones del
genoma (“genes saltarines”), algunos de ellos parecen re-
trovirus endogenos, los cuales se encuentran integrados
permanentemente y son heredados en la duplicacion celu-
lar. Existen 2 tipos de transposones, los de clase 1 o retro-
transposones y los de clase 2 o DNA-transposones. Los
retrotransposones en sus procesos de duplicacion y despla-
zamiento a otros sitios del genoma son inicialmente tran-
scritos a RNA, y pueden ser clasificados en repeticiones
terminales largas (LTRs) y repeticiones terminales no-largas
(ambos corresponden al 8.3% del genoma, en elementos in-
tercalados largos (LINEs) que corresponden a 20% del geno-
ma humano, y en elementos intercalados cortos (SINEs) que
corresponden al 13% del genoma humano). Los DNA-transpo-
sones son mas escasos (3%) y no emplean al RNA como ele-
mento intermediario para duplicarse y desplazarse. El
retrotransposon Alu es el transposon mas frecuente in-
tercalado en el genoma humano, cuenta con 300 pb y co-
rresponde aproximadamente al 11% de este (mas de un mi-
llén de repeticiones), recientemente se identificoé que
participa en el direccionamiento ribosomal de las proteinas.
Como es conocido, la transferencia de genes ex vivo se rea-
liza frecuentemente empleando sistemas de virus recombi-
nantes, sin embargo algunos sistemas que emplean
transposones pueden ser mas eficientes en condiciones par-
ticulares (por ejemplo, el sistema Sleeping Beauty en linfo-
citos T)°.

Los seudogenes son secuencias de DNA, relacionados o pa-
recidos con genes conocidos, los cuales han perdido su
capacidad para codificar proteinas por la acumulacion de
mutaciones multiples. Los seudogenes son generalmen-
te no funcionales, y forman los “fosiles genomicos” (genes
de nuestros ancestros, que han sido silenciados); por lo que
parecen servir como material conservado del proceso evolu-
tivo del individuo.

Los RNAs no-codificantes (RNAsnc) participan en el proce-
samiento del RNAm y en la regulacion de la sintesis de las

proteinas, el genoma humano contiene aproximadamente
7,000 regiones de RNAsnc.

Los genomas humanos entre los individuos varian en su
secuencia nucleotidica en menos de 0.1%. La complejidad
de la organizacion del genoma humano ha sido mejor enten-
dida gracias al progreso de las técnicas en el analisis de la
secuenciacion del DNA. En las Gltimas décadas los secuen-
ciadores de DNA de segunda generacion (empleando tubos
capilares) y tercera generacion (secuenciacion masiva en
paralelo), han favorecido la secuenciacion rapida (billones
de nucleotidos por semana) de grandes segmentos de DNA 'y
RNA'y su costo ha disminuido (se calcula que para el afo
2014, el costo de la secuenciacion del genoma humano sera
de 1,000 délares). Ademas de lograrse secuenciaciones nu-
cleotidicas mas rapidas y econémicas, han sido desarrolladas
otras técnicas que complementan la exploracion genémica,
entre ellas los microarreglos de DNAy RNA, la secuenciacion
empleando SNPs (que exploraran marcadores polimorficos y
no polimoérficos a resoluciones de 10-20 kb), la hibridacion
genomica comparativa (CGH) y el cariotipo virtual. Las dife-
rentes sondas en estos ensayos (por ejemplo, cDNA, BAC
clones, oligonucleotidos) pueden identificar regiones geno-
micas asociadas e involucradas en enfermedades especifi-
cas, determinar el nUmero de copias de regiones de DNA
(sondas no-polimorficas) e incluso identificar condiciones
como de pérdida de la heterocigosidad (LOH) de los alelos.

El DNA no-codificante varia grandemente entre los geno-
mas de las especies. En los organismos eucariontes la
proporcion de DNA no-codificante comparativamente a
la del DNA-codificante es absolutamente mayor, asi en el
genoma humano la proporcion es de 98:2. Mucho de este
DNA no-codificante participa en la regulacion transcripcio-
nal y traduccional de los genes que codifican proteinas. Va-
rias de las secuencias no-codificantes determinan el sitio
donde los factores de transcripcion se unen al DNA-codifi-
cante. Las principales funciones de las secuencias no-codifi-
cantes de DNA corresponden a regiones que codifican RNAs
(son regiones no-codificantes para proteinas, pero si para
RNA no-codificante). Los RNAsnc participan principalmente
en la regulacion génica, de ellos, probablemente los mas
importantes son los microRNAs (los cuales participan en la
regulacion de traduccion del 30% de los genes que codifican
proteinas en los mamiferos).

