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RESUM

L'experimentaci6é animal és essencial per poder interpretar adequadament el genoma
huma i per reproduir les malalties que afecten les persones en altres organismes sem-
blants a nosaltres. Entre aquests organismes destaquen els ratolins, un mamifer de petita
mida pero molt adequat per a la recerca en biomedicina. El genoma del ratoli també ha
estat seqlienciat i, majoritariament, comparteix el nombre de gens existents en el genoma
huma, entre 20.000 i 25.000 gens. Addicionalment, tots aquests gens estan molt conservats
evolutivament, i son similars als corresponents humans en un 95 %. Per tot aixo, la recer-
ca sobre els gens del genoma del ratoli, indirectament, és una recerca sobre la funcié dels
gens humans. Tot allo que aprenem investigant la funcié de determinats gens en el ratoli
ho podem aplicar al coneixement dels gens homolegs en humans. Finalment, els ratolins
permeten la manipulacié del seu genoma mitjancant tecniques de modificacié genetica.
Son els ratolins que anomenem ratolins transgenics o mutants, que porten nous gens o alte-
racions especifiques en algun dels seus gens. Amb ells podem preparar models animals
de moltes malalties que afecten els humans, per augmentar el nostre coneixement d’a-
questes malalties i poder desenvolupar noves estrategies terapeutiques.

Paraules clau: ratoli transgenic, genoma, modificacié genetica, cellula troncal, biomedi-
cina.

Rebut: 11/05/2010. Acceptat: 01/06/2010.



94 L. MONTOLIU

TRANSGENIC ANIMALS IN RESEARCH
AND ANIMAL MODELS OF HUMAN DISEASES

SUMMARY

Animal experimentation is essential to allow the adequate interpretation of the human
genome and to reproduce the pathologies that affect us, as human beings, in other similar
organisms. Among them, mice stand up as a small size mammal that is very suitable for
research in biomedicine. The mouse genome has also been sequenced and, mostly, shares
with the human genome the number of existing gens, situated between 20.000 and 25.000
genes. Additionally, all these genes have been highly conserved through evolution, thus
being 95% similar to the corresponding human versions. For all this, research on genes
from the mouse genome, indirectly, is also research on the function of human genes.
Everything that we can learn by investigating the function of specific genes in the mouse
can be applied to our knowledge on the corresponding homologous genes in humans. Fi-
nally, mice also allow the manipulation of their genome through genetic modification
techniques. These are known as transgenic or mutant mice, carrying new genes or specif-
ic alterations in some of their genes. With them, it is possible to generate animal models
of many diseases affecting humans, to increase our knowledge on them and to eventually
be able to develop new therapeutic strategies.

Key words: transgenic mice, genome, genetic modification, stem cells, biomedicine.

ELS RATOLINS: EXEMPLE )
D’ANIMAL D’EXPERIMENTACIO

Els animals d’experimentacié sén fona-
mentals en biomedicina. Especialment en
aquesta época de recerca postgenomica
en que ens trobem. En efecte, després d’ob-
tenir les seqiieéncies dels genomes de molts
animals, entre les quals les del genoma hu-
ma i d’altres mamifers, calia progressar en
el nostre coneixement dels gens que els
conformen. Saber llegir els genomes de
molts mamifers ha servit per descobrir la
majoria dels gens que hi son representats.
Ara bé, poca o nulla informaci6 s'obté de
la funci6 de tots aquests gens amb la con-
sulta directa dels genomes. Per esbrinar la
funcié cal fer experiments i, bbviament, no
es poden fer amb persones. Per aix0o poder
disposar de mamifers similars a nosal-
tres, els humans, ha estat i és un pas fona-

mental en el nostre coneixement dels geno-
mes.

Entre tots els animals que es poden fer
servir en experimentacié destaca el ratoli.
Malgrat que, en aparenga, els ratolins si-
guin molt diferents dels humans, per
exemple pel que fa a la mida, la realitat ens
demostra que sén dos animals mamifers
que comparteixen molt en comu. En parti-
cular, el desenvolupament embrionari dels
ratolins és molt similar al dels humans. Si
comparem com es formen els organs, com
es desenvolupen les extremitats, com fun-
cionen els diferents sistemes fisiologics
dels ratolins i dels humans arribarem a la
conclusié que comparteixen molts aspec-
tes. Aquesta versemblanca general té un
fonament genétic. En realitat els genomes
de ratolins i humans comparteixen gairebé
el mateix nombre de gens, entre 20.000 i
25.000 i, el que és més important, aquests
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gens s’assemblen (son homolegs) en un
95 %. Aquesta similitud no és només es-
tructural, de seqiiencia de DNA, siné fun-
cional. Es a dir, coneixent la funcié d’algun
gen en el ratoli podem esbrinar quina pot
ser la funci6 del gen corresponent (del gen
homoleg) del genoma huma i, per exem-
ple, entendre com una funcié anomala del
gen o de la proteina que codifica pot aca-
bar tenint conseqiiéncies patologiques i es-
devenir una malaltia.

