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RESUMEN

[ desarrollo de los animales knock-out ha permitido grandes avances en la investigacion

médica moderna y en la creacion de nuevas alternativas terapéuticas para diferentes enferme-

dades. Hasta la fecha, la habilidad humana para manipular el genoma murino ha transfor-
mado dramadticamente la investigacion cientifica a nivel mundial. Durante la tltima década, las
tecnologias transgénica convencional y de knock-out genético se han convertido en herramientas de
incalculable valor para la modelacion de desordenes genéticos, para la asignacion de diferentes funcio-
nes a diferentes genes, para la evaluacion de drogas y toxinas, y para la resolucion de importantes
preguntas en la investigacion bdsica y aplicada. Actualmente, el uso de ambos, animales transgénicos
y knock-out, se ha convertido en una prdctica estandar global en la investigacion biomédica. Debido a
los grandes y acelerados avances en la tecnologia molecular, es necesario poseer un conocimiento
bdsico simple y actualizado acerca de las técnicas usadas para la manipulacion genética murina, que
puedan servir como instrumento para la generacion de nuevas ideas en la investigacion cientifica. Esta
revision tiene como objetivo repasar los conceptos elementales de la tecnologia knock-out para un fdcil
entendimiento de la misma.
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SUMMARY

The development of knockout animals has allowed for major
advances in modern medical research and at the same time
has provided numerous advances in drug therapy. To date
the human ability to engineer the mouse genome has
profoundly transformed biomedical research in numerous
ways and worldwide. During the last decade alone,
conventional transgenic and gene knock-out technologies
have become invaluable experimental tools for modeling
genetic disorders, assigning functions togenes, evaluating
drugs and toxins, and by and large helping to answer fun-
damental questions in basic and applied research. Using
both transgenic and knock-out animals has become a glo-
bal standard practice in biomedical research in this day-
in-age. Due to the big and fast advances in molecular
technologies, a good state-of-principle knowledge about the
techniques used to manipulate and engineer the murine
genome could help as a tool to generate new ideas in
scientific research. Therefore, this review is intended to revisit
the basic concepts in the knock-out technology for an easy
understanding of it.
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INTRODUCCION

Durante los Gltimos 20 anos, la exploracién béasica
de la funcién de los genes ha sido proporcionada
eficientemente por experimentos transgénicosy de
knock-out. Aunque el gran beneficio de esta tec-
nologfa para el avance en investigacién biomédica
ha sido comprobado y en muchos aspectos sus téc-
nicas se encuentran estandarizadas y bien docu-
mentadas, estos experimentos han mostrado a su
vez serias limitaciones intrinsecas a la manipulaciéon
genética convencional." Sin embargo, las modifi-

caciones realizadas a nivel geonémico a través de
mutagénesis de un gen “blanco” son ampliamente
aplicadas en la investigacién cientifica y las técni-
cas utilizadas para este propdsito valen la pena ser
entendidas hasta por el cientifico o medico mas
novato.? Para explicarlo de una manera simple, es-
tas técnicas (transgénica y knock-out), hacen posi-
ble el diseno de ratones carentes de productos de-
rivados de un gen seleccionado o que exhiben dife-
rentes propiedades regulatorias del mismo. Es por
esto que, la tecnologia del knock-out genético
cuenta en la actualidad con un enorme impacto en
muchas, sino en todas las disciplinas médicas.

EL CONCEPTO

Para poder entender como se disefian y desarro-
llan los ratones transgénicos y knock-out es nece-
sario repasar los conceptos basicos que definen los
mismos:

* Ratén transgénico: Se refiere a un ratén en el
cual material genético clonado ha sido transfe-
rido. Simplificando, es aquel que posee un gen
extrafio que ha sido insertado deliberadamente
dentro de su genoma.”?

