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DESCRIPCION

Uso de hepcidina para preparar un medicamento para tratar trastornos de la homeostasis del hierro.
La invencidn se refiere al diagnéstico y la terapia de trastornos de la homeostasis del hierro.

El hierro es un elemento esencial necesario para el crecimiento y la supervivencia de casi todos los organismos. En
mamiferos, el equilibrio del hierro se regula principalmente a nivel de la absorcién duodenal del hierro alimenticio.
Después de la absorcidn, el hierro férrico se carga en la apo-transferrina en la circulacion y se transporta a los tejidos,
incluyendo precursores eritroides, donde se capta por endocitosis mediada por el receptor de transferrina. Los macroé-
fagos reticuloendoteliales desempefian un papel importante en el reciclaje de hierro de la degradacién de hemoglobina
de eritrocitos senescentes, mientras que los hepatocitos contienen la mayor parte de las reservas de hierro del organis-
mo en polimeros de ferritina. Durante los tltimos cinco afios, ha surgido un importante conjunto de informacién con
respecto a las proteinas implicadas en la absorcién del hierro y en la regulacién de la homeostasis del hierro a partir
del estudio de defectos hereditarios, tanto en seres humanos como en ratones, que conducen a distintos trastornos del
hierro (para una revision véase ANDREWS, Nat. Rev. Genet., 1, 208-217, 2000). En el caso de deficiencia de hierro,
las consecuencias fisiopatoldgicas de defectos génicos identificados se comprenden bien, ya que habitualmente dan
como resultado la pérdida de funcién de proteinas directamente implicadas en la ruta de la absorcién del hierro. Las
proteinas incluyen los transportadores de hierro DMT1 (también denominados Nramp2 o DCT1) (FLEMING et al.,
Nat. Genet., 16, 383-386, 1997; GUNSHIN et al., Nature, 388, 482-488, 1997), ferroportina (también denominada
IREG1 o MTP1) (DONOVAN et al., Nature, 403, 776-781, 2000) y oxidasas de cobre acopladas a ferroportina, con-
cretamente ceruloplasmina (HARRIS, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 10812-10817, 1999; YOSHIDA et al., Nat.
Genet., 9, 267-272, 1995) y hefastina (VULPE et al., Nat. Genet., 21, 195-199, 1999).

Por el contrario, varias anomalias asociadas con la sobrecarga de hierro genética han identificado diversas proteinas
cuyo papel funcional en el control de la homeostasis del hierro continda sin comprenderse bien. En seres humanos, la
hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad genética autosémica recesiva comtun causada por hiperabsorcién
de hierro alimenticio, que conduce a una sobrecarga de hierro en el plasma y multiples 6rganos, incluyendo en parti-
cular el pancreas, el higado y la piel y dando como resultado lesiones en estos 6rganos y tejidos debido a los depdsitos
de hierro.

La hemocromatosis se debe habitualmente a una mutacién en el gen de la hemocromatosis (denominado HFE) aso-
ciado a HLA localizado en el cromosoma 6p y la mayoria de los pacientes son homocigéticos para la mutaciéon C282Y
en HFE (FEDER et al., Nat. Genet., 13, 399-408, 1996). Ademds, se han implicado otros loci en diferentes familias
con HH: se ha descrito una mutacion sin sentido en el gen del receptor 2 de la transferrina (TRF2) en 7q en dos familias
con HH no asociadas a HLA (CAMASCHELLA et al., Nat. Genet., 25, 14-15, 2000) y recientemente se ha mapeado
un locus para hemocromatosis juvenil en el brazo cromosémico 1q (HFE2). Finalmente, aunque se conoce desde hace
tiempo que la absorcion del hierro se regula en respuesta al nivel de las reservas de hierro del cuerpo y a la cantidad
de hierro necesaria para la eritropoyesis (ROY et al., FEBS Lett., 484, 271-274, 2000), todavia se tiene que identificar
la naturaleza molecular de las sefiales que programan las células intestinales para regular la absorcién del hierro.

Recientemente se han descrito la alteracién del gen murino que codifica el factor de transcripcion USF2 y sus
consecuencias en la regulacién génica dependiente de glucosa en el higado (VALLET et al., J. Biol. Chem., 272,
21944-21949, 1997).

Los inventores han observado ahora que, sorprendentemente, los ratones Usf2 -/- desarrollan sobrecarga de hierro
multivisceral que evita solamente el bazo cuyo contenido de hierro es extraordinariamente inferior en animales knock-
out que en controles. Estos trastornos metabdlicos del hierro se parecen a los observados en hemocromatosis heredita-
ria. Sin embargo, no se observo alteracién en genes identificados previamente por su implicacién en esta patologia, por
ejemplo, HFE o TFR2. Por tanto, los inventores buscaron nuevos genes candidatos que puedan explicar las anomalias
de la homeostasis del hierro en ratones Usf2 -/- mediante hibridacion sustractiva supresora entre higados de ratones
Usf2 -/- y ratones de tipo silvestre. Esto permiti6 aislar un ADNc que codifica el péptido hepcidina.

La hepcidina (también denominada LEAP-1, por péptido antimicrobiano expresado en higado) se purific recien-
temente de ultrafiltrado de sangre humana y de orina y se observé que era un péptido unido por enlaces disulfuro que
muestra actividad antimicrobiana (KRAUSE et al., FEBS Lett., 480, 147-150, 2000; PARK et al., J. Biol. Chem., 276,
7806-7810, 2001). La proteina se sintetiza en el higado en forma de un propéptido que contiene 83 aminoacidos y se
convierte en péptidos maduros de 20, 22 6 25 aminodcidos (PARK et al., J. Biol. Chem., 276, 7806-7810, 2001; PI-
GEON et al., J. Biol. Chem., 276, 7811-7819, 2001). También se describid recientemente que la hepcidina se sintetiza
de manera elevada en higados de ratones sobrecargados con hierro experimentalmente o espontineamente (PIGEON et
al., J. Biol. Chem., 276, 7811-7819, 2001). Aunque se cuestiond la relacién de esta sobre-expresién con la sobrecarga
de hierro, se indic6 que probablemente se producia como resultado de inflamacién relacionada con sobrecarga crénica
de hierro.

Por el contrario, los Inventores han demostrado ahora que un defecto completo en la expresion de hepcidina con-
duce a sobrecarga progresiva de hierro en los tejidos en ratones Usf2 -/-. Ademads, han obtenido ratones transgénicos
que tienen un transgén que expresa hepcidina bajo el control de un promotor constitutivo especifico del higado y han
observado que dichos ratones transgénicos estaban gravemente anémicos.
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Estos hallazgos permiten proponer nuevos medios de regulacion de la homeostasis del hierro, en particular me-
diante la regulacién de la captura del hierro alimenticio por el intestino o del transporte del hierro materno-fetal a
través de la barrera placentaria y del reciclaje del hierro por macréfagos reticuloendoteliales.

Por consiguiente, la presente invencidén propone el uso de un polipéptido que comprende una secuencia de 20
aminodcidos que tiene restos de cisteina en las posiciones 2, 5, 6, 8, 9, 14, 17 y 18 y al menos el 50% de identidad o
el 60% de similitud, preferiblemente al menos el 60% de identidad o al menos el 70% de similitud, con la siguiente
secuencia:

lte Cys lle Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg Ser Lys Cys Gly MetCys Cys Lys Thr

(SECID N°: 1), y que tiene la misma actividad funcional que las formas naturales de hepcidina de un vertebrado, o el
uso de un acido nucleico que codifica dicho polipéptido, para preparar un medicamento ttil para reducir la sobrecarga
de hierro.

Los polipéptidos o dcidos nucleicos preferidos para el uso de acuerdo con la invencién son las formas maduras de
hepcidina humana, representadas, por ejemplo, por un polipéptido de 20 aminoécidos que tiene la secuencia SEC ID
N°: 1, o por un polipéptido de 22 aminoécidos que tiene la secuencia:

Phe Pro lle Cys lle Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr

(SEC ID N°:2), o por un polipéptido de 25 aminoécidos que tiene la secuencia:

Asp Thr His Phe Pro lle Cys lle Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr

(SEC ID N°:3), o dcidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos.