Addicionalment, els ratolins sén uns ani-
mals especialment adequats per a l'experi-
mentacio cientifica. La seva mida petita
permet estabular-los en condicions Opti-
mes, respectuoses amb el benestar animal,
en espais reduits. Per tant, en animalaris
de dimensions limitades es poden estabu-
lar milers de ratolins, cosa que no seria
possible amb mamifers de mida més gran
(com per exemple els porcs, que també s"u-
tilitzen en alguns aspectes de la recerca en
biomedicina). Els ratolins tenen un temps
de gestacié relativament curt, d’unes tres
setmanes, i un temps de generacid igual-
ment curt, entorn de tres mesos, ja que ar-
riben a la seva maduresa sexual a les 6-8
setmanes de vida. Una altra caracteristica
que els fa especialment interessants és que
les seves ventrades son nombroses, sovint
de sis a dotze cries en cada part i, a dife-
rencia d’altres animals, permeten la cria
continua, és a dir, una femella que ha aca-
bat de parir pot ser fertilitzada pel mascle
I'endema, i s'aconsegueixen molts animals
d’unes determinades caracteristiques gene-
tiques en poc temps. Si lliguem tot aixo
amb el fet que sén animals que s’adapten
molt bé a la cria en captivitat, és facil com-
prendre el seu éxit en la recerca biomedica.
D’igual rellevancia és el fet que coneixem
moltes variants mutants de ratolins, pro-
ducte dels esforgos inicials, al final del se-
gle x1x i al principi del xx, dels cuidadors
de mascotes, que, inconscientment, pero
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sistematicament, en la seva tasca de selec-
cionar encreuaments que produissin rato-
lins amb un pelatge o pigmentacié singu-
lars, van acabar establint les bases de
moltes de les soques consanguinies actuals
de ratolins, variants genetiques especifi-
ques que han estat indispensables en I'tis
d’aquests animals en experimentacid bio-
medica (vegeu la figura 1).

La utilitzacié de ratolins en recerca bio-
medica per esbrinar tot allo que no ente-
nem de les malalties que afecten les perso-
nes no solament esta fonamentada en la
gran similitud genetica existent entre els
genomes, sind que ha estat propiciada per
I'existéencia d'un conjunt de tecnologies
que permeten manipular, a voluntat de
I'investigador, el genoma del ratoli. Es
tracta dels metodes de modificacié geneti-
ca, amb els quals es poden introduir nous
gens, i també inactivar-ne alguns, especifi-
cament, amb la generacid dels ratolins que
globalment coneixem com a transgenics i
que també inclouen els mutants (o genoa-
nullats, els ratolins knockout, com es conei-
xen en la terminologia anglesa). Actual-
ment, al laboratori, es poden generar
ratolins transgenics «a la carta», mitjancant
la introduccié de nous gens o lalteracié
d’alguns ja existents. Amb aquests nous
models animals, generats ad hoc al labora-
tori, i investigant quin efecte té sobre el ra-
toli, sobre el seu desenvolupament, el seu
comportament, la seva fisiologia, podem
anticipar (o, segons els casos, reproduir)
quin podria ser l'efecte d’alteracions gene-
tiques similars quan s'esdevenen en els hu-
mans.

RATOLINS TRANSGENICS
I MUTANTS (GENOANULLATS)

Des del principi dels anys vuitanta del
segle passat sabem com podem generar ra-
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tolins transgenics. Es a dir, coneixem la tec-
nica necessaria per introduir nous gens
(per exemple d’origen huma) en el genoma
del ratoli. Els nous fragments de DNA, que
es preparen al laboratori, es poden mi-
croinjectar en embrions de ratoli, acabats
de fecundar, en l'estadi d’una sola céllula.
Aquestes molecules de DNA foranes s’ano-
menen transgens i els animals finalment
portadors s’anomenen, logicament, trans-
génics (Montoliu, 1997). Els embrions mi-
croinjectats es poden retornar a una feme-
lla, preparada per acollir-los, i que sera
responsable de gestar-los i de dur-los a ter-
me, generant les cries, entre les quals en
trobarem algunes que hauran incorporat el
DNA microinjectat, el transgen, en totes o
en algunes de les seves cellules. Si final-
ment es confirma, es pot validar, la insercié
del nou gen, del transgen, en el genoma
del ratoli, direm que l'animal resultant és
un fundador d’una nova soca de ratolins
modificats geneticament que, si tot va bé,
transmetra a la seva descendéncia, per
sempre més, aquest nou gen i ens permetra
obtenir una colonia de ratolins portadors
de la mateixa modificacié genetica per fer
experiments. La tecnologia inherent a la
generaciéo de ratolins transgenics no ha
evolucionat gaire en els darrers trenta
anys. Essencialment, malgrat laparicié
d’algunes petites variacions i millores me-
todologiques, continuem obtenint aproxi-
madament ratolins transgenics amb un 5 %
d’eficiencia. Aixo vol dir que, normalment,
és possible obtenir vora cinc ratolins modi-
ficats geneticament, transgenics, a partir de
la microinjeccié d’un centenar d’embrions
de ratoli.