* Ratén knock-out: Este es bédsicamente un ratén
producto de un ratén transgénico o quimera
en el cual el gen insertado no se expresa o es un
gen nulo.”?

e Ratén quimera: Este es un ratdn que consiste
en dos o mas tipos celulares genéticamente di-
ferentes y derivados de diferentes cigotos. Es
un ratén que posee células y tejidos con dife-
rente informacién genética.”?

* Genblanco: Es el gen de interés, el gen que se
quiere mutar o anular.

* Transgen: Gen mutado que reemplaza al gen
blanco.®

* \Vector: Es un agente que lleva un fragmento de
ADN al interior de una célula huésped. Es un
transportador similar a un virus, pero que no
posee cubierta proteica y no se puede mover
de célula a célula como lo hace un virus.?
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* Secuencia flanqueadora: Regién de un gen que
precede o sigue a la regidn de transcripciéon. Es
el ADN a cada lado de un gen blanco.”?

* Transfeccién: Introduccién de material genético
0 ADN a una linea celular especifica a través de
diferentes métodos como electroporaciény pre-
cipitacidn con fosfato de calcio entre otros.?

* Recombinacién homdloga: Intercambio o reem-
plazo de una regién de ADN por una secuencia
de ADN homoéloga perteneciente a un
cromosoma homaélogo.”?

* Heterocigotos: Que posee dos formas diferen-
tes de un gen particular, cada uno heredado de
cada progenitor.?

* Homocigotos: Que posee dos copias idénticas
de un mismo gen, cada uno heredado de cada
progenitor.?

Para poder crear un ratén knock-out y para poder
apuntar a un gen de interés particular (*blanco”) se
pueden realizar dos procesos diferentes: En uno de
los procesos de creacién de ratones knock-out o
transgénicos, es necesaria la construccién de un
vector (transportador) que lleve en si un marcador
con secuencias flanqueadoras homdlogas al ADN
genémico del gen blanco."" Posteriormente, este
vector se introduce a una linea celular embrionaria
mediante el método de transfeccién.® La secuen-
cia homdloga que lleva el vector facilita su inser-
cién dirigida al genoma del huésped y es asi como
el gen introducido reemplaza al gen con la secuen-
cia original, en un proceso denominado recombinacion
homologa. ' 12 Las células embrionarias que ha-
yan sido exitosamente mutadas en el gen blanco
seran luego inyectadas a embriones en etapa
blastocistica (tres y medio dias de madurez) o se-
ran co-cultivadas con embriones en etapa de mérula
(dos y medio dias de madurez) para luego ser im-
plantados en el animal. Asi, estas células contribui-
ran a la formacién de tejidos del animal en desarro-
llo, asf como también entraran a hacer parte de las
células de la linea germinal.® Este proceso dara
como resultado ratones quiméricos que, a través
de cruces selectivos con ratones sanos, dardn como
resultado ratones heterocigdticos para el gen de-
seadoy el cruce de éstos a su vez, produciran final-
mente ratones knock-out homocigéticos.? ¢

En otro proceso para la creacién de ratones
transgénicos, se realiza la inyeccién del gen elegido
en el pro-ndcleo masculino de un évulo fertilizado
pero que no ha iniciado su proceso de divisién."?
Este embridn (6vulo fecundado después de su pri-
mera division mitdtica) que ya lleva el transgen en
su interior, es implantado en el Gtero de una ratona
previamente preparada para poder anidar el huevo
fecundado. De esta manera se obtienen crias de
las cuales el 5~ 40% seran portadoras del gen in-
yectado y que seran identificadas a través del ana-
lisis de su DNA."% 10

VARIABLES

Para llevar a cabo alguno de estos procedimientos
complejos, se deben tener en cuenta numerosas
variables como se explica a continuacién:

Seleccién de lineas celulares (células
madre embrionarias)