También pueden usarse precursores de dichas formas maduras de hepcidina, es decir, pro-hepcidina y prepro-
hepcidina y dcidos nucleicos que codifican dichos precursores.

Otros ejemplos de polipéptidos o 4cidos nucleicos adecuados para el uso de acuerdo con la invencién son homolo-
gos de vertebrados, preferiblemente de mamifero, de formas maduras de hepcidina humana o precursores de la misma
o 4cidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos. Los hom6logos conocidos de vertebrados de hepcidina humana
incluyen, por ejemplo, hepcidina de rata, hepcidina de ratén, hepcidina de trucha.

También pueden usarse polipéptidos quiméricos, que comprenden la secuencia de una forma madura de hepcidina,
(y finalmente, toda de parte de la secuencia pro o prepro).

La invencién también incluye el uso de equivalentes funcionales de los polipéptidos que se han definido anterior-
mente. Los equivalentes funcionales se definen en este documento como variantes peptidicas, que tienen la misma
actividad funcional que las formas maduras de hepcidina.

Todos estos polipéptidos y acidos nucleicos pueden obtenerse por métodos clasicos conocidos por si mismos. Por
ejemplo, las formas de hepcidina de 20 aminodcidos y 25 aminodcidos pueden obtenerse de plasma o de orina, como
se describe por KRAUSE et al. o PARK et al. Como alternativa, pueden obtenerse cultivando células que expresan
hepcidina y recuperando dicho polipéptido del cultivo celular.

De acuerdo con una realizacion particular, dichas células son células hospedadoras transformadas por un 4cido
nucleico que codifica uno de los polipéptidos que se han definido anteriormente.

También puede usarse la sintesis quimica, en particular en el caso de los derivados peptidicos.
Puede obtenerse un dcido nucleico que codifica hepcidina a partir de, por ejemplo, una genoteca genémica o de
ADNCc de un vertebrado, usando cebadores adecuados capaces de hibridar selectivamente con dichos dcidos nucleicos.

También puede obtenerse mediante las técnicas cldsicas de sintesis de polinucleétidos.

La presente invencién también proporciona métodos para explorar equivalentes funcionales de hepcidina capaces
de reducir la absorcién del hierro.
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Pueden explorarse facilmente equivalentes funcionales que tienen las propiedades bioldgicas de hepcidina en la
regulacion de la homeostasis del hierro con mamiferos no humanos que carecen de hepcidina.

En particular, se proporcionan medios para explorar equivalentes funcionales de hepcidina capaces de reducir la
absorcion del hierro: puede administrarse un compuesto a ensayar para su capacidad para reducir la absorcion de
hierro a un animal knock-out deficiente en expresion de hepcidina.

Puede determinarse el efecto de dicho compuesto en la sobrecarga de hierro en dicho animal.
Los medicamentos obtenidos de acuerdo con la invencidn son ttiles para prevenir y/o tratar:
- todas las formas de hemocromatosis;

- la sobrecarga de hierro secundaria, relacionada, por ejemplo, con anemias hereditarias y/o congénitas tales
como talasemia;

y enfermedades asociadas con las mismas. Estas dltimas enfermedades incluyen, por ejemplo, hepatocarcinoma,
cardiomiopatia o diabetes.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion también propone el uso de un inhibidor de la expresion de hepcidina o de
la actividad de hepcidina para preparar un medicamento util para aumentar la absorcién de hierro mediante el aumento
de la captura de hierro alimenticio por el intestino y/o el aumento del reciclaje del hierro por los macréfagos. Dicho
medicamento es util para tratar anemia o enfermedades relacionadas con anemia. Esto incluye en particular anemia
asociada con enfermedades agudas o crénicas que se produce en condiciones tales como infeccién o inflamacién, por
ejemplo, enfermedades osteoarticulares tales como poliartritis reumatoide o tumores malignos, especialmente cuando
estan asociadas con un sindrome inflamatorio.

Los inhibidores de la expresion de hepcidina se seleccionan de moléculas de ARN o ADN antisentido, ribozimas
0 anticuerpos.

Los inhibidores de la actividad de hepcidina incluyen anticuerpos anti-hepcidina, en particular anticuerpos dirigi-
dos contra las formas maduras de hepcidina.

La presente invencién también proporciona medios para explorar otros inhibidores de actividad de la hepcidina, por
ejemplo, con animales transgénicos, en particular mamiferos transgénicos no humanos tales como ratones transgénicos
que tienen un transgén que expresa hepcidina, induciendo dicha expresion anemia en dicho animal.

Por ejemplo, un método para explorar inhibidores de la actividad de hepcidina capaces de aumentar la absorcién
de hierro comprende los siguientes pasos:

Puede administrarse un compuesto a ensayar para su capacidad de aumentar la absorciéon de hierro mediante la
inhibicién de la actividad de hepcidina a un animal transgénico que tiene un transgén que expresa hepcidina.

Puede determinarse el efecto de dicho compuesto sobre la anemia en dicho animal.

Los medicamentos obtenidos de acuerdo con la invencién pueden administrarse de diversas maneras, dependiendo
de su naturaleza:

Por ejemplo, los polipéptidos de hepcidina segin la reivindicacion 1, asi como los inhibidores de hepcidina como
se definen en la reivindicacién 6, tales como anticuerpos anti-hepcidina, pueden administrase por si solos o mezclados
con transportadores o excipiente o excipientes adecuados. Pueden usarse por via sistémica o por via local. Una via
de administracién preferida es la via parenteral, que incluye, por ejemplo, inyecciones intramusculares, subcutaneas,
intravenosas o intraperitoneales.

La via oral también puede usarse, a condicién de que el medicamento esté en una forma adecuada para adminis-
tracién oral, capaz de proteger el principio activo de las enzimas géstricas e intestinales.

Como se ha indicado anteriormente, también puede usarse una molécula de dcido nucleico, por ejemplo, un dcido
nucleico que codifica cualquiera de los polipéptidos de hepcidina que se han mencionado anteriormente, para permitir
la expresion de dicho polipéptido en las células o de un 4cido nucleico transcrito en un ARN antisentido, para suprimir
la expresion de hepcidina en las células de un sujeto a tratar.

En este caso, dicha molécula de acido nucleico se introduce en las células diana mediante las técnicas clasicas de
transferencia de genes.

Tipicamente, dicha molécula de 4cido nucleico se pone bajo control transcripcional de un promotor apropiado.
La eleccion del promotor depende del uso deseado del medicamento y/o del érgano o tejido diana. Por tanto, puede
elegirse un promotor constitutivo o inducible y/o ubicuo o especifico de tejido.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 326 469 T3

El casete de expresién obtenido de esta manera puede transferirse directamente a las células como ADN desnudo,
0 ponerse en un vector apropiado, tal como un vector viral, por ejemplo, un vector obtenido de adenovirus.

La eleccién del método de transferencia y/o del vector depende del 6rgano o tejido diana y/o de si se desea una
expresion a corto plazo (expresion transitoria) o una expresion estable.

La transferencia de genes puede realizarse ex vivo en células extraidas del sujeto a tratar y reimplantadas posterior-
mente en dicho sujeto, o puede realizarse por administracion directa del dcido nucleico a dicho sujeto.

La invencién también proporciona animales no humanos modificados genéticamente, en los que la modificacién
genética da como resultado una anomalia en la expresion de hepcidina; como se define en las reivindicaciones 8 y
9. La invencién también incluye material biol6gico, tal como células, tejidos y érganos obtenidos de dichos animales
modificados genéticamente.