Actualment s’han generat ja milers de
soques de ratolins transgenics, portadors
de moltes modificacions genetiques. Potser
un dels més coneguts (i dels més ttils en
biomedicina) sén els ratolins transgenics
verds fluorescents (vegeu la figura 2).

Aquests son uns ratolins que han estat ob-
tinguts mitjancant la microinjeccié d’'un
gen (GFP) que codifica una proteina fluo-
rescent, aillada d'una medusa del pacific.
La seva singularitat i bellesa, incontesta-
bles, esta associada a la seva gran utilitat
en biomedicina, ja que totes les cellules
d’aquest ratoli transgenic son fluorescents
i, aixi doncs, es poden fer servir per a tras-
plantaments, per a recerca de trasplanta-
ments cellulars (per exemple, de moll de
l'os) o d’organs, aprofitant el fet que les
cellules trasplantades seran sempre facil-
ment reconegudes una vegada introduides
en un nou organisme, trasplantades a un
nou ratoli, vista la seva fluorescéncia Ob-
via. La importancia d’aquest gen marcador,
GFP, fluorescent, en biomedicina, i de totes
les variants fluorescents multicolors que
han vingut al darrere, queda perfectament
illustrada amb el Premi Nobel de Quimica
que van rebre I'any 2008 Osamu Shimomu-
ra, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien, els des-
cobridors de la proteina fluorescent GFP i
de les seves aplicacions (http://nobelprize.
org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2008).
Una altra categoria de ratolins modifi-
cats geneticament és la formada pels rato-
lins mutants, (genoanullats, knockout en
angles) (Montoliu, 2000). Per6 per descriu-
re els ratolins mutants cal que em refereixi
primer a les cellules troncals pluripotents
embrionaries (celules ES, de embryonic
stem, en angles). Aquestes cellules ES son
conegudes popularment com les «cellules
mare» embrionaries, malgrat que mare no
és un terme cientificament correcte i és més
apropiat anomenar-les troncals, que és una
traducci6 més fidedigna de l'angles. Les
cellules ES van saltar a la premsa i van ser
conegudes per la societat quan, I'any 1998,
dos equips d’investigadors nord-ameri-
cans, liderats per Thomson i Gearhart, van
donar a coneixer que havien obtingut les
primeres cellules ES humanes, a partir
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d’embrions humans (Thomson et al., 1998;
Shamblott ef al., 1998). En realitat, més en-
lla de la novetat que representava haver
descrit aquestes cellules en l'especie huma-
na, aquells investigadors no van fer més
que reproduir el que ja s’havia obtingut
disset anys abans, 'any 1981, quan els la-
boratoris de Martin Evans i de Gail Martin
van descriure, per primera vegada, aques-
tes cellules en un mamifer, en el ratoli
(Evans i Kaufmann, 1981; Martin, 1981).
Per que son tan importants les cellules
ES? Per respondre aquesta pregunta cal
primer referir-nos, breument, al seu ori-
gen. Les ceéllules ES apareixen molt aviat

Ficura 1.

en el desenvolupament embrionari preim-
plantacional, abans que 'embrid s’implanti
a la matriu, en una fase que coneixem
com a blastocist, que apareix als 3-4 dies del
desenvolupament embrionari del ratoli (a
la setmana en el desenvolupament embrio-
nari huma). Després d’un seguit de divisi-
ons inicials que converteixen l'embrié ori-
ginal unicelular en una pilota de 32-64
cellules, aparentment identiques, té lloc la
primera gran diferenciaci6 cellular i les cel-
lules es distribueixen asimetricament, en
un costat de l'embrid, formant un botd,
deixant una cavitat, tot plegat envoltat per
una capa de cellules. Doncs bé, les cellules

