Ciencies 17 (2010) Aprofundim en la ciéncia

Animals transgenics: . _
gue son, com s’obtenen i per que serveixen

Anna Pujol

Unitat d’Animals Transgénics, Centre de Biotecnologia Animal i Terapia Génica (UAT-CBATEG)
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat Autonoma de Barcelona
Anna.Pujol@uab.cat

La biotecnologia actual permet dissenyar i generar animals transgenics amb determinades
caracteristiques. Entre les seves utilitats hi ha la d’utilitzar-los com a models per a I'estudi
de diverses malalties humanes.
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QUE SOI\[ ELS ANIMALS i la substitutiva (modificar un gen concret del geno-
TRANSGENICS? ma). Vegem com funcionen.
Un animal transgenic és aquell al que li hem 4
introduit en el genoma un ADN exogen amb la fina- Cel-lula
litat de modificar-li caracteristiques ja existents o

afegir-ne de noves, i que és capag de transmetre a [ Nucli A%
la descendéncia aquesta modificacié genética. Aixo :
s’aconsegueix modificant el seus gens o introduint-
n’hi de nous.

WEromosoma

COM S'OBTE UN ANIMAL
TRANSGENIC?

Recordem que la informacié genética d'un indi-
vidu esta inscrita a I'ADN (fig. 1) de totes les seves
cél-lules. Aquesta informacié la podem comparar a
un seqguit de frases, les paraules de les quals se-
rien els gens. El significat d’aquestes paraules, alld
per a qué serveixen, serien les proteines elabora-
des seguint les instruccions dels gens.

Els animals més utilitzats per manipular-ne el
genoma son els ratolins, per diversos motius: per- Figura 1. De la cél-lula a '’ADN (font)

qué son facils de criar, perqué tenen un genoma

forca semblant a 'huma i perquée tenen un cicle

reproductiu forga curt que permet obtenir diverses Transgénesi additiva
generacions en poc temps.

Hi ha dos grans métodes per a I'obtencié d'a- Consisteix en preparar el que anomenen “trans-
nimals transgenics: la transgénesi additiva (insercié gen” al laboratori i introduir-lo a I'atzar en el geno-
d’'un gen nou en un dels cromosomes del genoma) ma d’un ratoli.
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Abans de res cal determinar exactament el que
perseguim: quina proteina volem que expressi el
gen introduit, on volem que es produeixi (no és el
mateix que es produeixi en un sol organ o tipus
cel-lular que a tot l'organisme) i quan i com ha
d’'actuar o s’ha d’expressar aquest gen...

Aix0 significa fer el disseny del transgén que
consta de dues parts: una sequiéncia d’ADN ano-
menada codificant, que és la que porta la infor-
macié de la proteina que es produira a partir del
transgen, i una seqiiéncia promotora que determi-
nara on, quan i com s’expressara.

Un cop preparat el gen amb les seves dues
sequencies, promotora i codificant, s’injecta en em-
brions de ratolins d'una sola cél-lula. Per fer-ho cal
retenir la cél-lula amb una pipeta de subjeccié que
succiona suaument I'embrié perque amb una pipeta
d’injecci6 es pugui introduir el material genétic exo-
gen en un dels dos pronuclis de I'embrié (fig. 2).
Aix0 que és tan facil de dir és més complex de fer i
requereix un equipament adequat i molta experién-
cia técnica (fig. 3).

Els embrions d’'una cél.lula s’obtenen de feme-
lles superovulades i creuades amb un mascle. Des-
prés de la microinjeccio, els embrions es transfe-
reixen a una ratolina receptora, preparada hormo-
nalment per a dur a terma la gestacié. En transferir-
li els embrions, la femella receptora els adopta com
a propis.

En neixen diversos ratolins, homés una part
dels quals sbn transgenics, ja que no tots han
arribat a incorporar el nou fragment d’ADN en el
seu genoma. Cap a les tres setmanes deixen de
mamar: és llavors que se’ls identifica, se’ls pren
una mostra de teixit per analitzar el seu ADN ge-
nomic i veure quins hi tenen incorporat el transgen.

