Hablemos de...

Ratones knockout

Jost M. MATO DE LA PAzZ
CIC bioGUNE. Parque Tecnolégico de Bizkaia. Derio. Bizkaia. Espafa.

Puntos clave

La tecnologia para generar ratones knockout la
desarollaron Mario Capecchi, Martin Evans y Oliver
Smithies entre 1987 y 1989.

Los ratones knockout tienen inactivado un gen
especifico.

Los ratones knockout condicionales tienen inactivado
un gen en un érgano, tipo celular o estado de
desarrollo especifico.

En los ratones knockout inducibles, el gen
seleccionado se inactiva en el momento deseado.

. También es posible generar ratones knockin en los que

la secuencia del gen diana se ha alterado para
modificar su funcién mediante la introduccién de
mutaciones puntuales o generando
inserciones/delecciones especificas.

El descubrimiento
de la insulina, en 1921,
por Frederick Banting y Char-

La investigacién animal ha sido funda-
mental para el conocimiento actual de la
fisiologia y la fisiopatologia humana. La
cirugia experimental y el empleo de dietas
bien definidas han sido las 2 técnicas em-
pleadas para crear modelos animales de en-
fermedades humanas, hasta que, entre 1987

les Best, utilizando perros como
modelo experimental, constituye
uno de los momentos mas impor-
tantes de la investigacion animal
por la repercusion que tuvo, de ma-
nera casi inmediata, en el trata-
miento de la diabetes mellitus y
en el conocimiento de la

Minkowski, intentaron aislar del pancreas
la sustancia eficaz para el tratamiento de la
diabetes mellitus. Como es bien conocido,
en 1921 Frederick Banting comenzé a
trabajar en esta idea en el Laboratorio de
Fisiologia de la Universidad de Toronto

(Canada), del que era director John Macleod,

y 1989, Mario Capecchi, Martin Evans y enfermedad. cuyo colaborador era Charles Best, un joven
Oliver Smithies desarrollaron la tecnologia que estudiante de medicinal. Los primeros experi-
ha permitido a los investigadores crear modelos en mentos de Banting y Best consistieron en ligar
ratén de enfermedades humanas y que conocemos con el los ductos pancredticos de varios perros para
nombre de ratones 4nockout. Con esta tecnologia, los Entre 1930 y destruir las células acinares y obtener ex-

investigadores han manipulado genéticamente rato-
nes y han creado modelos para el estudio de enfer-
medades, como la aterosclerosis, el cincer, la fi-
brosis cistica, el Parkinson, etc. Esta misma
tecnologia ha servido, ademds, para estudiar los
procesos biolégicos normales y ha facilitado la
comprensién, por ejemplo, de cémo el sistema ner-
vioso se desarrolla o cémo funciona el sistema in-
munitario. En este articulo se han elegido 3 momen-
tos, en mi opinién estelares, de la investigacién animal.

El descubrimiento de la insulina por Frederick Banting y
Charles Best, la relacién entre diabetes mellitus, hepatotoxi-
cidad y el metabolismo de los grupos metilo, y la generacién
de ratones knockout.

Descubrimiento de la insulina

Desde que en 1889 Joseph von Mering y Oscar Minkowski
demostraron que la extirpacién del pincreas en perros produ-
cia diabetes, numerosos investigadores, incluido el propio
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1933, Banting y Best
descubrieron que la admi-
nistracion de colina prevenia
la formacién de higado graso en
perros pancreatectomizados tra-
tados con insulina. Estos estu-
dios unieron 2 enfermedades
hasta entonces indepen-
dientes: diabetes mellitus
y hepatotoxicidad.