Esto comprende en particular animales knock-out, preferiblemente mamiferos knock-out y en particular ratones
knock-out que no expresan hepcidina funcional. Esta falta de expresioén de hepcidina induce una sobrecarga de hierro
en dichos animales. Los ratones knock-out conocidos, descritos por VALLET et al. (J. Biol. Chem., 272, 21944-21949,
1997), en los que el gen que codifica el factor de transcripcién USF2 estd inactivado, estdn excluidos.

Los animales knock-out de la invencidon pueden obtenerse por inactivacién total o parcial del gen o los genes
de la hepcidina, dando como resultado dicha inactivacién la ausencia de produccién de hepcidina o una pérdida de
funcionalidad de la misma.

La inactivacion del gen de hepcidina puede tener como objetivo:

- la secuencia que codifica hepcidina, dando como resultado la ausencia de produccién de dicha proteina o
una pérdida de funcionalidad de la misma y/o

- al menos una de las secuencias reguladoras que controlan la expresién de hepcidina, dando como resultado
una falta de produccién de hepcidina o una dréstica disminucién de la cantidad de hepcidina producida.

Otros animales modificados genéticamente de la invencidn que tienen una anomalia en la expresién de hepcidina
son animales transgénicos, preferiblemente mamiferos transgénicos y en particular ratones transgénicos, que tienen
un transgén que expresa hepcidina, produciendo dicha expresion anemia en dichos animales.

Se conocen bien en la técnica los métodos adecuados para la preparacion de animales transgénicos o knock-
out, descritos, por ejemplo, en: Manipulating the Mouse Embryo, 2a Ed., de HOGAN et al., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1994; Transgenic Animal Technology, editado por C. PINKERT, Academic Press Inc., 1994; Gene
Targeting: A Practical Approach, editado por A. L. JOYNER, Oxford University Press, 1995; Strategies in Transgenic
Animal Science, editado por G. M. MONASTERSKY y J. M. ROBL, ASM Press, 1995; Mouse Genetics: Concepts
and Applications, de Lee M. SILVER, Oxford University Press, 1995.

Los animales knock-out que expresan hepcidina no funcional, asi como los animales transgénicos que tienen un
transgén que expresa hepcidina, pueden usarse como modelos para estudiar los mecanismos de la homeostasis del
hierro. También pueden usarse, como se ha descrito anteriormente, para explorar compuestos que tienen el mismo
efecto que la hepcidina sobre la absorcién del hierro, o para explorar compuestos capaces de inhibir el efecto de la
hepcidina sobre la absorcién del hierro.

La invencién también proporciona métodos de diagndstico para determinar si una anomalia de la absorcién del
hierro esta asociada con una mutacién en hepcidina o con una produccién anormal de hepcidina.

Por ejemplo, la invencién proporciona:

- un método para detectar si una anomalia de la absorcién del hierro proviene de una produccién anormal de
hepcidina, en el que dicho método comprende determinar la cantidad de hepcidina en una muestra bioldgica
de un sujeto que padece dicha anomalia;

- un método para detectar si una anomalia de la absorcién del hierro esta asociada con una mutacién que
altera la produccién de hepcidina funcional, en el que dicho método comprende detectar una mutacién en
el gen de hepcidina en una muestra de dcido nucleico obtenida de un sujeto que padece dicha anomalia.

Las muestras bioldgicas adecuadas para determinar la cantidad de hepcidina incluyen, por ejemplo, muestras de
sangre, orina o liquido amnidtico o biopsias de 6rganos, en particular biopsias de higado o biopsias de placenta.

Las muestras de 4cido nucleico adecuadas para detectar una mutacion que altera la produccién de hepcidina fun-
cional incluyen ARN, ADNc o ADN gendmico.
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La cantidad de hepcidina en una muestra bioldgica puede determinarse facilmente mediante métodos bien conoci-
dos, tales como, a modo de ejemplo, cromatografia HPLC, espectroscopia de masas o mediante inmunoensayo usando
anticuerpos anti-hepcidina.

Las mutaciones en el gen de hepcidina pueden detectarse facilmente secuenciando dicho gen o una parte del mismo,
previamente aislado de la muestra de ADN a ensayar, y comparando la secuencia con la secuencia o las secuencias de
tipo silvestre correspondientes, que puede obtenerse de uno o varios sujetos que no tienen anomalias de la homeostasis
del hierro.

La presente invencion se ilustrard adicionalmente mediante la siguiente descripcién adicional, que se refiere a
ejemplos que ilustran los efectos de la falta de produccion de hepcidina en animales knock-out o de la super-produccién
de hepcidina en animales transgénicos. Debe entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan solamente
a modo de ilustracién de la invencién y no constituyen de ningiin modo una limitacién de la misma.

Ejemplo 1
Caracteristicas de ratones knock-out deficientes en expresion de hepcidina
Materiales y Métodos

Generacion y genotipado de ratones Usf2 -/-

La alteracion del gen Usf2 se ha descrito anteriormente (VALLET ez al., J. Biol. Chem., 272, 21944-21949, 1997).
El alelo mutado contiene el casete IRESSgeo sin promotor en el exén 7 del gen USF2 murino. Todos los ratones
estudiados tienen un fondo genético mixto que incluia contribuciones de las cepas C57BL/6 y 129/Sv. Los ratones se
alimentaron con pienso para ratén de laboratorio convencional (AO3, UAR, Francia) que contenia 280 mg de carbonato
férrico por kg. Se eutanasiaron ratones de 2,5 meses hasta 19 meses de edad. Se realiz6 el genotipado del ADN de cola
de rat6n usando una dnica reaccién de PCR para identificar los alelos de tipo silvestre (TS) y knock-out para USF2.
Se usé6 ADN genémico (0,5-1 ug) en una reaccién de 50 ul que inclufa 3 cebadores: el alelo de USF2 de tipo silvestre
se amplific6 usando los siguientes cebadores:

- directo (hibridacién en el intrén 6):

GCGAAGCCCTGGGTTCAATC(SECIDN® 4) e
- inverso (hibridacion en el intrén 7):
GGGGTCCACCACTTCAAGAGG (SEC ID N°; 5).

El alelo knock-out para USF2 se amplificé usando los siguientes cebadores:

- directo:
GCGAAGCCCTGGGTTCAATC (SECIDN®: 6) e

- inverso (hibridacion en el marcador de seleccion Neo de la construccion de
direccién):
GAATTCTCTAGAGCGGCCGGAC (SEC ID N°: 7).

La PCR se realiz6 del siguiente modo: 37 ciclos (consistiendo cada ciclo en 30 s a 94°C, 30 s a 56°C y 40 s a
72°C) con un paso de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 4 min y un paso de elongacién final a 72°C durante 5
min en Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, W-I al 0,05%, MgCl, 2 mM, glicerol al 5%, azul de bromofenol al
0,04%, cada ANTP 0,2 mM, cada cebador 0,2 uM, 2 unidades de Taq polimerasa (Gibco). La reaccién se analizé en
gel de agarosa al 1,5-2% que contenia bromuro de etidio. Se observé que este método de PCR para genotipado de
ratén proporciona los mismos resultados que el método de transferencia de Southern que se ha descrito anteriormente
(VALLET et al., J. Biol. Chem., 272, 21944-21949, 1997).