Las células madre embrionarias, son derivadas de
células totipotenciales de la masa celular interna
de blastocistos en etapa de pre-implantacién. Es-
tas células madre son capaces de realizar prolifera-
cién ilimitada e indiferenciada in vitro y de mante-
ner su capacidad para diferenciarse en todos los
diversos tipos de células tisulares. Para poder con-
servar la pluripotencialidad y viabilidad de estas
células ex vivo es necesario mantenerlas en un me-
dio de cultivo apto y en presencia de factores
inhibidores de diferenciacién.® El medio de cultivo
apto se basa en la presencia de fibroblastos prima-
rios mitéticamente inactivados y extraidos de teji-
do embrionario de ratones entre los dias 13-14 de
gestacion, que sirven principalmente como matriz
para favorecer la adherencia celular y para alimen-
tar a las células madre. En cuanto a los factores
inhibidores de diferenciacién, el mas utilizado es el
factor inhibidor de leucemia (LIF) que es una
glicoproteina multifuncional de la familia
interleuquina 6 de las citoquinas y que tiene multi-
ples efectos en diferentes érganos y sistemas. El
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LIF regula el crecimiento y la diferenciacién de las
células madre embrionarias, al tiempo que aumen-
ta su proliferacién. Esto asegura la preservacién de
la pluripotencialidad de las células embrionarias que
las hace aptas para la transfeccién de material
genético durante el proceso de creacién de un ra-
tén knock-out. @

Diseno del vector, mutaciéon del gen y
seleccion celular

El vector o transportador, debe ser construido con
un clon gendmico que contenga secuencias
flanqueadoras homdlogas a las secuencias
flanqueadoras del gen blanco. Estos vectores son
piezas de ADN genémico de tamafio mediano, de
aproximadamente 6.000 a 8.000 pares de bases
de largo, que son replicas cercanas de genes
enddgenos y que contienen tanto exones (secuen-
cias de codificacidén) como intrones (secuencias de
intervencién)."? Para apuntar al gen blanco, el vector
es construido con secuencias flanqueadoras
homdlogas a las del gen blanco mas las secuencias
usadas para desactivar este mismo, asi como tam-
bién es construido con un “cassette” genético que
contiene el "neo™, un gen de resistencia a la
neomicina que codifica la enzima bacterial
aminoglicésido-transferasa (APH), que se expresa
en células mamiferas y que produce resistencia a
los antibidticos aminoglicésidos.” % ' Cuando el
vector entra a las células madre por el método de
transfeccién, ocurre una recombinacién homéloga
del gen transportado por el vector con el gen blan-
co, esto es, recombinacién de las secuencias
flanqueadoras homdlogas de ambos genesyy el in-
tercambio del gen blanco por el cassette que con-
tiene el neo'. Es asi como el gen de interés es reem-
plazado o anulado (Knock-out) (Fig 1). ' '? Sin em-
bargo, en algunas ocasiones se puede presentar el
fenédmeno de recombinacién no-homadloga, en la
que el gen huésped se combina con otro gen y como
resultado el gen blanco no sufre mutacién alguna.
El neo’ gen, acttia como un marcador positivo para
seleccionar a todas las células que contienen un
gen mutado 6 transgen (homdlogo y no-homélo-
go) por su resistencia a la neomicina. Sin embargo,

el marcador de resistencia a la neomicina no dife-
rencia las células cuyo gen mutado es el gen blan-
co u otro gen diferente. "% Para ésto, en el vector
también se puede insertar otros cassettes genéticos
que contengan transgenes que permitan la selec-
cién negativa de células en las que la recombinacién
sucedié en lugares incorrectos. En este cassette
genético se inserta un gen de susceptibilidad a al-
glin antiviral o antibidtico de una manera que al
existir recombinacién homéloga, este gen o cas-
sette sea eliminado y no se exprese. En caso de
ocurrir recombinacién no-homdloga, aquellas cé-
lulas que expresen el gen morirdn en presencia de
esta droga (susceptibilidad), es por esto que se le
denomina seleccién negativa. * 9

et EEEEE]:D]]
blanco

Gen blanco

Cetutessonreisentess LTI T AW T HN ]
Las células son resistentes a

la neomicina

Figura 1. Recombinacion homéloga. El vector in-
cluye las secuencias flanqueadoras homdlogas al gen
de interés (en color plrpura) y el cassette genético
que contiene el neo’ gen (color rojo). El gen blanco,
es decir el gen que se quiere anular (color amarillo)
sera reemplazado por el cassette genético durante
la recombinacién homdloga cuando las secuencias
homdlogas (plrpura) se combinen y permitan el in-
tercambio de ambos genes. Las células inyectadas
con el transgen resultante no poseeran el gen origi-
nal y presentaran resistencia a la neomicina, lo que
facilitara su seleccién en cultivo.