tractos pancredticos libres de tripsina y
otras enzimas pancredticas, presentes
en estas células y evitar asi la degrada-
cién de la sustancia capaz de reducir
los valores de glucosa. Varias semanas
después de realizar esta intervencion,
Banting y Best extrajeron los pdncreas

a los perros, los cortaron en pequefios

trozos, los homogenizaron y extrajeron
con solucién salina. A continuacién, proba-

ron este extracto salino en perros a los que ha-

bian convertido en diabéticos mediante la extirpacién

del pdncreas. En respuesta a la inyeccién intravenosa de este
extracto pancredtico, la concentracién de glucosa en sangre en
los perros diabéticos se redujo a valores normales y la glucosa
en orina desaparecié. En general, Banting y Best observaron
una mejoria generalizada en la salud de estos animales. Segui-
damente, prepararon extractos de pancreas de ternera fetal,
debido a que en este estadio el contenido de tripsina y otras
enzimas pancredticas es mucho menor que en el animal adul-
to. La utilizacién de ternera fetal les permitié, ademds, obtener
grandes cantidades de extractos pancredticos, y asi pudieron
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probar diversos procedimientos de extraccién obteniendo dad del higado graso. Es también importante indicar que es-
los mejores resultados con soluciones alcohdlicas li- tos estudios unieron 2 enfermedades hasta entonces inde-
geramente dcidas. La inyeccién diaria de insuli- La pendientes: diabetes mellitus y hepatotoxicidad.
na, como se denominé la sustancia activa ais- administracion a Entre los afios 1940 y 1943, Vincent du Vigneaud et
lada de estos extractos pancredticos, podia ratas de una dieta de- al demostraron que la metionina proporcionaba los
mantener vivos a perros diabéticos durante ficiente en grupos metilo grupos metilo necesarios para la sintesis biolégica
varias semanas. En los meses siguientes, el (dlstas deficlentes en colina de la colina, pero que no lo hacia directamente, si-
dimi d ., . y/o metionina) produce en f b lécula. d
proce 1m1ento. e extraccién se mejoré y pocas semanas higado gra- no que se trans formaba en .ot.ra molécula, de natu-
en 1922 los primeros pacientes diabéticos so, y si la dieta se conti- raleza desconocida, que recibié el nombre de “me-
se trataron con insulina. En 1923, Banting nua, los animales desa- tionina activa’. Este trabajo condujo a Du
y Macleod recibieron el Premio Nobel de rrollan tumores Vigneaud a desarrollar los conceptos de transmetila-
Fisiologia y Medicina por el descubrimiento TEPHEE cién —la utilizacién del grupo metilo unido a la metio-
de la insulina. nina para la sintesis de diversos compuestos metilados,

como la colina, la betaina y la creatina— y de transulfuracién
—la transferencia del 4tomo de azufre de la metionina a la cis-

D | a b Et ES, he p at Ot Oxi Cl d a d y teina y posteriormente al glutatién—, asi como a la identifica-

cién de algunas de las principales enzimas implicadas en el

metab()IlsmO de grupos metilo metabolismo de la metionina. En 1955 Vincent du Vigneaud

recibié el Premio Nobel de Quimica por sus trabajos sobre
compuestos de azufre biolégicamente activos y por la sintesis

Entre 1930 y 1933, Banting y Best descubrieron que la ad- de la primera hormona polipeptidica, la oxitocina?.

ministracién de colina prevenia la formacién de higado En 1953, Giulio Cantoni demostré que el adenosintri-
graso en perros pancreatectomizados tratados con fosfato reaccionaba con la metionina para formar
insulina y que la administracién a ratas de una En- S-adenosilmetionina (SAMe) (fig. 1), y que esta

tre los afios 1940
y 1943, Vincent du Vig-
neaud demostré que la me-

dieta deficiente en colina producia, asimismo,
higado graso. La colina la habian descubierto

molécula, que podia transferir su grupo metilo
a una gran variedad de moléculas, incluida la

Chevreul, Strecker y Dessaignes a mediados tionina proporcionaba los gru- nicotinamida y la creatinina, era la larga-
del siglo XIX, y es uno de los primeros com- pos metilo necesarios para la mente buscada “metionina activa™. Durante
puestos metilados identificados en tejidos sintesis bioldgica de colina, pero la siguiente década, el metabolismo de la

que no lo hacia directamente,
sino que se transformaba en
otra molécula que recibid

animales (fig. 1). Unos afios después del des-
cubrimiento realizado por Banting y Best so-

metionina se dilucidé completamente (fig.