“d|

Diferents ratolins mutants portadors de variants genetiques que alteren la pigmentacid, origen de moltes de

les actuals soques establertes de ratolins que es fan servir en biomedicina. La figura és un compendi de fotografies de di-
versos autors extretes de la web Color genes, http://'www.espcr.org/micemut, que coordina 1’autor d’aquest capitol.
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del botd s'anomenen massa interna cellular,
que esta formada fonamentalment per cel-
lules troncals pluripotents embrionaries,
les cellules ES. A partir d’aquestes cellules
ES es generaran tots i cadascun dels tipus
cellulars existents en l'organisme, fet que
demostra la seva pluripotencia i la seva
singularitat. Martin Evans, entre altres, es
va adonar que era possible extreure aques-
tes cellules ES dels embrions de ratoli i
mantenir-les indefinidament en cultiu al
laboratori, on, per exemple, era possible
modificar-les  geneticament. Juntament
amb experiments liderats pels laboratoris
de Mario Capecchi i Oliver Smithies, al fi-
nal dels anys vuitanta, entorn de lany
1987, va ser possible dissenyar un protocol
que permet modificar geneticament, i espe-
cificament, un gen en concret de la totalitat
de gens existents en el genoma del ratoli,
fent servir homologia de seqiiéncies de
DNA i aprofitant un procés existent en les

Ficura 2. Ratoli transgenic fluorescent. Ratoli generat
mitjangant la introduccié d’un gen, anomenat GFP (de
I’anglés green fluorescent protein), que prové d’una me-
dusa del pacific, Aquorea victoria, i que codifica una pro-
teina que és fluorescent si s’illumina amb una llum d’una
longitud d’ona caracteristica. Fotografia proporcionada
pel professor Andras Nagy (Samuel Lunenfeld Research
Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada) (http://
www.mshri.on.ca/nagy).

cellules, anomenat recombinacié homologa.
Les cellules resultants, modificades, es po-
den reintroduir en altres embrions de rato-
li per contribuir a la formacié de nous indi-
vidus, els quals formaran els seus organs
també a partir d’aquestes cellules ES modi-
ficades. Els animals resultants d’aquesta
modificacié genetica sdn quimerics, ja que
provenen de dos tipus cellulars diferents,
les cellules ES en cultiu, i I'embrié que ac-
tua de receptor. Si el quimerisme arriba a
colonitzar els organs interiors, en particu-
lar les gonades, els testicles i els ovaris,
quan aquest ratoli hagi de generar nous
gametes (per exemple, nous espermatozoi-
des) també els fara a partir de cellules deri-
vades de les ES en cultiu, i per tant porta-
dores de la modificaci6 genetica especifica.
Aixi doncs, es transmetra aquesta modifi-
cacié genetica, inicialment obtinguda en
ceHules ES en cultiu, a la descendéncia d’a-
questes quimeres i, mitjancant els encreua-
ments adients, es pot arribar a obtenir una
soca de ratolins portadora d’una mutacio,
d’una alteracioé genetica precisa en un gen,
que constitueix una nova soca de ratolins
mutants, genoanullats, un nou model ani-
mal.

Novament, la rellevancia de I'is de les
cellules ES de ratoli i el seu paper prepon-
derant en la generaci6 de molts models
animals nous, com a soques de ratolins
portadores, cadascuna, de mutacions espe-
cifiques en gens concrets del genoma, que
contribueix al coneixement de la seva fun-
cid, va ser reconegut amb el Premi Nobel
2007 de Fisiologia o Medicina, que va re-
caure, merescudament, en Capecchi, Evans
i Smithies (http://nobelprize.org/nobel_prizes/
medicine/laureates/2007) (Montoliu, 2008).
Mitjangant la generacid i I'analisi posterior
de molts ratolins genoanullats, cadascun
amb una inactivacid especifica, s’ha pogut
investigar el paper de molts gens en molts
processos biologics i la seva rellevancia en
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malalties, malformacions i alteracions di-
verses en el desenvolupament i funciona-
ment normal de 'organisme.

MODELS ANIMALS GENERATS
I PER GENERAR

Des de fa més de vint anys s’han generat
centenars de nous models animals, ja sigui
amb ratolins transgenics o amb ratolins
mutants (Montoliu, 2002). Sovint es pot te-
nir la sensacié que ja s’ha pogut estudiar i
esbrinar la funcié de tots i cadascun dels
gens, que gairebé no queden gens per in-
vestigar. Ans al contrari, aquesta sensacié
és erronia. Només ens cal mirar periodica-
ment les estadistiques del (poc) que conei-
xem del genoma i del (molt) que encara ig-
norem, aprofitant la base de dades del
laboratori Jackson (JAX; http://www.jax.org),
referencia mundial en genetica del ratoli
(vegeu la taula 1).