Generacion de una genoteca sustraida mediante Hibridacion Sustractiva Supresora (SSH)

Se preparé ARN total como se ha descrito anteriormente (CHOMCZYNSKI y SACCHI, Anal. Biochem., 162, 156-
159, 1987). Se aislé ARN poliadenilado usando oligo (dT) celulosa (Boehringer Mannheim Biochemica). La SSH se
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realizé entre 3 ARN de higado combinados de ratones deficientes en USF2 homocigéticos de 5 meses de edad ('de
control’) y ARN de higado de un ratén de tipo silvestre de 5 meses de edad (’de ensayo’) usando el kit de sustraccién de
ADNCc PCR-select™ (Clontech) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para todos los pasos. En resumen,
se mezclaron 14 ng de ADNc de ensayo ligado y 420 ng de control no ligado, se desnaturalizaron y se dejaron re-
hibridar. Después de la hibridacion sustractiva, se amplificé 1 ul de ADNc mediante dos rondas de PCR. La genoteca de
ADNc sustraida se clond en el vector pT-Adv usando el kit de clonacién de PCR AdvanTAgeTM (Clontech). Después
de la PCR secundaria (15 ciclos) con la mezcla de ADNc polimerasa Advantage (Clontech), la mezcla de ADNc
sustraido para PCR se incub6 durante 10 min adicionales a 72°C con 1 unidad de ADN polimerasa de Taq (Gibco
BRL) para maximizar la eficacia de clonacién y se purificé con el kit de purificacién de PCR QIAquick (Quiagen).
La mezcla de ligacién se introdujo en la cepa bacteriana Electromax DH10B (Gibco BRL) por electroporacién (1,8
kV) usando un Cell-Porator® (Gibco BRL). La genoteca se sembré en placas de agar de 22 x 22 cm que contenian
ampicilina (100 pg/ml) y se propagé con 40 ul de X-gal (40 mg/ml) y 40 ul de IPTG (0,1 M). Las bacterias se
cultivaron a 37°C hasta que las colonias fueron visibles y se mantuvieron a 4°C hasta que la tincién azul/blanco
pudiera distinguirse claramente.

Transferencias de Northern Inversa de elevada densidad y exploracion

Se recogi6 un total de 400 clones individuales, se resuspendieron en 30 ul de agua, se calentaron a 100°C durante
10 min, después se pusieron en hielo durante 5 min y se centrifugaron durante 5 min. Se realiz6 PCR usando 3 ul de
sobrenadante limpio con los siguientes cebadores:

- directo:
5 -CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3 (SECIDN°: 8)e

- inverso:
5-TAATACGACTCACTATAGGGCGA-3 (SEC ID N°: 9).

Los productos de PCR se transfirieron a filtros Hybond-N+ (Amersham Pharmacia). Las transferencias se hibrida-
ron durante una noche a 72°C con ADNc bicatenario marcado con **P-dCTP (RTS RadPrime DNA Labeling System,
Gibco) sintetizado con 2 ug de ARN poliadenilado de higado de ratén de tipo silvestre o Usf2 -/, como se describe
mas adelante. Las transferencias se lavaron cuatro veces en SSC 2X/SDS al 0,1% a 68°C durante 20 min y dos veces
en SSC 0,2X/SDS al 0,1% a 68°C durante 20 min.

Transcripcion inversa y RT-PCR

Se sintetiz6 ADNc bicatenario en 20 ul, con 2 ug de ARN total (0 ARN poliA para la genoteca sustraida), en
presencia de 0,25 mM de cada ANTP, 200 ng de cebadores hexanucleotidicos aleatorios, 20 unidades de RNAsin
(Promega), DTT 10 mM y 200 unidades de transcriptasa inversa M-MLV (Gibco). Después de la desnaturalizacién
del ARN a 70°C durante 10 min en un termociclador (Perkin Elmer Cetus), se realiz6 la reaccién durante 1 hora a
42°C antes de que se inactivara la transcriptasa inversa durante 6 min a 96°C. Al final de la reaccién se afiadieron 80
1 de Tris-HC1 10 mM (pH 8,0) y EDTA 0,1 mM (pH 8,0). La amplificacién por PCR se realizé con 5 ul de mezcla
de reaccion de transcriptasa inversa en 50 ul de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KC1 50 mM, MgCl, 2 mM, W-1 al 0,05%
(v/v), 0,2 mM de cada dNTP, 1 pmol de cebadores especificos directos e inversos (enumerados mds adelante), 1 pmol
de cebadores de S-actina de control directos e inversos y 2 unidades de 7aqg polimerasa (Gibco). Las condiciones de
PCR eran 25 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 20 s, hibridacién a 50°C durante 20 s y extensién con cebador
a 72°C durante 20 s. Después de la PCR, se separaron los productos amplificados (171 pb para HEPCI o HEPC2 y
250 pb para B-actina) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Las secuencias de los cebadores eran las siguientes:

* HEPCI:

- directo:
5-CCTATCTCCATCAACAGATG-3' (SEC IDN°:10) e

- inverso:
5-AACAGATACCACACTGGGAA-3 (SEC ID N°: 11);
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* HEPC2:

- directo:
5-CCTATCTCCAGCAACAGATG-3' (SEC ID N°: 12) e

- inverso:
5-AACAGATACCACAGGAGGGT-3' (SEC ID N°: 13);

* B actina:

- directo:
5-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’ (SEC ID N°: 14) e

- inverso:
S - TTTGATGTCACGCACGATT -3 (SEC ID N° 15).

Los cebadores usados para la amplificacién de DMT1 eran los siguientes:

* jsoforma de DMT1 sin IRE:

- directo:

5-TCCTGGACTGTGGACGCT-3 g6 b e 16) e

- inverso:
5-GGTGTTCAGAAGATAGAGTTCAGG-Z (SEC ID N°; 17);

* DMT1 con IRE:
- directo:
B TGTTTGATTGCATIGGGTCTG-3 (SECIDN°®: 18) e

- inverso:
5-CGCTCAGCAGGACTTTCGAG-3' (SEC ID N°: 19);

* Normalizacion con 14S:

- directo:
5-CAGGACCAAGACCCCTGGA-3 (SEC IDN°: 20) e
- inverso:

5-ATCTTCATCCCAGAGCGA-3’ (SEC ID N°: 21)
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Transferencia de Northern

Los cebadores usados para la amplificacién de las sondas usadas para detectar los ARNm especificos eran:
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* para amplificacion de ADNc (1080 pb) de hemocromatosis (HFE) de raton:

- directo:

5- ATGAGCCTATCAGCTGGGCT -3 (SEC ID N°: 22) e

-inverso:
5 -TCACTCACAGTCTGTTAAGA-3 (SEC ID: N: 23);

* para amplificacion de ADNc (285 pb) del receptor de transferrina (TfR) de ratén:

- directo:
5-GAAATCCCTGTCTGTTATAC-3 (SECIDN®: 24) e

- inverso:
5'-GGCAAAGCTGAAAGCATTTC-3 (SEC ID Ne°: 25);

* para amplificacion de ADNc (333 pb) del receptor 2 de transferrina (TFR2) de ratén:

- directo:

5-TACAGCTCGGAGCGGAACG-3' e b Ne: 26) e

- inverso:
5-TTACAATCTCAGGCACCTCC-3' (SEC ID N°: 27);

* para amplificacion de ADNc (350 pb) de ceruloplasmina de ratén:

- directo:
5-ACTTATTTCAGTTGACACGG-3 (SEC ID N°: 28) e

- inverso:

5-GCAGCACATACACATACTGT-3 (e 1p: Ne: 20

* para amplificacién de ADNc (258 pb) de hemo oxigenasa 1 (HmoxI) de ratén:

- directo:
5-ATGGAGCGTCCACAGCCCG-3 (SEC ID N°: 30) e

inverso:

5-CCTTCGGTGCAGCTCCTCAG 3 (sec 1 Ne:31).
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Cada fragmento se amplificé usando 7aq polimerasa y ADNc total hepdtico, se purific6 de gel de agarosa (kit
de purificacién de PCR QIAquick, Qiagen) y se subclondé en el vector TA (kit de clonaciéon AdvanTAge, Clontech).
El plasmido recombinante se seleccioné de acuerdo con el protocolo y se amplificé en medio LB que contenfa 100
pg/ml de ampicilina y se purificé (QIAprep Spin Miniprep, Qiagen). Cada ADNCc se purificé del vector después de la
digestion con EcoRI y migracion en gel de agarosa. La sonda usada para detectar ARNm de HEPC1 se prepard a partir
de la digestion con EcoRI del pT-Adv/HEPC] aislado mediante hibridacién sustractiva supresora. Se desnaturalizaron
veinte microgramos de ARN de cada fuente en tamp6n que contenia formaldehido y se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa al 1%, formaldehido 2,2 M. La transferencia de Northern se realizé como se ha descrito anteriormente
(VALLET et al., J. Biol. Chem., 272, 21944-21949, 1997). Se separ6 cada transferencia y se resondé con ADNc 18 S
ribosémico, para comprobar la integridad y la cantidad de los ARN cargados.