2) y el papel de la SAMe como el principal

bre el efecto lipotrépico de la colina, Tucker y el nombre de metioni- donante de grupos metilo en las reacciones
Eckstein demostraron que una dieta deficiente na activa. bioldgicas (incluida la metilacién de lipidos,
en metionina, un aminodcido metilado, cuya es- proteinas, dcido desoxirribonucleico [ADN], 4cido
tructura Berger y Coyne habian identificado en 1928 ribonucleico [ARN] y un gran nimero de pequefias
(fig. 1), también era capaz de inducir higado graso en ratas. moléculas como las catecolaminas) quedd firmemente estable-
Estos autores también observaron que la homocisteina, que cido.

se diferencia de la metionina por la ausencia de un grupo Durante la década de los afios sesenta y setenta, trabajos reali-
metilo (fig. 1), no tiene actividad lipotrépica. De esta mane- zados por diferentes laboratorios demostraron que las dietas
ra, por primera vez se proporcioné evidencia sobre la impor- deficientes en grupos metilo favorecian la aparicién de tumo-
tancia de los grupos metilo en la prevencién de la enferme- res hepdticos en respuesta a diversos carcinégenos, y en 1983,
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Generacion de ratones knockout

Mario Capecchi, Martin Evans y Oliver Smithies son los
3 cientificos que, entre 1987 y 1989, desarrollaron la tecnolo-
gia que ha permitido a los investigadores crear modelos en ra-
tén de enfermedades humanas y que conocemos con el nom-
’ ‘ bre de ratones knockout®. Con esta tecnologia, los
investigadores han manipulado genéticamente ratones y han
Sarcosing S.CH3 creado modelos para el estudio de enfermedades, como la ate-
v rosclerosis, el cancer, la fibrosis cistica, el Parkinson, etc. Esta
misma tecnologia ha servido, ademds, para estudiar los proce-
4'_|:|—’i—‘ sos bioldgicos normales y ha facilitado la comprensién, por
ejemplo, de cémo el sistema nervioso se desarrolla o cémo

b funciona el sistema inmunitario.
Cistationina Para inactivar un gen, se requiere llevar a cabo 2 pasos distin-
tos. Primero se construye un vector. Y una vez hecho esto, el
vector se introduce en células madre embrionarias (es decir, en
células que pueden dar lugar a cualquier tipo celular en el or-
ganismo adulto), para generar un nuevo ratén a partir de estas
células. El vector es un segmento de ADN que contiene 2 re-
giones homdlogas a las del ADN enddgeno a ambos extremos
(para permitir la recombinacién entre el vector de inactivacién
y el genoma del ratén), el gen modificado para inactivar su
funcién, y 2 genes adicionales para controlar la calidad del
proceso de insercién en el genoma de las células embriona-

Glicina S

B

Figura 2. Metabolismo de la metionina. CBS: cistationina
sintasa; GNMT? glicina N-metiltransferasa; MAT: metionina
adenosiltransferasa; MS: metionina sintasa; MT? otras
metiltransferasa; S: sustrato que se metila; SAH.: S-
adenosilhomocisteina; SAHH: S-adenosilhomocisteina hidrolasa;
S-CHa3: sustrato metilado; SAMe: sadenosilmetionina.