Dels més de 25.000 gens que coneixem,
incloent-hi els que codifiquen proteines,
només coneixem la funcié d’'un 36 %. La
resta, el 64 % restant, encara avui ens és
desconegut. I malgrat I'enorme quantitat
de gens modificats geneticament, d’allels
alterats que s’han obtingut, novament no-
més representen poc més del 35 % dels
gens existents. Finalment, la figura més es-
claridora de l'estat actual de la qiiestid es
pot obtenir repassant el nombre de malalti-
es humanes conegudes de base genetica
(entorn de vint mil) i el nombre de models
animals que s’han produit i analitzat per
estudiar-les (entorn de tres mil). No obs-
tant aix0, aquests més de tres mil ratolins
modificats geneticament produits corres-
ponen en realitat a poc més de mil malalti-
es estudiades, amb un o més models ani-
mals murins, és a dir, poc més d'un 5 % del
total de malalties possibles! Totes aquestes
xifres, que es poden revisar periodicament
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en les bases de dades d’anotacions en ge-
nomica funcional del ratoli, ens diuen que
hi ha un llarg cami encara per recorrer,
molts models animals encara hauran de ser
generats i molts gens dels quals ho igno-
rem gairebé tot, menys la seqiiencia de
DNA, els haurem d’estudiar fent servir
models animals, i generar més ratolins mo-
dificats geneticament.

Aquesta és la realitat i aquesta és la rao
per la qual s’han posat en marxa diverses
iniciatives internacionals, unint forces i re-
cursos de diversos paisos, encaminades a
I'obtencio sistematica de ratolins mutants
per a tots i cadascun dels gens presents en
el genoma, per tal de poder estudiar totes
les funcions. Ates que la immensa majoria
de gens humans estan presents en el geno-
ma del ratoli, aquesta proposta pretén ana-
litzar funcionalment els nostres genomes,
fent servir els ratolins com a animals d’ex-
perimentacid i aprofitant les eines de que
disposem per a la manipulacié controlada
del seu genoma, mitjangant modificacio
genetica.

Aquest projecte global s'anomena, en an-
gles, International Knockout Mouse Con-
sortium (IKMC; http://www.knockoutmou-
se.org), i té per objectiu produir, fent servir
cellules ES, ratolins genoanullats de tots i
cadascun dels gens del genoma del ratoli.
El projecte és una uni6 de diverses iniciati-
ves de caire continental, en que trobem
projectes europeus (EUCOMM; http://
www.eucomm.org), estatunidencs (KOMP,
http:/lwww.komp.org; i TIGM; http:/fwww.
tigm.org) i canadencs (NorCOMM,; http://
www.norcomm.org). Una rapida consulta a
qualsevol d’aquestes pagines web permet
saber, en qualsevol moment, quin nombre
de gens ja ha estat inactivat, en cellules ES,
quin percentatge del genoma representa i
quants gens queden encara per estudiar.

Obtenir les céllules ES portadores de
mutacions en cada gen és només el primer



100 L. MONTOLIU

pas. Posteriorment cal fer servir aquestes
cellules ES geneticament modificades per
obtenir els ratolins quimerics i, mitjangant
encreuaments especifics, poder finalment
derivar-ne els ratolins mutants, primer
com a heterozigots i després com a verita-
bles homozigots mutants, sobre els quals
podrem aplicar una bateria d’experiments
per estudiar-ne el fenotip, les caracteristi-
ques diferencials que pot tenir aquest ratoli
mutant en relacié amb el ratoli salvatge, no
modificat geneticament. Aquest és un pro-
cés complex i car, que requereix una inver-
si6 en infraestructures i molts diners per
poder dur a terme totes les tasques previs-
tes. Es calcula que el cost necessari, minim,
per fenotipar un d’aquests nous models
animals generats aixi (incloent-hi totes les
etapes: a) obtenci6 de cellules ES modifica-
des geneticament, b) obtenci6 de quimeres,
c) obtencié d’heterozigots i d’homozigots
mutants, d) ampliacié de la colonia de rato-
lins mutants i e) fenotipatge dels ratolins
mutants) és de 50.000 $USA. Tenint en
compte que sén uns vint mil el nombre de
gens que cal investigar, és relativament
senzill fer la multiplicacid, que ens donara
com a resultat que la inversidé necessaria
és de 1.000.000.000 $USA, mil milions de
dolars.

Aquesta inversio ha d’estar focalitzada
en dos dels aspectes més importants del
procés, els que tenen a veure amb les anali-
sis del fenotip i els aspectes logistics de
distribucié i arxiu.