Las regiones que codifican proteinas, RNA, intrones, re-
giones reguladoras, y regiones no-codificantes contienen
zonas conservadas en el tiempo (millones de afhos) relacio-
nadas con la presion evolutiva y la seleccion positiva; mu-
chas de regiones de DNA-RR regulan la estructura de los
cromosomas o algunas de sus areas (telomeros y centrome-
ros) y corresponden a regiones de origen de la replicacion
del DNA; también regulan la estabilidad de los RNAm, la
estructura de la cromatina (modificaciones postraducciona-
les de las histonas y metilacion del DNA) y la recombinacion
del DNA.

1.2 Variacion en el nimero de copias de
regiones particulares en el genoma humano

La variacion en el niUmero de copias de regiones particulares
(CNVs) en el genoma humano corresponde a una varia-
cion estructural de escala intermedia, que consiste en un
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nimero anormal de una o mas secciones del DNA. La infor-
macion genética humana es diploide, contiene 2 copias en
los cromosomas (a excepcion de los cromosomas X'y Y en los
varones). Los tipos de CNVs mas frecuentes en una o varias
regiones del DNA comprenden a deleciones, duplicaciones,
inversiones y translocaciones. Estas variaciones oscilan en
tamano, de pocos cientos de bases a decenas de megabases
(frecuentemente alrededor de 1,000 bp), las cuales condu-
cen a rearreglos genomicos (dependiendo del tamano,
orientacion, porcentaje, etc.). Particularmente las CNVs
mayores a 10 Mgbp se denominan variaciones de escala ma-
yor (por ejemplo, la trisomia del cromosoma 21 que supera
a 100 Mgbp) y las CNVs menores a 1 kb, que se denominan
indels (insersiones-deleciones). Las CNVs pueden estar limi-
tadas a un gen o a un conjunto de genes contiguos, lo cual
influye en la variabilidad fenotipica, y en la susceptibilidad
de diversas enfermedades. El aumento en el nUmero de co-
pias de un gen particular, incrementa la expresion de la pro-
teina que codifica, como sucede con el gen de la quimiocina
CCL3L1, que participa en la inmunoregulacion de la respues-
ta inflamatoria, y que se asocia con menor susceptibilidad
para la infeccion con HIV; por el contrario un bajo nimero
de copias del gen FCGR3B, receptor de membrana de neu-
trofilos, células NK y macrofagos, puede aumentar la sus-
ceptibilidad a desarrollar lupus eritematoso sistémico. El
efecto funcional del CNVs depende del fenotipo y contexto
celular y de las condiciones ambientales que rodean al in-
dividuo. Se ha estimado que en el genoma humano de indi-
viduos no relacionados, las CNVs se presentan en el 0.4%°.

1.3 Variacion en el niumero de copias en
condiciones evolutivas adaptativas
y en enfermedades del desarrollo y
degenerativas

Las CNV pueden ser heredadas o ser causadas por mutacion
de novo. Generalmente, las CNVs pueden ser causadas por
rearreglos estructurales del genoma, como deleciones, du-
plicaciones, inversiones y traslocaciones; las cuales se pro-
ducen durante la meiosis por recombinacion homoéloga
no-alélica, o por alteraciones en la replicacion o reparacion
del DNA en la union de extremos no-homaologos.

Algunos tipos de CNVs pueden corresponder a condiciones
evolutivas adaptativas, por ejemplo en el aumento de mas
de 6 copias del gen de la amilasa AMY1 en las células de
las glandulas salivales de los humanos, lo cual mejora la di-
gestion de los alimentos compuestos por polisacaridos, com-
parado con la presencia de dos copias en chimpancés. Otro
ejemplo es la CNVs de los genes de la B-defensinas, las cua-
les funcionan como antibioticos naturales en la piel.

Las CNVs en diferentes sitios del genoma de células ger-
minales y somaticas humanas favorecen la susceptibilidad
para desarrollar enfermedades complejas como el autismo,
la esquizofrenia, la degeneracion macular de la retina, la
enfermedad de Crohn, el lupus eritematoso sistémico, la es-
clerosis lateral amiotroéfica y la infeccion por HIV-SIDA. Estas
diferentes alteraciones en CNVs se asocian entre un 10% a
50% de la predisposicion a desarrollar diversas enfermeda-
des del neurodesarrollo, neurodegenerativas y autoinmu-
nes, principalmente’®3. En algunos tipos de canceres,
las CNVs se asocian a la iniciacion y progresion tumoral,

particularmente en algunos tipos de leucemias y linfomas y
en algunos tumores solidos' .