-
Figura 2. Microinjeccio d’ADN en un pronucli d'un
embrié d’'una ceél.lula. A I'esquerra, la micropipeta
de subjeccié que succiona suaument la cél-lula. A
la dreta, la pipeta d'injecci6. (font)

Figura 3. Equip per manipular embrions i realitzar—
hi la microinjecci6. Damunt de la platina es veuen
la micropipeta de subjeccid i la d'injeccié. (font)

Un ratoli d’aquestes caracteristiques, com que
té integrats els canvis genétics a totes les seves
cél-lules, tant les somatiques com les germinals, els
podra transmetre a la descendéncia, i és per aixo
que se I'anomena fundador. Dels ratolins transge-
nics se n’estudia el fenotip per constatar quines sén
les caracteristiques que el nou material genétic li
ha proporcionat.

Cromosomes
homolegs

-
- |
T
-
—
—
-
-
-
-
|
-
-
i
-
-
-
-
<
-
-
-
=
-
-
.

Figura 4. Recombinacid6 homologa entre dos cro-
mosomes homolegs. Els dos fragments indicats
han estat intercanviats.
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Aquesta técnica té alguns problemes importats.
Per una banda, la integracié del genoma a l'atzar
pot ocasionar l'alteracié involuntaria d'algun altre
gen del genoma; i per altra, amb aquesta tecno-
logia de transgenesi per addicié no es pot suprimir
totalment I'expressié d’'un gen endogen. Es per a-
qguests motius que s’han desenvolupat técniques de
transgénesi substitutiva.

Transgeénesi substitutiva

En aquest procés de transgenesi ja no es deixa
res a l'atzar. Un cop triat un gen endogen concret
que es vol modificar es tracta d’introduir-li una mo-
dificacié per recombinacié homologa (fig. 4), ja si-
gui per suprimir I'expressio d'aquest gen (Knock-
out) o per modificar-lo (Knock-in).

En aquesta técnica hi tenen un paper clau les
famoses cél-lules mare embrionaries, CME (embri-
onary stem cells, ES cells).

Per obtenir-les cal partir d'un embrié en fase de
blastocist, concretament de la seva massa cel-lular
interna (fig. 5) (inner central mass, ICM). La princi-
pal caracteristica d’'aquestes cél-lules és de ser ca-
paces de diferenciar per produir tots els tipus cel-
lulars que constituiran la totalitat de I'organisme,
una caracteristica anomenada pluripoténcia.

Figura 5. Embrié de conill de 5 dies en fase de
blastocist. Les cél-lules indicades son les anome-
nades massa cel-lular interna. La resta de l'interior
és sobretot liquid. (font)

Per obtenir un ratoli o animal Knock out, primer
s'introdueix la modificacié genética d'interés en
CME i després aquestes s'utilitzen per obtenir I'ani-
mal transgénic o Knock out. Per fer-ho s'utilitza un
vector de recombinacié, que és un fragment d’ADN
que porta regions homologues amb el gen d'interes
del genoma que es vol modificar. El vector de re-
combinacié s'introdueix en les cél-lules mare; és
capa¢ de localitzar el gen d’interés del genoma i
modificar-lo mitjangant recombinacié homologa. El
resultat és una substitucié de sequiéncies i el gen ja

no podra produir la proteina que donava. Finalment
les CME modificades s'introdueixen per microin-
jeccié en un blastocist (fig. 6) que sera implantat en
una ratolina preparada que seguira el procés d’em-
baras, part i cria.

Figura 6. Microinjeccio en un blastocist de cel-lules
mare embrionaries modificades. (font)

Figura 7. Ratoli quimera. Els diversos colors del
pel provenen de ceéllules amb un gen actiu i d'al-
tres cél-lules amb el mateix gen suprimit. (font)

D’aquesta manera, I'animal que s’obtindra tindra
dos tipus de cél-lules: les que estan modificades i
les que no. S'anomenen animals quimera (fig. 7).