Transferencia de Southern

Las transferencias de Southern se realizaron como se ha descrito anteriormente (VALLET et al., J. Biol. Chem.,
272, 21944-21949, 1997). La sonda de HEPC] se prepar6 a partir de un fragmento de ADN gendémico de ratén de
1437 pb amplificado con los siguientes cebadores:

- directo:
5'-GAGCAGCACCACCTATCTCCA-3’(SEC IDN°: 32) e

- inverso:

5'-AACAGATACCACAGGAG -3
GeT-3 (SEC ID Ne: 33).

Después de la digestion con Pvull, se purificé un fragmento de 545 pb del gel de agarosa y se usé como sonda para
la transferencia de Southern. Esta sonda de HEPC1 mostré una identidad del 95% con la regién de HEPC2 homologa.

Andlisis hematologico de ratones

Se obtuvo sangre por flebotomia retro-orbital antes de la eutanasia de los ratones y se recogi6 en tubos hepa-
rinizados (T-MLH capiject™, Terumo® medical corporation). Los hemogramas y pardmetros de los eritrocitos se
determinaron usando un analizador automdtico MaxM coulter.

Mediciones de hierro e histologia

La cuantificacién del nivel de hierro se realizé como se ha descrito anteriormente por Torrance y Bothwell (1968)
en fragmentos u 6rganos enteros usando IL test™ (Instrumentation Laboratory). Para la histologfa, se fijaron los tejidos
en formaldehido al 4%, se incluyeron en parafina, se montaron sobre portaobjetos y se tifieron con azul de Prusia y
tincién de contraste con rojo nuclear usando procedimientos convencionales.

Resultados
Sobrecarga masiva de hierro en higado y pdncreas de ratones Usf2 -/-

Todos los ratones USF2 -/- presentan después del tercer mes de vida una densa pigmentacion marrén del higado y
una pigmentacién bronce mas o menos pronunciada del pancreas. Dado que este rasgo fenotipico es caracteristico de
la hemocromatosis, el trastorno hereditario de la absorcion del hierro, se decidié analizar el estado del hierro de los
ratones Usf2 -/-. En primer lugar, para evaluar el nivel de acumulacién de hierro, se realizé tincién con azul de Prusia
de Perls en higado y pancreas de ratones de tipo silvestre y Usf2 -/- alimentados con una dieta convencional.

Los resultados se muestran en la Figura 1 (de A a D):

Leyenda: seccién de higado de (A) ratones de tipo silvestre de 8 meses de edad (x 50), (B) miembro de la misma
camada Usf2 -/- de 8 meses de edad y (C) ratén Usf2 -/- de 19 meses de edad (x 10). La seccién del pancreas en (D) es
de un ratén Usf2 /- de 8 meses de edad (x 12,5). Las puntas de flecha en C indican hierro en el nicleo del hepatocito.
Las puntas de flecha en D sefialan los islotes de Langerhans dispersos por todo el tejido exocrino.

Mientras que los ratones de control mostraron muy poca o ninguna tincidon de hierro positiva en el higado (Fig.

1A), los ratones Usf2 -/- presentaron acumulacién de hierro en los hepatocitos (Fig. 1B-C). Este depésito de hierro se
limité principalmente a los hepatocitos periportales y después, con la edad, el nlimero de hepatocitos tefiidos aumento.
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A los 19 meses de edad, como se muestra en la Fig. 1C, la acumulacién de hierro era considerable y la tincién era
homogénea por todo el parénquima hepatico. Ademads, en algunos hepatocitos se detectd una intensa acumulacién de
hierro nuclear (Fig 1B). Para el pancreas, se obtuvieron resultados similares, es decir, ninguna tincién en el tejido de
control y una intensa acumulacién de hierro en el pancreas exocrino de ratones Usf2 -/- (Fig. 1D).

Para cuantificar mas exactamente la sobrecarga de hierro durante la vida de los animales, se midieron los niveles
de hierro en higado y pancreas de ratones de 2,5 a 19 meses de edad.

Los resultados se muestran en la Figura 1 (E y F):

Leyenda: concentracién de hierro no hemo (microgramos de hierro por gramo de tejido seco) hepatica (E) y
pancredtica (F) dependiente de la edad cuando se mide en ratones de control (ratones de tipo silvestre y heterocigéticos,
A)y Usf2 -/- (D).

Como se muestra en la Fig. 1E, el hierro se acumula en el higado de ratones entre 60 y 100 dias después del
nacimiento y alcanzé un nivel correspondiente aproximadamente a un contenido de hierro 10 veces mayor que en
ratones de tipo silvestre. En el pancreas (Fig. 1F), la acumulacién de hierro fue més progresiva, con niveles en ratones
Usf2 -/- un maximo de 20 veces superior que en ratones de tipo silvestre. La acumulacién de hierro también se midié
en rifién y corazén mostrando una acumulacién de 2 y 4 veces, respectivamente. Finalmente, se observd un nivel
de hierro 1,7 veces superior en el suero de ratones Usf2 -/- en comparacién con ratones de control (3.550 + 259 ug
de hierro/l en controles [n=15] frente a 6.274 + 514 ug de hierro/l en ratones Usf2 -/- [n=13] P<(0,0001), pero este
aumento no parecié ser dependiente de la edad. Este aumento del nivel de hierro en suero en ratones Usf2 -/- se
correlacioné con un aumento de 1,6 veces de la saturacion de transferrina (61 = 9% de saturacion en controles [n=6]
frente al 95 + 9% de saturacién en ratones Usf2 -/- [=6] P<0,0004). Finalmente, en la hembra de mas edad analizada
hasta ahora (19 meses), la sobrecarga de hierro se extendié con un nivel de hierro aumentado en todos los tejidos
ensayados incluyendo miusculo, dtero, pulmén e hipéfisis (no mostrado).

El bazo de ratones Usf2 -/- es resistente al depdsito natural de hierro
Los resultados se muestran en la Figura 2:
Leyenda de la Figura 2:

(A) Concentracion de hierro no hemo esplénico dependiente de la edad (microgramos de hierro por gramo de tejido
seco) cuando se mide en ratones de control (ratones de tipo silvestre y heterocigdticos, &) y Usf2 -/- (O). Seccién de
blazo de (B) un ratén de tipo silvestre de 8 meses de edad (x 20) representativo y (C) un miembro de la misma camada
de Usf2 -/- de 8 meses de edad (x 20) tefiido con la tincién de Perls para hierro. RP: pulpa roja; WP pulpa blanca.

A diferencia de todos los demads tejidos ensayados, se observé una acumulacién de hierro dependiente de la edad
en el bazo de ratones de tipo silvestre, como se muestra (Fig. 2A).

Se observaron granulos que dieron una reaccién positiva con tincién con azul de Prusia de Perls, principalmente
dispersos entre células de la pulpa roja (Fig. 2B). Se observé que esta acumulacién fluctuaba enormemente entre
ratones, sugiriendo que puede depender del fondo de cepa hibrida (129/Sv x C57BL/6) de cada animal. Este depdsito
de hierro natural se ha comunicado anteriormente en ratones C57BL/6 y se describi6 que se producia principalmente
en macréfagos esplénicos (VENINGA et al., Lab. Anim., 23, 16-20, 1989). De manera sorprendente, en el bazo de
ratones Usf2 -/-, los niveles de hierro permanecieron muy bajos (Fig. 2A), con una ausencia completa de tincién con
azul de Prusia de Perls.

