EDITORIAL

PREMIO NOBEL DE MEDICINA Y FISIOLOGIA 2007

GENERACION DE RATONES MODIFICADOS GENETICAMENTE

En forma simplificada podemos describir a
un organismo como un conjunto de células con
una compleja organizacion espacial y temporal.
A su vez cada célula contiene un vasto namero
de moléculas que intervienen en una intrincada
red de reacciones quimicas que a su vez posibilita
la reproduccién y mantenimiento celular. Las
proteinas, codificadas por genes, son pilares
fundamentales en esta organizacion ya que
catalizan reacciones quimicas, son soportes
estructurales, y factores de sefialamiento para
diversas funciones fisiologicas. El genoma
humano descifrado en los tGltimos afios, ha
revelado la existencia de alrededor 25.000
genes, los cuales codifican aproximadamente
el mismo numero de proteinas. El estudio
y conocimiento del papel de una proteina
particular dentro de la intricada de red de
reacciones metabolicas puede develarse por
medio de alteraciones génicas {inutaciones)
que impidan la expresion de un gen particular
y por lo tanto generen la ausencia o funcién
de la proteina codificada. Con el advenimiento
de técnicas moleculares para el analisis del
ADN, a mediados de la década de los 70, fue
posible alterar el funcionamiento de genes
especificos en bacterias y eucariotas inferiores;
sin embargo no existia la posibilidad de generar
organismos eucariotas superiores con una
mutacion especifica.

La tecnologia que permitié generar ratones
con mutaciones en genes especificos (knock-
out mouse), fue el motivo del otorgamiento
del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en
el anio 2007 compartido por tres cientificos:
los Drs Mario R. Capecchi; Martin J. Evans y
Oliver Smithies. A partir de este hallazgo, en

el ano 1989, la metodologia ha revolucionado
distintas areas de la biologia y la medicina.
Tendiendo en cuenta que el genoma del
raton se ha descifrado en el anno 2002, y que
99% de los genes humanos poseen un gen
homologo en ratoén, la generacién de ratones
con enfermedades genéticas similares a las
que se conocen en humanos, ha sido de
enorme utilidad para conocer los detalles de la
patologia, y la investigacién de posibles terapias.
Asi por ejemplo se han realizado importantes
investigacicnes sobre desarrolioy progresion del
cancer, enfermedad de Parkinson y Alzheimer,
obesidad, diabetes y ceguera. La generacion
de ratones modificados genéticamente
también ha sido clave para obiener nuevos
conocimientos scbre comportamiento en
ansiedad, alcoholismo, agresividad y adiccién a
drogas. Desde €l afio 1989 se han generadoe en
distintos centros de investigacion del mundo,
alrededor de 800 ratones como modelos de
distinias enfermedades genéticas humanas.

Dos importantes metodologias confluyeron
para la obtenciéon de animales modificados
genéticamente: la mutacién de genes a
eleccion en células en cultivo mediante
recombinacion homologa y la generacién de
animales quiméricos mediante el aislamiento,
cultivo e introduccién de células madres en
embriones.

Modificacion génica de células somaticas
en cultivo mediante recombinacién homobloga.
La modificacion génica de células eucariotas
en cultivo por adicién de DNA foranec se
llevo a cabo por vez primera en 1977, por R.
Axel. Sin embargo la introduccién de genes
en los cromosomas de células en cultivo se
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realizaba en forma azarosa y no en una posicién
cromosomal especifica.

El procesc de recombinacion entre genes
homoélogos fue descrito en bacterias hace mas
de 50 anos (J. Lederberg, Premio Nobel 1958).
En la década de los 70 se establece que un
mecanismo similar operaba en eucariotas
para mediar el intercambio de informacion
genética entre cromosomas homologos durante
la meiosis.