Ates que és impossible generar i estudiar
els vint mil nous models animals en un sol
centre de recerca, cal establir un protocol
normalitzat que permeti poder comparar
els resultats analitics obtinguts per dife-
rents centres. Aixi sorgeix el concepte de la
clinica del ratoli (mouse clinic, en angles)
com a centre que disposa dels equips i la
tecnologia necessaria per analitzar els rato-
lins, per fenotipar-los, de manera sistema-

tica, aplicant protocols de treball normalit-
zats arreu, els mateixos. Aquesta és una
proposta essencialment europea i, per aixo
a Europa és on funcionen les cliniques
de ratolins més importants, a Estrasburg
(Clinique de la Souris, http://www-mci.u-
strasbg.fr) i a Munic (German Mouse Clinic,
http:/[www.mouseclinic.de). Esbrinant que
funciona bé i que no funciona bé de l'orga-
nisme es pot arribar a deduir l'efecte que
ha tingut, sobre el ratoli, la inactivacié d’a-
quest gen en particular i, alhora, inferir
quina pot ser la funcié especifica del gen i
de la proteina que codifica en el conjunt de
I'organisme.

Un segon aspecte per a l'estudi sistema-
titzat de models animals, de ratolins modi-
ficats geneéticament de nova generacio,
igualment important, és l'aspecte logistic.
Es evident que tots aquests vint mil tipus
de ratolins mutants no poden estar gene-
rats en un sol centre, i és igualment logic
admetre que no és possible mantenir tots
aquests ratolins vius, simultaniament, en
tots els centres de recerca. S'imposa, doncs,
una estratégia que permeti 'arxivament i la
distribucid eficag de les soques de ratolins
mutants a qualsevol laboratori del moén.
Per aix0, a més de construir centres de fe-
notipatge, com les cliniques de ratoli, cal
construir centres d’arxivament i distribu-
cid, repositoris. En ratolins aquest tema
s‘aborda mitjangant la criopreservacié
d’embrions o d’esperma de ratoli a tempe-
ratures molt baixes, de -196 °C, fent servir
nitrogen liquid, que garanteix el manteni-
ment indefinit de les soques de ratolins i la
seva revitalitzacid, quan és necessari, apli-
cant protocols de descongelacié molt espe-
cifics. Els embrions o l'esperma congelat es
poden enviar als laboratoris que necessitin
revitalitzar aquest determinat model ani-
mal. El centre receptor, en rebre aquests
embrions o esperma congelat, procedira a
la descongelacié controlada i transferira els
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embrions resultants a altres femelles per-
que els gesti, per tal de reconstituir la soca
de ratolins mutants criopreservada. Hi ha
diverses iniciatives d’arxius arreu del mon.
A Europa, la iniciativa lider, finangada per
la Comissié Europea, és el projecte EMMA
(European Mouse Mutant Archive, http://
www.emmanet.org), del qual Espanya forma
part per mitja del CNB-CSIC, a Madrid,
com a nus espanyol d’aquesta plataforma
tecnologica.

Actualment, la majoria dels models ani-
mals generats en ratolins transgenics i mu-
tants corresponen a diversos intents per re-
produir diferents tipus de cancer, que
afecta una extensa varietat de tipus cellu-
lars. Mitjangant diverses estratégies s’in-
tenta posar de manifest el possible efecte
de determinats oncogens i s’investiga el
seu paper en lorigen dels cancers. Pero
també hi ha molts ratolins generats per a
l'estudi de les malalties cardiovasculars,
musculars, metaboliques, d’alteracions de
la reproducci6 i, en particular, com més va
més, com a model d’alguna de les milers
de malalties rares (de baixa prevalenca),
que afecten menys d’una de cada dues mil
persones; sovint, gracies a aquests models
animals, tnics, és una de les poques ma-
neres que té la medicina actual per apren-
dre quelcom de nou sobre aquestes malal-
ties.

Al nostre laboratori, per exemple, hem
caracteritzat, mitjancant models animals,
les alteracions visuals que afecten les per-
sones amb albinisme, una condicié geneti-
ca rara, que afecta una de cada disset mil
persones, i que resulta de la mutacio en al-
gun dels gens, com per exemple el que co-
difica 'enzim tirosinasa, implicats en la bi-
osintesi de pigment, de la melanina.
L'absencia de pigmentaci6 esta associada a
una perdua notable de les capacitats visu-
als (menys agudesa visual, poca o nulla vi-
si6 nocturna, pérdua de visié tridimensio-
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nal, etc.); fins fa poc, no s’entenia quina po-
dia ser la relacié amb la generacié de pig-
ment. L'its de models animals, en concret
de ratolins transgenics, ha permes desco-
brir que el deficit enzimatic no solament
implica una hipopigmentaci6 evident, sin6
que comporta una disminucio local, a la re-
tina, de la produccié d'un dels components
intermediaris en la sintesi del pigment, la
L-DOPA. Mitjancant una estrategia bioqui-
mica i genética, en ratolins transgenics, es
va aconseguir produir L-DOPA sense pro-
duir pigment i els ratolins transgenics re-
sultants continuaven sent, aparentment, al-
bins, pero tenien la seva capacitat visual
restaurada (Lavado et al., 2006).