Los pardmetros eritroides no se ven afectados en ratones Usf2 -/-

Para descartar la posibilidad de que la acumulacién de hierro aumentada en ratones Usf2 -/- pudiera ser el resultado
de anemia diseritropoyética, se midieron los pardmetros eritroides en ratones de control y Usf2 -/- a diferentes edades.
Los valores del recuento de glébulos rojos (RCB, 10%/ml), concentracioén de hemoglobina (Hb, g/dl) y volumen cor-
puscular medio (MCB, fl) eran normales: RBC, Hb y MCB de 10,3 + 0,3, 16,73 + 0,49 y 48,27 + 0,67 para ratones
de tipo silvestre (n=3); 10,0 + 0,3, 15,67 = 0,06 y 48,63 + 1,63 para ratones Usf2 -/- (n=3), respectivamente.

Por tanto, de manera interesante, las anomalias del hierro observadas en ratones Usf2 -/-, incluyendo la resistencia
del bazo a la acumulacién de hierro y los pardmetros hematolégicos normales, se parecen notablemente al fenotipo de
ratones HFE -/ (LEVY et al., Blood, 94, 9-11, 1999; ZHOU et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 2492-2497, 1998),
el modelo murino de hemocromatosis hereditaria.
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La expresion de genes HFE y TFR2 no estd modificada en el higado de ratones Usf2 -/-

Puesto que USF2 es un factor de transcripcién, se determiné si USF2 podria estar implicado en la regulacion de
genes que codifican proteinas relacionadas con el metabolismo del hierro. Debido a la similitud entre ratones HFE -/-
y el modelo Usf2 -/-, se comprobd en primer lugar la expresion del gen HFE. También se examind el gen que codifica
el receptor 2 de la transferrina, del cual se ha descrito recientemente una mutacién en HH (CAMASCHELLA et al.,
Nat. Genet., 25, 14-1, 2000).

Los resultados se muestran en la Figura 3:
Leyenda de la Figura 3:

Veinte microgramos de ARN total de higado de ratones de tipo silvestre y ratones Usf2 -/- (de 3 a 11 meses de
edad) se sometieron a electroforesis y transferencia. Las transferencias se hibridaron con una sonda marcada con 32P
(generada por PCR, como se describe en Materiales y Métodos) para HFE (A) y RTf2 (B).

Como se muestra en la transferencia de Northern de la Fig. 3A, la abundancia de ARNm de HFE en el higado
de ratones Usf2 -/- es comparable a la de ratones de tipo silvestre. El andlisis de transferencia de Northern también
demostr6 que la expresién hepatica del gen RTf2 no se modificé en ratones Usf2 -/- en comparacion con ratones de
tipo silvestre (Fig. 3B).

También se control6 el nivel de ARNm de ceruloplasmina, hemo oxigenasa 1 y receptor de transferrina en ratones
Usf2 -/-, ya que se habia descrito que la abundancia de estos ARNm se modificaba en trastornos que alteran el equilibrio
del hierro (para una revision véase ANDREWS et al., Nutr. Rev., 57, 114-123, 1999). Se observé de nuevo que el nivel
de estos ARNm era comparable en ratones Usf2 -/- y de control.

Finalmente, se analiz6 la expresion del gen DMTI (denominado también Nramp2), la principal proteina trans-
membrana de captacién de hierro que transporta activamente el hierro alimenticio reducido al interior de eritrocitos
intestinales. Se analizé la expresién duodenal de DMTI por cuantificacion relativa usando RT-PCR (7 ratones Usf2 -/-
frente a 6 de control). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de ratones (no
mostrados).

Andlisis de genotecas de ADNc de sustraccion: identificacion de hepcidina como un supuesto candidato para hemo-
cromatosis

Para identificar genes cuyo nivel de expresion estd modificado en ratones Usf2 -/-, se realiz6 una genoteca de ADNc
sustraida entre higado de ratones Usf2 -/- (de control) y de tipo silvestre (de ensayo) (DIATCHENKO, Proc. Natl. Sci.
USA, 93, 6025-6030, 1996). Entre los 400 clones analizados, varios clones estaban regulados negativamente en el
higado de ratones Usf2 -/- como se analiza por transferencia de Northern inversa (no mostrado). Uno de estos clones
contenia un ADNc de longitud completa que codifica el péptido hepcidina caracterizado recientemente (KRAUSE
et al., FEBS Lett., 480, 147-150, 2000; PARK et al., J. Biol. Chem., 276, 7806-7810, 2001; PIGEON et al., J. Biol
Chem., 276, 7811-7819, 2001).

Organizacion murina de genes Usf2 y de hepcidina en el cromosoma 7

El genoma murino contiene dos genes de hepcidina estrechamente relacionados que se con-localizan en el mis-
mo clon gendmico de ratén (clon de Genbank, nimero de acceso AC020841). PIGEON ez al. (J. Biol Chem., 276,
7811-7819, 2001) denominaron estos genes HEPCI y HEPC2. De manera interesante, el clon genémico CT7-8N15
también mostré que HEPC] se sitda en estrecha proximidad del gen Usf2 en el cromosoma 7 murino. PIGEON et al.
describieron que HEPC1 se localizaba directamente cadena abajo del gen Usf2 (PIGEON et al. J. Biol. Chem., 276,
7811-7819, 2001). Analizando otro clon genémico, RP23-22G9 (Genbank, nimero de acceso AC87143), se observo
que parte del gen Usf2 (incluyendo los exones 8, 9 y 10) también estaba duplicado y que, de hecho, HEPC] se sitia
cadena abajo del gen Usf2 truncado.

La organizacién gendmica de los genes Usf2 y de hepcidina se muestra en la Figura 4.
Leyenda de la Figura 4:

Representacion esquemadtica (no a escala) de la regién del locus que incluye los genes Usf2 y hepcidina. El alelo
dirigido se representa con la insercién del casete betageo en el exén 7 (VALLET et al. J. Biol. Chem., 272, 21944-
21949, 1997). Los datos se obtienen del clon genémico RP23-22G9 (Genbank). Hasta ahora, no se disponia de datos
con respecto a la orientacidn y la distancia entre los dos genes de hepcidina. La transferencia de Southern a la derecha
de la Figura es de ADN de cola de ratones heterocigotos y homocigotos, de tipo silvestre, digerido con BglII e
hibridado con la sonda de HEPC1. Se detectaron dos bandas del tamafio esperado, 12,4 kpb y 5,1 kpb, cualquiera que
fuese el genotipo. Usando la sonda de USF2 se mostraron las mismas bandas.
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El gen HEPC?2 se localiza cadena abajo del gen Usf2 funcional completo y el gen HEPC] se localiza cadena abajo
del gen Usf2 parcial. En la actualidad, no existe informacién disponible con respecto a la orientacion relativa 5°-3° de
los genes HEPCI y HEPC?2 ni la distancia entre los mismos.

Debido a la proximidad del gen Usf2 y del locus de hepcidina, se determind si el acontecimiento de recombinacién
en el intrén 7 del alelo de Usf2 dirigido podria haber eliminado o truncado los genes HEPC1 y HEPC2. Para comprobar
esta hipdtesis, se realizé transferencia de Southern en ADN de cola gendémico de ratones Usf2 +/- o Usf2 -/-, de tipo
silvestre, con una sonda de HEPC1 (Fig. 4). El ADN gendmico se digirié con BglIl. Basdndose en el andlisis del locus
AC087143, se predijo que esta digestion genera dos fragmentos de 5,1 y 12,4 kpb, que contienen los genes HEPCI
y HEPC2, respectivamente. Debido a la estrecha similitud (mds del 95%) entre la regién de hibridaciéon de HEPCI y
HEPC2, se esperaba que ambas bandas se mostrasen mediante la sonda de HEPCI. Esto es lo que se observd, como
se muestra en la transferencia de Southern en la Fig. 4. Se observé el mismo patrén con ADN de ratones Usf2 -/-
indicando que los genes de hepcidina estdn presentes en ratones Usf2-/y que no han experimentado una redisposicién
importante. Finalmente, las dos bandas también hibridaron con una sonda de USF2 que se extiende desde el exén 8 al
exo6n 10, demostrando que los exones 8 a 10 de USF?2 estdn efectivamente duplicados.