La identificacion en el cambio del niumero de copias de
segmentos de DNA (deleciones, ganancias, o amplificacio-
nes) puede ser detectada en los ensayos de exploracion ge-
némica empleando sondas no-polimoérficas. Ejemplos de
alteraciones en la CNVs son la inactivacion por delecion o
por LOH de los genes supresores tumorales y la amplifica-
cion (ganancia en mas de 10 veces) de algunos oncogenes en
células tumorales (por ejemplo, Her2Neu).

Los métodos clasicos que exploran la variacion del nUme-
ro de copias de regiones del DNA en el genoma humano co-
rresponden a los patrones denominados “huella génica” por
determinaciones de microsatélites y minisatélites (DNA fin-
gerprinting), por hibridacion in situ con sondas fluorescen-
tes, y CGH. La exploracion moderna de las CNVs, tanto en
regiones codificantes y no-codificantes, se realiza por estu-
dios de genotipificacion/secuenciacion de “siguiente gene-
racion”, como polimorfismos de fragmentos obtenidos por
corte de enzimas de restriccion, polimorfismos de fragmen-
tos amplificados al azar, utilizacion de oligonucledtidos ale-
lo-especificos, hibridacion del DNA en microarreglos o
empleando perlas nanométricas y por cariotipo virtual' ',
La diversidad en el nimero de copias de distintas regiones
del DNA comprende el 12% de la variabilidad del genoma
humano'®.

Avances en el estudio de la genémica
funcional

La gendmica funcional se enfoca a los aspectos dinamicos
de la transcripcion, traslacion e interacciones proteina-pro-
teina; su meta es entender las relaciones entre el genoma
de un organismo con su fenotipo. Los microarreglos de RNA
y el analisis serial de expresion génica (SAGE) permiten la
identificacion de la variacion comparativa de los transcritos
en distintos tipos celulares y en diferentes condiciones de
un mismo tipo celular.

Las grandes funciones del DNA en el genoma son la repli-
cacion y la transcripcion; sin embargo cada una de ellas se
encuentra regulada por mecanismos complejos. En un orga-
nismo, la transcripcion, la traduccion y el funcionamiento
de sus proteinas determinan su fenotipo. El genoma como el
mayor elemento jerarquico en estos procesos, se encuentra
localmente programado para la sobrevivencia celular, sin
embargo los sefialamientos externos son elementos suficien-
tes para modificar puntualmente sus tiempos y formas de
expresion génica. La respuesta a los sefialamientos externos
es codificada por patrones diferenciales de proteinas (fre-
cuentemente factores de transcripcion) que interaccionan
con secuencias de DNA directa o indirectamente y modi-
fican la activacion de los genes codificantes de proteinas o
de RNAs.

El codigo epigendmico es un regulador importante de la
expresion génica. Las tecnologias en la exploracion de los
cambios moleculares epigenéticos del DNA han progresado
marcadamente en las Ultimas 2 décadas, como es el caso de
la inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a la se-
cuenciacion del DNA'. Como hemos mencionado el genoma
humano contiene muchas secuencias reguladoras de la ex-
presion génica que conforman aproximadamente el 80% del
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DNA total. La regulacion de la expresion génica es mediada
por codigos epigenéticos representados por modificaciones
no covalentes de las histonas (por ejemplo, acetilacion en
sus colas N-terminales), y de patrones de metilacion del
DNA (de regiones promotoras de genes), que modifican
el empaquetamiento de la cromatina (normalmente los di-
ferentes tipos de células mantienen activo aproximadamen-
te el 2% de su genoma a través de la cromatina abierta),
facilitando o impidiendo la asociacion de proteinas regula-
doras y de factores de transcripcion a las secuencias nucleo-
tidicas de promotores génicos. Estos cambios funcionan
como etiquetas bioquimicas llamadas marcadores epigené-
ticos, que actan como interruptores para controlar cuales
genes seran leidos por la maquinaria transcripcional™. La
cadena del DNA se comporta dentro de la regulacion de su
expresion, como una molécula poligama de una gran canti-
dad de factores genéticos y epigenéticos.

