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Resumen

La investigacion en ciencias experimentales y, concretamente, en
ciencias biologicas se basa en formular hipétesis y testarlas mediante
experimentos. Con mucha frecuencia, los cientificos se interesan por el
papel de un gen y la proteina para la que codifica en un proceso biolégico
concreto, sea en el contexto de la salud o la enfermedad. Para ello, esta
muy extendido el uso de animales knock out (KO). Este articulo se centra
en el concepto de KO, concretamente en los ratones KO generados
mediante el sistema Cre-LoxP y su uso en la investigacion.

Summary

Research in experimental sciences and, specifically, in biological
sciences, is based on formulating hypotheses and testing them through
experiments. Very often, scientists are interested in the role of a gene and
the protein it encodes for in a specific biological process, whether in the
context of health or disease. For this, the use of knock out (KO) animals
is very widespread. This article focuses on the concept of KO, specifically
on KO mice generated by means of the Cre-LoxP system and their use in
research.

La tarea de los investigadores en ciencias experimentales es la de contestar a lo que
llamamos “pregunta cientifica” mediante experimentos cuidadosamente disefiados para
obtener la respuesta. En el campo de las ciencias biolégicas muchas de estas preguntas
se formulan de la siguiente forma: “;Qué papel juega la proteina A en el proceso
bioldgico X?”. En este caso, vamos a elegir el cancer de higado como proceso bioldgico
patoldgico, es decir, una enfermedad. Una vez formulada la pregunta, de acuerdo con
el método cientifico, debemos formular una hipétesis. En este caso podria ser: “la
proteina A protege contra el cancer de higado”. El escenario contrario, es decir, “la
proteina A promueve el crecimiento del cancer de higado” es, ldgicamente, posible.

Una forma comunmente aceptada de confirmar o desmentir esta hipotesis y asi
responder a la pregunta cientifica es mediante el uso de modelos animales, por ejemplo,
ratones, modificados genéticamente. Es muy habitual el uso de los llamados ratones
knock out (KO) [1]-

¢Qué es un KO y para qué sirve? “Knockear (noguear)” un gen es eliminarlo, como en
un partido de boxeo u otros deportes de contacto en los que se elimina al contrincante
noqueandolo. Uno de los métodos de ingenieria genética para generar un ratén KO es
el sistema Cre-LoxP, que consiste en varias secuencias de ADN exdgeno (transgenes,
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es decir, ADN que no se encuentra de forma natural en el genoma del ratén) que se inyectan en el cigoto, es decir, al inicio del desarrollo
embrionario del ratén [2].

Como su nombre indica, necesitamos que haya Cre y LoxP para poder knockear un gen mediante el sistema Cre-LoxP. Los sitios LoxP
son pequefias secuencias de 34 pares de bases que se colocan a ambos lados del gen que queremos knockear (el gen A) y

que no estan presentes de forman natural en el ADN “normal” del ratén (véase el cambio de la Figura 1 a la secuencia de la parte
superior de la Figura 2).
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Figura 1. EI ADN normal, que no contiene ninguna secuencia exégena o transgén. Un factor de transcripcion ubicuo (que se encuentra

en todos los tejidos y tipos celulares del cuerpo del ratdén) se une al promotor del gen A, activando asi su transcripcion a mRNA y
posterior traduccién, generando la proteina A.
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Figura 2. Por un lado, la secuencia del gen A, que codifica para la proteina A, se encuentra flanqueada por los sitios LoxP. Por otro
lado, se incorpora la secuencia condificante para la proteina Cre.

La proteina Cre es una enzima que reconoce los sitios LoxP y los corta (como unas tijeras moleculares). En el ejemplo que nos ocupa
Cre solamente esta presente en el higado, pues su promotor se activa mediante la union de un factor de transcripcion que Unicamente
existe en el higado (en contraste con los factores de transcripcion ubicuos), tal y como muestra la parte inferior de la Figura 2. Podemos
observar el proceso de “corte” de la enzima Cre en la Figura 3, mediante recombinacion homoéloga. Como ya hemos mencionado este
proceso solamente ocurre en el higado, de forma que obtenemos un ratén KO para la proteina A en el higado, pero “normal” en el resto
de tejidos, al que llamamos “ratén KO especifico de higado” [3].
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Figura 3. La enzima Cre (tijeras) elimina la secuencia flanqueada por sitios LoxP mediante recombinacion homadloga.

Podemos estudiar este ratdbn comparandolo con el raton “normal” (de fenotipo salvaje o wild-type en inglés). Podemos inyectarle
sustancias toxicas que producen cancer de higado y observar el desarrollo del cancer. La interpretacion de resultados seria la siguiente:
en caso de que el ratén KO no desarrolle cancer de higado o el crecimiento del cancer sea mas lento que en el ratéon “normal”, podemos
afirmar que la proteina A promueve el crecimiento del cancer, y, en cambio, si el ratén KO desarrolla un cancer de higado mas agresivo
o de forma mas rapida que el ratén “normal”, la conclusion seria la opuesta: la proteina A ejerce un papel protector en el contexto del
cancer de higado. Es decir, al ser un KO, para entender la funcién de la proteina A debemos pensar al revés (qué ocurre cuando la
eliminamos).

El uso de animales KO ha supuesto grandes avances para la ciencia, entre los que destaca el famoso caso de la leptina, una proteina
presente en el cerebro que nos indica cuando estamos saciados. Los ratones KO para la leptina desarrollan obesidad, pues no sienten
saciedad y comen constantemente. La ausencia de leptina se ha observado también en pacientes [4,5].

En conclusion, los animales KO son una herramienta fundamental para la investigacion en biologia.
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