Produccion de ratones quiméricos y
knock-out

Las células madre embrionarias transfectadas y
exitosamente seleccionadas, son inyectadas en los
embriones de ratdn. Estos son posteriormente im-
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plantados en hembras pseudoprenadas, esto es,
hembras hormonalmente preparadas para recibir e
implantar un embrién después de ser cruzadas con
ratones estériles. " Asf, algunos de los ratones que
nacen son quiméricos, estos presentaran dos tipos
diferentes de células: Aquellas que corresponden
al genoma del ratén original (embriones), asi tam-
bién como las células derivadas de las células ma-
dre embrionarias manipuladas, que llevan el gen
modificado integrado en su genoma. El esperma u
dvulo presente en los ratones quiméricos, si pro-
vienen de las células introducidas en el blastocisto,

:%@@

portaré los genes alterados. © % 'Y Cuando estos
animales se cruzan con animales sanos, las crias
resultantes heredaran una copia del cromosoma
que lleva la mutacién y que proviene de la célula
madre embrionaria transfectada, asi estos seran
animales mutados heterocigotos. Posteriormente,
es necesario que estos animales heterocigotos se
crucen entre si para obtener ratones que tengan
dos copias del gen mutado (una de cada progeni-
tor), es decir, animales homocigotos knock-out.
Estos animales presentan una ausencia completa
del gen normal (Fig. 2)."%

&

Donante de Células Donante de
cé¢lulas madre madre blastocistos
transfectadas
o
Hembra pseudopreiiada
Ratén
quimérico

Cruce de +/- Q +

heterocigotos

I
&+
I

% +/- \.9
Raton
+/+ +
/_a~55 /~_:=.\'S'\’ ‘ knock-out

Figura 2. Produccion de ratén knock-out.
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Inyeccién en el pro-nicleo para la
formacion de ratones transgenicos:

Para obtener ratones transgénicos a través de in-
yeccidn pro-nuclear, es necesario realizar primero
la identificacién y el aislamiento del fragmento de
ADN o transgen deseado y que va a ser transferi-
do."" Este transgen debe aislarse de la misma cepa
animal a la cual va a ser inyectado y también debe
obtenerse en una cantidad suficiente para realizar
una microinyeccion exitosa. Al mismo tiempo se
deben extraer los embriones de menos de 8 horas
(antes de la fusién de los pro-niicleos) de una ratona
a la cual se le indujo super-ovulacién (suministro
hormonal para gran produccién de évulos) y que
se cruzd con un macho de la misma raza. Poste-
riormente, bajo un microscopio de micro-manipu-
lacién se realiza la micro-inyeccién del ADN fora-
neo en el pro-nicleo masculino (de mayor tamano
que el femenino) y se espera a que se produzca la
fusién pro-nuclear y la proliferacién celular. %89

Estos embriones en etapa de blastocisto son en-
tonces implantados en una hembra pseudoprenada
para la obtencién de los ratones transgénicos. Si la
integracién del ADN foraneo en el genoma celular
sucede antes de la fusién de los 2 pro-nicleos, las
probabilidades de obtener un ratdn transgénico
puro son muy altas. Sin embargo, si la integracién
del ADN al genoma celular sucede después de la
fusién pro-nuclear, se obtendran ratones quiméri-
cos en los que unos tejidos y células contaran con
el transgen y otros no. *? Una vez obtenida las
crias se procede a la identificacién de la progenie
transgénica mediante analisis del ADN. El porcen-
taje de ratones transgénicos puros obtenidos usual-
mente a través de esta técnica no excede el 20%y
con el cruce consecutivo de estos ratones se ob-
tendra un ratén transgénico homocigético, el cual
es apto para el estudio de los efectos de diferentes
genes en la expresidn proteica de los organismos
(Fig. 3). @14

0 = Q

Transgen

g
!