Quan creuem aquest animal quimera amb un
altre de control, s’obtenen ratolins heterozigots pel
Knock out del gen d'interes. Si creuem dos ratolins
heterozigots obtindrem animals homozigots per la
modificacié genética o Knock out totals, que pre-
senten el gen d'interés suprimit en totes les ceél-
lules de I'organisme i d’enca que s’originen.

Per altra banda es poden també obtenir animals
Knock out condicionals, en els que es pot triar el
teixit o tipus cel-lular on es produeix la modificacié
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geneética o el moment durant la vida de I'animal que
s'inicia aquesta modificacio.

Per les recerques en les tecnologies per intro-
duir modificacions en gens especifics de ratoli utilit-
zant cél-lules mare embrionaries es va atorgar el
premi Nobel en Medicina i Fisiologia del 2007, als
Doctors Capecchi, Evans i Smithies (fig. 7).

Fhi Phato: U, hontan

Phata: U, hortan

Mario R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies

Figura 7. Els guanyadors del premi Nobel de medi-
cina i fisiologia de I'any 2007. (font)

El Dr. Evans va descobrir i desenvolupar el
metode de cultiu de céllules mare embrionaries
mentre que els Drs. Capecchi i Smithies van des-
cobrir la modificacié genetica en cel-lules de ma-
mifer per recombinacié homologa entre un ADN
exogen i el genoma de les cél-lules. Tots plegats
van obrir el camp de recerca en ratolins Knock-out.
Un camp de recerca, el dels animals transgenics,
actualment ben actiu.

Per qué serveixen?

Els animals transgénics tenen actualment un
ventall molt ample d’aplicacions.

En ciéncia basica

e Estudiar la funcié d’'una proteina, sobreexpres-
sant el gen corresponent o alterant en I'espai o
el temps el seu patr6 d’expressio.

Estudi de promotors génics.
Mitjancant ratolins Knock-out és possible analit-
zar la funcié d’'un gen concret.

En biomedicina

e Estudiar la implicacié d'un gen en el desenvo-
lupament d’'una malaltia, ja sigui per sobreex-
pressio o per inhibicio.

e Si es té constancia que un gen és responsable
d'una malaltia (malaltia genetica) és possible
obtenir models animals que poden ser un recurs

molt important per a l'estudi de farmacs o per
trobar maneres efectives d’evitar el desenvolu-
pament de la malaltia. Sera util per a I'estudi de
malalties com el parkinson o I'alzheimer.

e Provar noves aproximacions a la terapia génica,
és a dir, utilitzar els gens per intentar curar. Se-
ria relativament facil per a malalties monoge-
nétiques. Per exemple, fer expressar gens de
factors de coagulacié per a malalts d’hemofilia.

e Es poden manipular animals o plantes perque
facin de bioreactors, és dir, donar-los els gens
necessaris per produir determinats farmacs. Per
exemple, ratolines que juntament amb la llet
produeixin medicaments.

e Per utilitzar organs animals per a pacients hu-
mans (xenotransplantament) fa falta modificar
els antigens de superficie per aixi reduir o evitar
el rebuig. En aquests moments, els xenotrans-
plantaments de cor, ronyons i illots pancreatics
sbn els que estan més avancats.

Figura 8. Comparacié de dos salmons adults, un
dels quals és transgeénics i expressa I’hormona del
creixement (font)

En produccio animal

Mitjancant técniques de transgénesi animal és
possible millorar la produccioé de carn i peix per a
I'alimentacié humana.

e Augmentant la seva massa muscular (fig. 8) o la
produccié de llet.
Fent-los més resistents a les malalties.
Augmentant-ne el valor nutritiu.

e Millorant-ne la capacitat reproductora.

De totes formes, cal dir que actualment no esta
permesa la venda d’'animals transgénics per a l'ali-
mentacié humana, pero si la de plantes transgéni-
ques.
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