Lionel Poirier demostré que una deficien- i rias (fig. 3). Las regiones de homologia estdn localizadas a
‘ q ! En 1953, Giulio & & & ! .
cia grave en grupos metilo en la dieta Cantoni demostré ambos extremos del vector y son complementarias a si-
producia cdncer de higado en ausencia que el adenosintrifosfato tios especificos del genoma alrededor del gen que se
de cualquier otro agente carcinégeno®. reaccionaba con la metio- uiere inactivar. El vector se une al genoma a través de

q g 2 q g

nina para formar S-adeno-
silmetionina (SAMe), y esta
molécula era la larga-

Asimismo, Poirier observé que la acti-
vidad tumorigena de las dietas defi-

estos sitios de homologia. Esta técnica se beneficia del
proceso de recombinacién para intercambiar el gen

cientes en grupos metilo era proporcio- mente buscada me- inactivado por el auténtico, como ocurre durante la
nal a la disminucién de los valores de tionina activa. meiosis. Para estar seguros de que el vector se ha intro-
SAMe hepiticos. Afios mds tarde, Francis- ducido en el genoma, se incluye el gen de resistencia al an-
co Feo et al demostraron que la administra- tibiético neomicina. Las células que no han incorporado este
cién de SAMe a ratas prevenia la aparicién de tu- gen morirdn cuando se las cultiva en presencia de neo-
mores inducida por diversos agentes carcinégenos. Sin micina (fig. 3). Es también posible que el vector se
embargo, la demostracién definitiva de la existencia T e haya incorporado en el genoma en un sitio equi-
de una relacién causal entre el contenido hepético Mato y Sheily Lu de- vocado. Para estar seguros de que esto no ha
de SAMe y la aparicién de tumores no fue pro- mostraron que ratones ocurrido, se inserta en el vector el gen de la ti-
porcionada hasta casi 20 afios después. En 2001, knockout deficientes en la midina cinasa (tk) fuera de la regién de ho-
José Mato y Shelly Lu demostraron que ratones sintesis hepatica de SAMe mologia. Si la recombinacién homéloga ha

desarrollaban de forma
espontanea higado gra-
so y hepatocarcino-

genéticamente manipulados, deficientes en la
sintesis hepética de SAMe, desarrollaban de for-

tenido lugar, el gen tk no se encontrard en el
genoma y las células serdn insensibles a la ad-

ma espontinea higado graso y hepatocarcinoma ma celular. ministracién de ganciclovir. Sin embargo, si el
celular®. De esta forma, se conclufa una linea de in- vector se ha insertado completamente en el geno-
vestigacién iniciada hacia 70 afios por Frederik ma, las células que lo han incorporado morirdn al
Banting y Charles Best, con la demostracién cultivarlas en presencia de ganciclovir (fig. 3). El ganciclovir
de que una dieta deficiente en grupos me- es un antiviral andlogo de la 2’-deoxiguanosina que, en
tilo produce higado graso. Entre 1987 y presencia de la enzima tk, se convierte en ganciclovir-
El anterior es uno de los multiples 152%"':"2{2“23‘)8";32:’ monofosfato. A continuacién, el monofosfato se con-
ejerr%plos de cémo la posibilidad de Smithies desarr)c;llaron la vierte en difosfato y tr}fosfa.tto por las cinasas celula-
manipular genéticamente ratones, con tecnologia que ha permitido a res, y se acumula en el interior de la célula, con lo que
la inactivacién de genes especificos, ha los investigadores crear mo- inhibe la sintesis de ADN y produce la muerte celu-
transformado durante las ultimas delos en ratén de enfermeda- lar. Es decir, a través de un doble proceso de seleccién
2 décadas la experimentacién animal y des humanas y que cono- positivo y negativo las células con el inserto en el lugar
ha contribuido, de manera espectacular, cemoz:t::t;::sombre adecuado pueden seleccionarse. Adicionalmente, se
a nuestro conocimiento actual de la fisio- (ki pueden incorporar genes indicadores, como la green fluo-
logfa y la fisiopatologia humanas. rescence protein (gfp), una proteina fluorescente que permite
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seguir el destino de las células que contienen el
gen knockout, es decir, en qué tipo celular se
transforman en el ratén adulto.