Identificacion de ratones transgenicos

Hembra pseudoprefiada

Figura 3. Produccién de raton transgénico.

DATOS PARA TENER EN
CUENTA

A la fecha, hay mas de 3.000 ratones knock-out
que han sido desarrollados. En los préximos afios,
es muy posible que se induzcan mas anulaciones a

la mayorfa de los genes en el genoma murino, lo
que suman aproximadamente 30.000 genes. ¥ El
futuro parece entonces muy promisorio para la in-
vestigacidn biomédica y para el desarrollo de nue-
vos medicamentos, si se consideran los potencia-
les avances al combinar la genética murina y la
aproximacion fisiopatoldgica de las enfermedades.

48

l Revista CES MEDICINA Volumen 19 No.1 Enero - Junio / 2005



Hay sin embargo, muchas limitaciones en el mode-
lo knock-out que deben ser consideradas. Entre
ellas, la mas importante se trata de los efectos
deletéreos que tiene en el organismo el anular genes
blancos. La anulacién de la funcién de un gen pue-
de causar severas alteraciones en el proceso de
desarrollo del organismo, como también alterar su
balance homeostético normal, causando una re-
gulacién compensatoria o secundaria al nivel del
genoma o del organismo por si mismo o también
puede causar la muerte del animal en desarrollo.
Estos efectos, no fisioldgicos pueden alterar de gran
manera el andlisis objetivo de los efectos que tiene
la nulidad de un gen en particular sobre la expre-
sién protéica y el desarrollo de un organismo."”
Surgen entonces muchos interrogante en cuanto
la verdadera utilidad de esta tecnologia: ¢Evita la
compensacién genética la identificacion de la ver-
dadera funcién de los genes?, éQue tan relevante
es el modelo knock-out en las etapas del desarrollo
del organismo para la investigacion de los efectos
de un gen en el adulto? y ¢Previene la letalidad
embriénica la identificacién de muchos de los genes
blancos no identificados en el organismo normal?
Ademés, aunque hay similaridades entre los mami-
feros (ratones, conejos, humanos, etc.), los resul-
tados obtenidos en ratones no pueden ser directa-
mente extrapolados o interpretados para los hu-
manos porque, tan cientificamente maravilloso
como parezcan, los ratones knock-out no son Gti-
les para estudiar todos los defectos médicos, pues
estos carecen de las funciones mas refinadas que
los humanos poseen. ® Sin embargo, estudios re-
trospectivos (cuando se deja el escepticismo a un
lado), han demostrado que los ratones knock-out
pueden ser altamente informativos en el descubri-
miento de la funcién de un geny ser de gran utili-
dad farmacéutica para la identificacidn del efecto
de un medicamento. (-8 1015

CONCLUSIONES

Los ratones knock-out son una herramienta mara-
villosa usada para estudiar la funcién de genes es-
pecificos en alglin sistema del organismo. A pesar
de todas sus limitaciones y desatinos, esta técnica
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proporciona un gran medio exploratorio del genoma
y de la fisiopatologia murina que de alguna manera
se puede extrapolar a la fisiopatologia humana. El
desarrollo de los ratones knock-out representa un
avance de incalculable valor para los campos
biomédicos y farmacéuticos en tanto que ellos pro-
porcionan informacién muy valiosa acerca de la
construccién genética de los organismos y de los
efectos de los diferentes genes en el desarrollo de
los mismos. Tal parece que con el constante avan-
ce de la biotecnologia, el futuro de la tecnologia
knock-out parece aun mas brillante.
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