Igualment, com més va hi ha més rato-
lins que serveixen per investigar les altera-
cions del sistema nervids. Alteracions psi-
quiques associades a l'angoixa, l'estres, la
por, trastorns de la sociabilitat, trastorns
d’addicci6 a les drogues, alcoholisme, taba-
quisme, etc., es poden estudiar amb mo-
dels animals que porten alteracions en
determinats gens, candidats a futurs medi-
caments que permetin regular o controlar
alguna d’aquestes respostes de l'organisme
al seu entorn. Sovint, pero, la recerca sobre
algun d’aquests nous models de ratoli pot
donar sorpreses i l'efecte esperat pot servir
per investigar nous aspectes no previstos
inicialment. Per exemple, al nostre labora-
tori es va generar un nou model animal per
a l'estudi de l'esquizofrénia, mitjangant la
produccié d'un ratoli genoanullat amb
la inactivacid del gen que codifica un re-
ceptor, Sigma-1, de funcié poc coneguda a
escala de les neurones (Langa et al., 2003).
No obstant aix0, poc després, es va desco-
brir que aquest ratoli modificat genetica-
ment era molt util per a la recerca sobre
nous mecanismes de percepci6 del dolor i,
per tant, per a la recerca sobre nous medi-
caments analgesics possibles (Cendan et
al., 2005).
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Dues de les millors bases de dades per
esbrinar quins models animals s’han gene-
rat, i sobre quina malaltia o gen determi-
nat, es troben a ’'OMIM i la MPD: (OMIM,
Online Mendelian Inheritance in Man,
http:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/omim; MPD,
Mouse Phenome Database, http://phenome.

jax.org).

TIPUS DE MODELS ANIMALS

Hi ha molts tipus de models animals; en
concret, molts tipus de ratolins modificats
geneticament (Montoliu, 2003, 2006). Els
ratolins transgenics, els que incorporen un
nou gen (o gens) portadors de nova infor-
macid genetica a I'individu, es poden obte-
nir, com ja he comentat, per microinjeccié
directa de DNA al nucli d’embrions unicel-
lulars. Aquesta és la tecnologia basica. Pero
es pot potenciar amb 1'is de vectors lenti-
virics, un tipus de retrovirus que poden in-
serir al genoma fragments de DNA molt
eficagment, malgrat que sovint les integra-
cions multiples que produeixen fan molt
dificil I'analisi del fenotip resultant. Igual-
ment, es pot augmentar la taxa d’insercié
del transgen al genoma fent servir transpo-
sases, unes proteines que poden tallar un
fragment de DNA situat entre unes se-
qliencies invertides determinades, i trans-
ferir tot el que hi hagi enmig a posicions
relativament a l'atzar en el genoma. En
aquest cas, el problema sol ser l'alteracié
inesperada del genoma en els llocs d’inser-
ci6 del transposo.

També es poden fer microinjeccions de
RNA d’interferencia (iRNA), per minvar o
inactivar l'expressié d’algun gen. Els rato-
lins modificats genéticament resultants son
els genominvats, en els quals s'aconsegueix
reduir l'expressio6 d'un gen sense fer-la
desapareixer completament, com en una
soca de ratolins mutants o genoanullats.

També es pot regular l'expressio del
transgen a voluntat de l'investigador, mit-
jancant les estratégies de produccié de ra-
tolins transgenics induibles, en els quals
I'expressio del DNA fora introduit es regu-
la per la preséncia, o no, de determinades
molecules efectores del sistema. Sovint
aquests sistemes d’expressio induible fan
servir mecanismes heterolegs, importats
d’altres organismes, com per exemple els
bacteris, per evitar possibles interferencies
amb altres processos fisiologics interns de
I'organisme mateix que volem regular.

Pel que fa als ratolins mutants, obtinguts
a partir de cellules ES geneticament modi-
ficades, n’hi ha també de molts tipus. Els
mutants classics (genoanullats) son els que
acostumen a inactivar el gen en qiiestié a
totes les cellules de I'organisme, de manera
irreversible. Per altra banda, algunes d’a-
questes mutacions sén més subtils, i sovint
corresponen a una substitucié d'un o pocs
nucleotids, de manera similar a com s’esta-
bleixen moltes malalties humanes de base
genetica. Aquests son els ratolins genomo-
dificats.

Molts dels gens que conformen els nos-
tres genomes son pleotropics, €s a dir, co-
difiquen funcions que sén necessaries en
diferents moments del desenvolupament
de l'organisme, potser inicialment durant
fases embrionaries i després també en al-
gun organ adult. La inactivacié d’algun
d’aquests gens, si és realment indispensa-
ble per al desenvolupament embrionari
correcte, no produira ratolins vius, ja que
els ratolins mutants, deficients en la funcio
d’aquest gen, no podran néixer ni mante-
nir-se, ni tampoc seria possible esbrinar la
funcié del gen en una fase adulta. Per aixo
es va desenvolupar la tecnologia dels rato-
lins mutants condicionals. En aquests ra-
tolins, el gen que es vol inactivar es «mar-
ca» amb unes seqiiencies especifiques de
DNA, que normalment no sén reconegu-
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TauLa 1.