En el segundo paso, las células madre genética-
mente manipuladas, preparadas en la fase ante-
rior, se insertan en un blastocisto de ratén que se

implanta en el dtero de una hembra de ratén para

completar el ciclo de gestacion. Estos blasto-
cistos contienen 2 tipos de células: las
originales y las genéticamente modi-

ficadas. Los ratones asi nacidos son
quimeras, es decir, parte de su
cuerpo procede de las células
madre originales y de parte de

las células madre que contienen

el gen inactivado o 4nockout. A
menudo, las células embriona-

rias genéticamente modificadas
proceden de ratones que produ-
cen animales con pelo marrén, y
los blastocistos a los que se inyectan
estas células proceden de ratones que
generan animales con pelo blanco. Esto per-

La

sarrollada por Capecchi,
Evans y Smithies para generar
ratones knockout se licenci6 a
Lexicon Genetics, la cual, actual-
mente, en colaboracion con el Texas
Institute for Genomic Research, tiene
como principal objetivo preparar cé-
lulas embrionarias knockout que cu-
bran el genoma entero de raton
para distribuirlos a precios ac-
cesibles a la comunidad

mite al investigador seleccionar los ratones que tie-

nen células provenientes de las células genética-
mente modificadas y del blastocisto normal: si
un ratén es completamente blanco, las células
embrionarias no se desarrollaron con el blas-
tocisto; pero si el pelo de los ratones tiene
manchas marrones y blancas, la inyeccién de

las células £nockout embrionarias tuvo éxito.

A continuacién, se selecciona a los ratones
con manchas marrones y blancas en su pelo
para cruzarlos entre si y propagar asi el gen
knockout.

Insercion selectiva
del gen

HABLEMOS DE...
Ratones knockout
Para inactivar un J.M. Mato de la Paz
gen se requiere llevar a
cabo 2 pasos distintos:
primero se construye un vec-
tor con el gen modificado y,
una vez hecho esto, el vector
se introduce en células madre
embrionarias para generar
un nuevo ratén a partir
de estas células.

Aunque actualmente nos puede parecer
sencillo llevar a cabo estos pasos, en la dé-
cada de los ochenta, a muchos el aisla-
miento de células madre embrionarias de
ratén y la recombinacién homdloga les pa-
recia no sélo extremadamente dificil, sino
conceptualmente imposible. Capecchi, Evans y
Smithies recibieron el Premio Lasker de Investi-

gacién Biomédica en 2001 y el Premio Nobel de Me-
dicina en 2007 por este trabajo. La tecnologia desarrolla-
da para generar ratones 4nockout se licencié a Lexicon
Genetics, la cual, actualmente, en colaboracién con el
Texas Institute for Genomic Research, tiene como
principal objetivo preparar células embrionarias

tecnologia de-

knockout que cubran el genoma entero de ratén para
distribuirlos a precios accesibles a la comunidad
cientifica.
Aunque enormemente Util para la investigacién bio-
médica y el desarrollo de nuevos firmacos, la tecnolo-

gia para la generacién de ratones 4nockout tiene varias

cientifica. limitaciones. Por ejemplo, debido a la aparicién de defec-

tos durante el desarrollo embrionario, muchos ratones 4noc-
kout mueren mientras se encuentran en el estado fetal
antes de que sean utiles para la investigacion. Asi-

. mismo, pueden haber diferencias entre la funcién
En la actualidad,

se pueden generar ra-
tones knockout condicio-
nales y/o inducibles en los
que el gen seleccionado se
inactiva Gnicamente en un cierto
érgano, tipo celular o estado de
desarrollo, o mediante la adi-
cién de un cierto farmaco o
condicién como el ayu-
no o la hipoxia.

de un mismo gen en ratones y humanos. En
particular, mientras que los ratones desarro-
llan principalmente linfomas y sarcomas, la
especie humana tiende a desarrollar cinceres
derivados de células epiteliales; es decir, la
inactivacién de un mismo gen puede tener
efectos diferentes en humanos y en ratén.
A principio de la década de los noventa, se
desarrollaron nuevas tecnologias que permiten
la generacién de ratones 4nockout condicionales o