Los genes de hepcidina son totalmente silenciosos en el higado de ratones Usf2 -/-

Se midi6 el nivel de expresion de los genes de hepcidina mediante andlisis de transferencia de Northern. De hecho,
el ARNm de hepcidina era totalmente indetectable en el higado de ratones Usf2-/- (Fig. 5). Cabe sefialar que el higado
de ratones Usf2 +/ contenia una cantidad reducida de ARNm de hepcidina en comparacién con la de ratones de tipo
silvestre. Para evaluar adicionalmente el nivel especifico de mensajeros de HEPCI y HEPC?2, se disefiaron cebadores
especificos para los transcritos de HEPC1 y HEPC2. Mediante RT-PCR se demostré que ambos genes se transcribian
activamente en el higado de ratones de tipo silvestre (Fig. SB-C) mientras que los transcritos tanto de HEPCI como
de HEPC?2 estaban totalmente ausentes en el higado de ratones Usf2 -/- (Fig. 5SB-C).

Leyenda de la Figura 5:

(A) Veinte microgramos de ARN total de higado de animales de tipo silvestre, Usf2 +/- y Usf2 -/- (entre 3 y 11
meses de edad) se sometieron a electroforesis y transferencia. La transferencia se hibridé con una sonda de HEPC
marcada con 32P (preparada como describe en “Materiales y Métodos”) que mds probablemente reconocia los trans-
critos tanto de HEPCI como de HEPC2. (B) Se midieron los niveles especificos de HEPCI y HEPC2 mediante RT-
PCR como se describe en Materiales y Métodos. Después de la PCR, los productos amplificados (171 pb para HEPC!
0 HEPC2 y 250 pb para S-actina) se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Ninguno de los ce-
badores especificos de HEPCI ni de HEPC2 fueron capaces de reamplificar los productos PCR de HEPC2 y HEPCI,
respectivamente, demostrando la elevada especificidad de cada par de cebadores (no mostrado).

La similitud de las alteraciones en el metabolismo del hierro entre ratones knock-out para HFE y los ratones Usf2-/
deficientes en hepcidina sugiere que la hepcidina puede funcionar en la misma ruta reguladora que HFE. Se ha de-
mostrado que HFE interacciona fisicamente con el receptor de transferrina en células cripticas de la mucosa duodenal
(WAHEED et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 1579-1584, 1999). Sin quedar ligado a la teoria, puede postularse
que esta interaccion modula el estado del hierro de estas células que, a su vez, controlan la expresion de los transpor-
tadores apicales y basolaterales en células maduras en las puntas de las vellosidades. La hepcidina puede ser necesaria
para la actividad de HFE quizds mediante la interaccién directa con el complejo HFE/beta2 microglobulina/receptor
de transferrina. De manera similar, la hepcidina puede ser necesaria para la regulacién del depdsito de hierro en ma-
créfagos. La presencia de una proteina de HFE mutada o un defecto completo en la expresion de hepcidina puede ser
responsable de absorcién de hierro intestinal aumentada y de reservas de hierro reducidas en macréfagos, de acuerdo
con el modelo mostrado en la Figura 6.

En este modelo, la hepcidina evita la sobrecarga de hierro reduciendo el transporte de hierro al enterocito y pro-
gramando los macréfagos para retener el hierro. En ratones Usf2 -/-, 1a deficiencia de hepcidina seria responsable del
transporte de hierro intestinal aumentado y de reservas de hierro reducidas en macréfagos.

En ambas condiciones, el hierro plasmatico supera la capacidad de unién de transferrina y el hierro no unido a
transferrina se acumula en diversos tejidos incluyendo corazén y pancreas.

De acuerdo con la funcién propuesta de la hepcidina en la homeostasis del hierro, la produccién de hepcidina puede
depender de la captacion de hierro unido a transferrina mediada por TFR2 en hepatocitos. Esto podria explicar por qué
el defecto de TFR2 es responsable de una forma de hematocromatosis genética humana si este defecto conduce a una
disminucién en la secrecién de hepcidina que, a su vez, da como resultado una absorcién de hierro aumentada. Esta
hipétesis se podrd ensayar midiendo la hepcidina en plasma en pacientes con deficiencia de TFR2 o en ratones knock-
out para TFR2.
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Ejemplo 2
Caracteristicas de ratones transgénicos que sobre-expresan hepcidina
Meétodos

Generacion de ratones transgénicos

Se amplifico6 ADNc de longitud completa de ADNc de hepcl murino usando los cebadores

5-GGGGGATATCAGGCCTCTGCACAGCAGAACAGAAGG-3 (SEG | Ne: 34)

y
5-GGGGGATATCAGGCCTCTATGTTTTGCAACAGATACC-3 (5EG Ip Ne: 35).

Ambos cebadores contienen un sitio Stul (subrayado).

El fragmento de PCR de hepcl se introdujo entre el promotor de transtiretina (TTR) de ratén (que consiste en el
primer exoén, primer intrén y la mayor parte del segundo exdn) y el casete de sefial poli (A) T pequefio de SV40. La
construccion lleva 3 kb de secuencias de ADN de TTR de ratén 5’ al sitio cap (YAN et al., EMBO J., 9, 869-879,
1990). El transgén de TTR-hepcl de 4,7 kpb se separ6 de la secuencia plasmidica mediante digestién con HindIIl y
se us6 para microinyeccion pronuclear.

Genotipado mediante PCR y transferencia de Southern

Se realizé transferencia de Southern de acuerdo con métodos convencionales (SAMBROOK et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2a Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989). Se prepar6 ADN genémico a
partir de cola como se indica a continuacién: se corté un trozo de S mm de cola de cada ratén y se puso en 500
ul de mezcla de digestién (Tris 50 mM, pH 8/EDTA 100 mM /NaCl 100 mM/SDS al 1%). Se afiadié proteinasa K
(200 pug) y se realizé la digestién a 55°C durante una noche. Las muestras se extrajeron directamente afladiendo 500
ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (1/24/25). Después de agitacién vorticial y centrifugacidn, se precipité la
fase acuosa transparente con un volumen de isopropanol. Para la transferencia de Southern, el ADN se digiri6é con
BamHI, que cort6 dos veces el transgén. Después de la electroforesis, el ADN se transfirié a una membrana de nylon
(Hybond N+, Amersham). La sonda se corresponde al fragmento de BgIII-HindIII de 1,7 kpb del plasmido TTR que
se ha descrito anteriormente (YAN et al., EMBO J., 9, 869-878, 1990). La sonda se marcé con dCTP **P con cebado
aleatorio, usando un kit disponible en el mercado (DNA Labeling System, Gibco). El fragmento marcado de 5,3 kpb
corresponde al gen de TTR enddgeno y el fragmento marcado de 4,7 kpb se corresponde al transgén.

Para la reaccion de PCR, se utiliz6 ADN gendmico (0,5-1 ug) en reacciones de 25 ul que incluian dos cebadores:
el transgén de TTR-hepcl se amplific6 usando los cebadores:

-5-CTTTTTGCACCATGCACCTTTC-3'(SEC ID N°: 36: hibridacion en el intrdn 1 de

TTR)y
- S-AACAGATACCACACTGGGAA-3' (sEC ID N°: 37: hibridacién en el ADNG de

hepc1).