Como hemos mencionado, el Consorcio ENCODE logro6 ob-
tener un mapa global del reguloma para determinar qué
partes del DNA pertenecen a este y qué regiones participan
en transcripcion génica (regiones reguladoras, asociacion
con los diferentes factores de transcripcion, modifica-
ciones estructurales de la cromatina y quimicas de las histo-
nas)*>2°, Considerando los mecanismos genomicos y epige-
némicos de la expresion genética, ENCODE empleé para
lograr su objetivo, multiples metodologias que exploran si-
multaneamente los principales componentes genéticos y
epigenéticos. Entre las tecnologias empleadas mas impor-
tantes, destacan la inmunoprecipitacion de la cromatina
combinada con la secuenciacion del DNA (ChIP-seq), que
revela el lugar donde las proteinas se unen al DNA; el em-
pleo de ensayos con la enzima DNasa 1 combinada con la
secuenciacion del DNA (DNase-seq), la DNasa corta sitios hi-
persensitivos que corresponden a regiones de cromatina
abierta, donde secuencias especificas son unidas a factores
de transcripcion y a la maquinaria proteinica de transcrip-
cion; la secuenciacion de los diferentes RNAs (RNA-seq) que
identifica transcritos con corte-empalme diferencial, los
RNAs no-codificantes, mutaciones postranscripcionales y fu-
sion de transcritos; diferentes tipos de ensayos para identi-
ficar el estado de metilacion de los dinucledtidos CpG en las
secuencias del DNA, como CAGE/RRBS, y el aislamiento de
elementos reguladores por formaldehido (FAIRE-seq)>.

El proyecto ENCODE empled en su estudio 24 tipos de tec-
nologias gendmicas experimentales de segunda y tercera
generacion (algunas previamente mencionadas) para explo-
rar mas de 150 tipos celulares. Su estudio identifico y se-
cuenci6 todos los RNAs transcritos en el genoma humano,
los sitios de union al DNA de cerca de 120 factores de trans-
cripcion, mas de 70,000 regiones promotoras y 400,000 re-
giones aumentadoras o enhancers; también identifico las
regiones metiladas del DNA (las cuales corresponden gene-
ralmente a los genes que no expresan), y los patrones de las
modificaciones quimicas de 13 tipos de histonas (los cuales
ayudan a empacar el DNA en los cromosomas, conduciendo
al aumento o supresion de la expresion génica)?'. Este Con-
sorcio demostro que cada tipo celular emplea diferentes
combinaciones y permutaciones en los mecanismos regula-
torios de expresion génica para constituir su propio fenoti-
po. Las conceptos mas importantes concluidos por el
Consorcio ENCODE han permitido la construccion de un
mapa de identificacion de 3,000,000 regiones que participan

en la regulacion de la expresion génica (muchos de ellos
previamente identificados), la identificacion de secuencias
especificas de DNA que se unen a proteinas que participan
en el reguloma, la obtencion de un bosquejo preliminar de
redes de factores de transcripcion que se une al DNA para
promover o inhibir la expresion génica, y determinaron que
mas del 75% del total del genoma humano es capaz de trans-
cribir (distintos tipos de RNAs son transcritos en diferentes
momentos Yy tipos de células), dichos transcritos correspon-
den a moléculas funcionales que junto con otros diferentes
factores de transcripcion son entrelazados a maltiples ge-
nes, provocando cambios en su nivel de expresion. Los
resultados del proyecto ENCODE demuestran que las di-
ferentes regiones no-codificantes del DNA deben ser necesa-
riamente consideradas, para reinterpretar el efecto de las
variaciones estructurales del DNA determinadas en los estu-
dios de asociacion pangenomicos previos, ya que aproxima-
damente el 90% de las variaciones géndmicas se presentan
fuera de las regiones codificadoras de genes. En los proxi-
mos afnos ENCODE ampliara su estudio a otros tipos celula-
res, y a la exploracion del efecto de variantes de histonas y
de otros diferentes factores de transcripcion?+622,

Conclusiones

La comprension de la organizacion estructural del genoma
humano ha requerido del trabajo progresivo de muchos gru-
pos biomédicos de investigacion por mas de 30 afos. Hemos
entrado a la etapa del estudio de la Gendmica Funcional en
estos ultimos afos. En la regulacion de la expresion génica
participan mecanismos gendémicos y epigendémicos, cuyo
analisis sera empleado para mejorar el entendimiento de
conceptos de salud como el desarrollo embrionario, la mul-
ticelularidad, el envejecimiento y alteraciones de salud
como las enfermedades crénico-degenerativas.

Las variaciones en el nimero de copias de regiones par-
ticulares son uno de los tipos de variaciones estructurales
mas frecuentes en el genoma humano; estas favorecen con-
diciones evolutivas adaptativas, variabilidad en la respuesta
a agentes externos y predisposicion a algunas enfermedades
del desarrollo y degenerativas.
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