En el afio 1982, la investigacion llevada a
cabo por Capecchi, demuestra la existencia
de un proceso de recombinacién homologa en
células somaticas. En forma paralela, Smithies
también estudia procesos de recombinacion
homologa y en 1885 desarroila un método
para modificar células en cultivo mediante
recombinacion homologa. Este hallazgo
permitié posteriormente utilizar este proceso
fisiolégico para introducir en células en cultivo,
un gen mutado “in vitro” homologo a alguno
presente en el genoma de estas cé€lulas, de
forma tal que al recombinar, el gen “normal”
es desplazado por el gen defectuoso, generando
células con ausencia de la proteina codificada
por el gen en cuestion.

Células madres y la generacion de
organismos quimeéricos.

Las células madre, o células troncales,
(stem cells) son un tipo especial de células
indiferenciadas que tienen la capacidad de
dividirse indefinidamente sin perder sus
propiedades y llegar a producir células
especializadas. La mayoria de las células de
un individuo adulto (en organismos eucariotas
superiores) no suelen multiplicarse, salvo para
mantenimiento de algunos tejidos como la
sangre y la piel. Sin embargo, en practicamente
todos los tejidos existe una pequena poblacién
de c€lulas, aunque habitualmente no se dividen,
en condiciones particulares pueden proliferar
y regenerar ese tejido. Se ha observado que
estas células tienen capacidad de reproducirse
y generar un numero limitado de otros tejidos,
y reciben el nombre de células madre de
adultos.

En el desarrollo embrionario, el cigoto
formado tras la fecundacién de un 6vulo por un
espermatozoide es una célula capaz de generar
un nuevo individuo completo. Se trata, pues,
de una célula totipotente: capaz de producir un
individuo completo con todos sus tejidos.

En los primeros eventos del desarrollo
embrionario, la célula original se divide
en varias células mas. Cada una de estas

células, si es separada del resto, es capaz de
prqducir un individuo completo. Son también
células totipotentes. Posteriormente se forma
el blastocito, €l cual esta formado por una
“capa externa”, que forma la placenta y las
envolturas embrionarias y una “masa celular”
interna que formara todos los tejidos del cuerpo
humano. Las células de un blastocito ya no
son totipotentes, puesto que una sola de estas
células ya no es capaz de generar un individuo
completo. Las células de la masa celular interna
del blastocito son células pluripotentes, tienen
capacidad de originar cualquier tipo de tejido
y son las células madre embrionarias. La
estandarizacion de métodos para cultivar y
crecer en el laboratorio estas cé€lulas madres
embrionarias de ratén, fue un avance crucial
en la generacién de organismos quimeéricos.
Cuando las células madres embrionarias son
inyectadas en embriones de raton en un estado
suficientemente temprano, éstas forman parte
del desarrollo de todos los tejidos del ratén,
incluso de los tejidos germinales. De esta forma
fue posible generar ratones “quiméricos”, un
ratén en el cual coexisten células de diferente
origen.

El nacimiento de una nueva era en la
genética: el raton “knock-out”. En el afio 1989
se describe por primera vez la utilizacién del
proceso de recombinacion homologa en células
madres para generar un ratén modificado
genéticamente. Este proceso consiste de varios
pasos: cultivar células madres embrionarias
de ratén, mutagenizar “in vitro” un gen
determinado; reemplazar un gen normal por el
gen mutado en las células madre recombinacion
homéloga, v posteriormente introducir estas
células en un embrion en estadio de blastocito.
Si bien este proceso genera un individuo con
c€lulas medificadas y células no modificadas,
la posterior cruza de individuos cuya células
germinales han sido modificadas producira una
progenie donde los individuos poseen todas las
células modificadas.

Como se comenté previamente el hallazgo
ha revolucionado la investigacion biologica, una
prueba de ello es que a partir del ario 2003 se
ha iniciado un proyecto internacional (KOMP:
Knock-Out Mouse Project) a fin de generar una
coleccion de ratones que contenga cada uno
de los genes de esta especie mutados. Esta
coleccion estara disponible para la comunidad
cientifica mundial y sin dudas permitira acelerar
la investigacion y obtencion de conocimiento
acerca del papel y funcionamiento de genes
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aun no estudiados.
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