La reaccién de PCR se realiz6 del siguiente modo: 25 ciclos (cada ciclo consiste en 40 segundos a 94°C, 40
segundos a 50°C y 40 segundos a 72°C) con un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 minutos y un paso
de elongacion final a 72°C durante 5 minutos en Tris-HCl 20 mM (pH 8,4), KC1 50 mM, W-I al 0,05%, MgCl, 2 mM,
cada ANTP 0,2 mM, cada cebador 0,2 uM, 2 unidades de Taq polimerasa (Gibco). El producto especifico de 612 pb
se amplificé con un fragmento no especifico del mismo tamafio. La presencia del transgén se muestra después de la
digestion del producto de PCR con 10 unidades de Stul durante 2 horas que produce 268 pb y 344 pb. La reaccién
se analiz6 en gel de agarosa al 1,5-2% que contenia bromuro de etidio. La amplificacién del fragmento no especifico
garantiza que la ausencia del transgén no se debe a la falta o degradaciéon de ADN genémico. Se observé que este
método de PCR para genotipado de ratén daba los mismos resultados que el método de transferencia de Southern.
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Resultados
Caracteristicas de ratones transgénicos TTR-hepcl

Se produjeron un total de nueve ratones fundadores transgénicos independientes por el método clasico de microin-
yeccion de una construccion linealizada.

La construccién se representa esquematicamente en la Figura 7A.
La Figura 7B muestra una transferencia de Southern con los diferentes fundadores.

Tres fundadores de ratones transgénicos (TH27, TH 37 y TH52) eran indistinguibles de los miembros de su misma
camada de ratones tipo silvestre (Ts). Tres fundadores de ratones transgénicos nacieron con una piel palida y murieron
a las pocas horas del nacimiento (bb2, 3 y 5). Finalmente, el fenotipo de los tres ultimos fundadores de ratones
transgénicos (THS, 35 y 44) era inequivoco: tenian pérdida de pelo en todo el cuerpo y su piel estaba arrugada. Se
realizaron frotis de sangre de estos animales y se encontraron pruebas de poiquilocitosis intensa e hipocromia en los
tres ratones con la piel arrugada.

Los anteriores ejemplos destacan el papel de la hepcidina como un regulador clave en la homeostasis del hierro.
La hepcidina se propone como un nuevo gen candidato que, cuando muta, podria estar implicado en la regulacién
anormal del metabolismo del hierro y el desarrollo de HH. Finalmente, el nuevo modelo murino de enfermedad de
sobrecarga de hierro que se ha descrito anteriormente parece ser un modelo animal adecuado para ensayar nuevos
enfoques terapéuticos para la prevencién y correccion del depésito del hierro en HH asi como para la comprension de
la homeostasis del hierro.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un polipéptido que comprende una secuencia de 20 aminodcidos que tiene:
- al menos el 50% de identidad con la secuencia SEC ID N°: 1;

- restos de cisteina en las posiciones 2, 5, 6, 8, 9, 14, 17 y 18; y la misma actividad funcional que las formas
maduras de hepcidina de un vertebrado;

o de un 4cido nucleico que codifica dicho polipéptido, para preparar un medicamento para reducir la sobrecarga de
hierro.

2. El uso de la reivindicacioén 1, en el que dicho polipéptido comprende una secuencia de 20 aminodacidos que tiene
al menos el 60% de identidad con la secuencia SEC ID N°: 1 y que tiene restos de cisteina en las posiciones 2, 5, 6, 8,
9,14,17y 18.

3. El uso de la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho vertebrado es un mamifero.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho medicamento es titil para prevenir y/o tratar
hemocromatosis.

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que dicho medicamento es util para prevenir y/o tratar una enfermedad que
se produce por hemocromatosis, seleccionada entre hepatocarcinoma, cardiomiopatia o diabetes.

6. Uso de un inhibidor de la expresion de hepcidina o de la actividad de hepcidina, seleccionado entre el grupo
que comprende anticuerpos, moléculas de ADN o ARN antisentido o ribozimas, para preparar un medicamento para
aumentar la absorcién de hierro.

7. El uso de la reivindicacién 6, en el que dicho medicamento es 1til para tratar anemia o una enfermedad que se
produce por la misma.

8. Un animal no humano knock-out en el que se ha inactivado el gen o los genes de hepcidina, excluyendo ratones
knock-out en los que el gen que codifica el factor de transcripcién de USF2 también estd inactivado.

9. Un animal no humano transgénico que comprende un transgén que expresa hepcidina.

10. Uso de un animal no humano knock-out en el que se ha inactivado el gen o los genes de hepcidina, para la
exploraciéon de compuestos para reducir la absorcion de hierro.

11. Uso de un animal no humano transgénico de la reivindicacién 9 para la exploracién de compuestos capaces de
inhibir el efecto de hepcidina sobre la absorcién del hierro.

12. Un método de diagndstico para detectar si una anomalia de la absorcién del hierro se produce por una produc-
cién anormal de hepcidina, en el que dicho método comprende determinar la cantidad de hepcidina en una muestra
bioldgica de un sujeto que padece dicha anomalia.

13. Un método de diagnéstico para detectar si una anomalia de la absorcién del hierro estd asociada con una

mutacién que altera la produccién de hepcidina funcional, en el que dicho método comprende detectar una mutacién
en el gen de hepcidina en una muestra de dcido nucleico de un sujeto que padece dicha anomalia.
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Fig 7 ratones transgénicos
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> INSERM
<120>USO DE LA HEPCIDINA COMO UN REGULADOR DE LA HOMEOSTASIS DEL HIERRO
<130> MJPcb598-54
<140>

<141>

<150> 01401377,5
<151> 25-05-2001
<160> 37

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210>1

<211>20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met
1 5 10 15
Cys Cys Lys Thr
20
<210>2
<211>22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Axrg Ser Lys Cys
1 S 10 15
Gly Met Cys Cys Lys Thr
20
<210>3
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg
1 5 10 15
Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
20 25
<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Mus sp.
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<400> 4
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gcgaagccct gggticaatc 20

<210>5
<211> 21
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 5
ggggtccacc acttcaagag g

<210> 6
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 6

gcgaagccct gggticaate

<210>7
<211> 22
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 7

gaatictcta gagcggeegg ac

<210> 8
<211> 26
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 8
caggaaacag ctatgaccat gattac

<210>9
<211>23
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 9
taatacgact cactataggg cga

<210> 10
<211>23
<212> ADN
<213> Mus sp.
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<400> 10

taatacgact cactataggg cga

<210> 11
<211>23
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 11

taatacgact cactataggg cga

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 12

cctatctcca gcaacagatg

<210> 13
<211>20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 13
aacagatacc acaggagggt

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 14
agccatgtac gtagccatec

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 15
tttgatgtca cgcacgattt

<210> 16
<211> 18
<212> ADN
<213> Mus sp.
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<400> 16
tcctggactg tggacgct

<210> 17
<211>24
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 17
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18

gogtgticaga agatagagtt cagg 24

<10> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 18
tgtttgattg cattgggtct g
<210> 19
<211>20
<212> ADN
<213> Mus sp.
<400> 19
cgctcagcag gactttcgag

<210> 20
<211> 19
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 20

caggaccaag acccctgga

<210> 21
<211> 18
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 21
atcttcatcc cagagcga

<210> 22
<211>20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 22
atgagcctat cagctgggct
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<210> 23
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 23

tcactcacag tctgttaaga
<210> 24
<211>20

<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 24
gaaatccctg fctgttatac

<210> 25
<211>20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 25
ggcaaagctg aaagcatttc

<210> 26
<211> 19
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 26

tacagctcgg agcggaacg

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 27
ttacaatctc aggcacctcc
<210> 28
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.
<400> 28
acttatttca gttgacacgg
<210> 29

<211>20
<212> ADN
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<213> Mus sp.

<400> 29

gcagcacata cacatactgt

<210> 30
<211> 19
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 30
atggagcgtc cacagcececg

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 31

cctteggtge agcetectcag

<210> 32
<211> 21
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 32

gagcagcacc acctatctce a
<210> 33
<211> 20

<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 33

aacagatacc acaggagggt

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 34
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20

19

20

21

20

gggggatatc aggcctctge acagcagaac agaagg

<210> 35
<211> 37
<212> ADN
<213> Mus sp.
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<400> 35

gggggatatc aggcctctat gitttgcaac agatacc

<210> 36
<211>22
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 36
ctittigcac catgcacctt tc

<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 37

aacagatacc acactgggaa
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