Vector

inl Nl

Insercién del
gen al azar

No insercién

A

1

| Neomicina Neomicina |
\/ \4 \ 4
Twn Célula no resistente
Ganciclovir =
a neomicina
\ 4 \

Célula resistente a neomicina
y ganciclovir

Célula no resistente
a ganciclovir

Figura 3. Preparacion de vectores para la generacion de ratones knockout. A: alelo original; A™: alelo sustituido; cuadro azul: regiones de

homologia; th: timidina cinasa.
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Figura 4. Mecanismo de accion de la recombinasa Cre.

vectores que son especificos para ciertos tejidos. El objetivo de
la tecnologia knockout convencional es inactivar ambos alelos,
de manera que el gen en cuestién esté ausente en todas las cé-
lulas del ratén. El objetivo de los £nockout condicionales, por el
contrario, es inactivar un gen tnicamente en un cierto érgano,
tipo celular, o estado de desarrollo. Se han desarrollado diver-
sas técnicas para generar animales &nockout condicionales, si
bien la méds ampliamente utilizada es el método conocido co-
mo de la recombinasa Cre-loxP. La recombinasa Cre es una
enzima que actiia como una tijera para cortar un gen que estd
flanqueado por 2 secuencias diana denominadas loxP. Cuando
Cre se expresa, se une a los loxP, los corta y después empalma
las 2 mitades restantes, tras haber eliminado el ADN situado
entre ellos (fig. 4). Para la generacién de animales knockout
condicionales, un ratén que expresa un gen flanqueado con 2
secuencias de recombinasa loxP especificas (introducido me-
diante recombinacién homéloga en células madre embriona-
rias, bdsicamente como se ha descrito anteriormente para ge-
nerar ratones 4nockout convencionales) se cruza con otro ratén
que expresa la recombinasa Cre. Debido a que esta enzima se
expresa s6lo en ciertos tipos de células, el gen diana se inactiva
unicamente donde el investigador lo desea. Para conseguir que
la recombinasa Cre se exprese de manera especifica en un cier-
to tejido o tipo celular, es necesario expresar Cre en un trans-
gén, con un promotor especifico de tejido. Por ejemplo, si la
recombinasa Cre se coloca en un transgén que contiene el
promotor de la albtimina, la recombinasa Cre sélo se expresard
en el higado adulto. También puede colocarse la recombinasa
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Cre bajo el control de un promotor inducible (como por ejem-
plo un firmaco, hipoxia, ayuno, etc.), y asi consiguir controlar
el momento de la inactivacién del gen.

También es posible generar ratones knockout en los que el gen
inactivado se sustituye por otro cuya funcién se ha alterado
mediante la introduccién de mutaciones puntuales o ha gene-
rado inserciones/delecciones especificas. Esta técnica, conoci-
da con el nombre de 4nockin, permite generar ratones porta-
dores de las mismas mutaciones identificadas en tumores
humanos u otras enfermedades. Finalmente, en los tltimos
afios se ha desarrollado un método general que permite redu-
cir la expresion de genes especificos en ratones usando lentivi-
rus que expresan ARN de interferencia. En 1998, Andrew Fi-
re y Craig Mello descubrieron los ARN de interferencia, los
cuales permiten la degradacién del ARN mensajero (ARNm)
de genes especificos. Este mecanismo, conocido con el nom-
bre de ARN de interferencia, se activa en presencia de molé-
culas de ARN de doble hebra’. Estos ARNm de doble hebra
inducen la degradacién de las moléculas de ARN que tienen
una secuencia idéntica a la del ARN de doble hebra. En 2006,
Fire y Mello recibieron el Premio Nobel de Medicina y Fisio-
logia por el descubrimiento del ARN de interferencia y el si-
lenciamiento génico inducido por ARN de doble hebra.
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