Genomica funcional (genomes huma i del ratoli)

Nombre | Percentatge

Gens coneguts amb seqiiéncia de nucleotids (a)
Gens coneguts que codifiquen proteines

Gens amb anotaci6 funcional

Gens representats en trampes geniques

Nombre total d’allels geneticament modificats

Nombre total de gens amb allels geneticament modificats
Nombre total de malalties humanes conegudes amb una base genética (b)
Nombre total de models animals generats per a I'estudi de malalties humanes

Nombre total de malalties humanes conegudes amb base genetica que han estat
estudiades en models animals (ratolins modificats genéticament)

29.665 —
26.957 | 90,87 % (de a)
10.698 | 36,06 % (de a)
12.569 | 42,37 % (de a)
25.392 —
10.505 | 35,41 % (de a)
20.014 —
3.043
1.009 | 5,04 % (de b)

Fonts consultades: Mouse Genome Informatics Statistics (http://www.informatics.jax.org/mgihome/homepages/
stats/all_stats.shtml), i base de dades de 1'Online Mendelian Inheritance in Man Statistics (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Omim/mimstats.html) [data de consulta: maig del 2010].

des per cap proteina endogena, pero si que
poden ser reconegudes per una recombina-
sa especifica. En presencia d’aquesta re-
combinasa, i només en la seva preseéncia, és
quan es produeix la inactivacié especifica
del gen. L'expressié del gen que codifica
aquesta recombinasa pot constituir un ra-
toli transgenic normal, i es pot restringir a
un organ, un tipus cellular, o0 un moment
del desenvolupament o una fase adulta de-
terminada, aprofitant els senyals de control
de la transcripcié propis d’algun gen. Per
altra banda, es pot fer servir una estrategia
d’expressio induible en queé, mitjangant
I'accié d’un efector, s’encengui o apagui la
funcié de la recombinasa. Naturalment, es
poden combinar diferents estrategies i pre-
parar un transgen que activi la inactivacio
d’un gen només en la fase adulta, i només,
per exemple, en cellules musculars, a vo-
luntat de l'investigador. Els ratolins mu-
tants condicionals han permes superar les
limitacions inherents a la tecnica i I'existen-
cia de gens d’expressi6 indispensable per
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al desenvolupament embrionari de l'or-
ganisme que, sense aquesta variacio, no
haurien pogut ser estudiats en models ani-
mals. Hi ha diversos sistemes que s'utilit-
zen avui dia per generar ratolins mutants
condicionals, com per exemple el sistema
CRE recombinasa/lox o el sistema FLP re-
combinasa/flp.

A més dels animals transgenics, per adi-
cié de nous gens, i genoanullats, per su-
pressio o inactivaci6 de gens, també es
poden obtenir ratolins modificats genetica-
ment mitjancant tecniques de transferéncia
nuclear, de clonatge. En efecte, es pot
transferir una construcci6 genica, una nova
molécula de DNA a cellules en cultiu, per
fer servir després el seu nucli per recons-
truir un nou embri6 de ratoli, que donaria
lloc a un animal «clonat» i transgenic
(Montoliu, 2004).

Finalment, els ratolins transgenics també
han servit, de manera molt important, per
investigar el potencial terapeutic de les di-
ferents propostes de cellules troncals («ma-
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re»), pluripotents, en medicina regenerati-
va, en terapeutica cellular. Des de les pro-
postes inicials de cellules troncals embrio-
naries, amb tot els avantatges i problemes
que comporten (Montoliu, 2003b), fins a les
darreres propostes de cellules pluripotents
induibles (iPS). Les céllules iPS sén una de
les propostes més innovadores que s’han
donat a coneixer recentment (Montoliu,
2009). Mitjancant la reintroduccié d’un pe-
tit grup de gens especifics, tres o quatre, és
possible reconvertir una cellula somatica,
en principi de qualsevol organ del cos, en
una cellula que, des de tots els punts de
vista, és indistingible d'una cellula troncal
pluripotent embrionaria, amb la gran dife-
rencia que no és necessari fer servir cap
embrid per obtenir-la.

L'ts final i el possible impacte de totes
aquestes propostes i aplicacions en biome-
dicina continuara sent investigat mitjan-
¢ant la generacid i 'estudi de nous models
animals, de nous ratolins modificats gene-
ticament.
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