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DESCRIPCION

Construccion génica que comprende el gen que codifica la proteina KAP y animal no humano modificado genéti-
camente con la misma.

La presente invencién se refiere a construcciones génicas y a animales no-humanos o sistemas celulares que las
incluyen, utiles para el estudio de la hipertension y para el estudio del dafio renal. La invencién supone una herramienta
para el andlisis de la etiologia de estos trastornos, asi como para la consecucién de compuestos aplicables en terapia.

Estado de la técnica anterior

La hipertension constituye una patologia de gran interés para la poblacion por prevalecer en un indice elevado
en los paises desarrollados. Su estudio y la identificacion de las causas resultan complejos debido a la variedad de
etiologias y a la coexistencia de otras patologias. De todo ello, se deriva la necesidad de aportar nuevas herramientas
que permitan elucidar las causas de la hipertension.

La hipertension, también denominada presion sanguinea elevada, HTN o HPN, es una condicién médica en la que
la presidn sanguinea se encuentra elevada de un modo crénico. En el lenguaje coloquial, el término hipertensién se
refiere generalmente a presion arterial. Existe la hipertension esencial o primaria, por la que no se conoce ninguna
causa médica; y la hipertension secundaria, en la que la presién sanguinea alta es el resultado de otra condicién tal
como una enfermedad renal o tumoral. Aunque se desconocen exactamente las causas de la hipertension esencial, se
cree que en ella intervienen factores como la obesidad, la sensibilidad a la sal, la homeostasis de renina, la resistencia
a la insulina, factores genéticos y la edad.

La proteina renal regulado por andrégenos (de aqui en adelante referida como “KAP”, “Kidney androgen-regulated
protein”) es una proteina que se expresa de manera constitutiva en las células epiteliales del tibulo proximal de rifién.
Tal como indica su nombre esta regulada por hormonas sexuales y tiroideas. Aunque es la proteina mas abundante en
esta zona del rifién, su funcién y estructura son todavia desconocidas y parece controlada por miltiples y complejos
factores.

La proteina KAP de ratén (Mus musculus) aparece entrada en la base de datos del NCBI con el niimero de acceso
GenBank M22810. Presenta alta homologia con las entradas GenBank AF319957 y BC008576 “kidney androgen
regulated protein” humanas (Homo sapiens).

Se conoce que el promotor de esta proteina es un excelente direccionador para expresar en las células de los
tibulos proximales de rifién cualquier gen de interés. Asi, existen en la literatura publicaciones relativas a animales
transgénicos que emplean el promotor de la proteina KAP (pKAP) para expresar en dicho tejido renal proteinas de
interés. Concretamente, algunos de estos documentos se refieren a animales transgénicos ttiles como modelos de
hipertension.

Asi, el documento Ding et al, “The Kidney Androgen-regulated Protein Promoter Confers Renal Proximal Tubule
Cell-specific and Highly Androgen-responsive Expression on the Human Angiotensinogen Gene in Transgenic Mice”,
the Journal of Biological Chemistry-1997, Vol. 272, pp. 28142-28148, muestra un ratén transgénico que contiene un
fragmento de 1542 pares de bases del promotor endégeno que controla la proteina KAP de ratén fusionado con el
gen humano de angiotensinégeno (HAGT). Con ello se consigue inducir la expresién de los componentes renina-
angiotensina en el rifién. Los autores de esta publicacién comprobaron que la expresiéon de HAGT y KAP en machos
y en hembras estimuladas con testosterona se restringia a las células del los tdbulos proximales. Se propuso entonces
este modelo animal como el adecuado para estudiar el efecto del angiotensinégeno expresado en rifién sobre la presién
arterial, y para activar el sistema renina-angiotensina (RAS) en rifién, independientemente de aquello que ocurra en la
circulacion sistémica.

Otro modelo animal aparece descrito en Guo et al., “Development of Hypertension and Kidney Hypertrophy in
Trangenic Mice Overexpressing ARAP1 Gene in the Kidney”, Hypertension, 2006, Vol. 48, pp. 453-459. Este docu-
mento demostraba que, ratones transgénicos que sobreexpresaban el cADN (ADN codificante) de la proteina asociada
al receptor de tipo I de angiotensindgeno II (ARAP1) en los tibulos proximales de rifidn, eran hipertensos. Ademds, los
ratones presentaban alteraciones renales a nivel morfolégico y funcional, tal como edemas, reabsorcién y un engrosa-
miento de las células epiteliales de los tibulos proximales. Este hecho sugeria que el ARAP1 renal desempefiaba un pa-
pel importante en el control de la presién sanguinea y de la funcién renal a través de la activacién del sistema RAS.

Estos dos modelos animales resultan ttiles para el estudio de la hipertension en la que interviene el sistema RAS.
También pueden aportar datos en lo que se refiere al dafio nefrolégico (hipertrofia, glomeruloesclerosis, etc.) causado
por el sistema RAS en rifién. Con este tipo de animales transgénicos, pueden visualizarse los efectos de la hipertensién
relacionados con una disfuncidn del sistema RAS. Sin embargo, en dichos modelos no se puede asegurar que se elimine
completamente la interferencia con el sistema RAS hepético u otros factores. En otras palabras, el sistema RAS no
es especifico del tejido renal ya que interviene también como sistema endocrino y estd presente en tejidos tales como
corazoén, cerebro y sistema vascular. Por todo esto, los modelos descritos no serian del todo efectivos en el disefio de
aproximaciones terapéuticas efectivas y especificas del dafio renal o la hipertension.
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En aras de determinar alguna de las posibles funciones de la proteina KAP, se han llevado a cabo experimentos tal
como el descrito por Cebrian et al. en “Kidney Androgen-regulated Protein Interacts with Cyclopilin B and Reduces
Cyclosporine A-mediated Toxicity in Proximal Tubule Cells”, Journal of Biological Chemistry-2001, Vol. 276, pp.
29410-29419. Este documento muestra un ensayo en el que mediante un cribaje de doble hibrido en levadura se
determina que la proteina KAP interacciona especificamente con la ciclofilina B (CyPB), que es la proteina que se
une a la ciclosporina A (CsA), un inmunosupresor. Ratones tratados con CsA presentan niveles mas bajos de KAP.
También se muestran datos en los que la sobreexpresion de KAP mediada por el promotor de tetraciclina en un modelo
de células de tibulo proximal, disminuye los efectos téxicos de la citada CsA. De todo ello, se concluye que KAP tiene
un papel importante en la nefrotoxicidad mediada por CsA. Cebrian et al. (supra) sefialan que con futuros ensayos de
sobreexpresion y knock-out de KAP podra elucidarse mejor el por qué de esta proteccion frente a la toxicidad de CsA
mediada por KAP.

Se desprende entonces del estado de la técnica que, por un lado falta experimental que permita elucidar las funcio-
nes de esta proteina KAP en ratones, la cual presenta alta homologia con algunas proteinas humanas, y por otro lado,
son necesarios modelos animales alternativos para el estudio de la hipertension y/o el dafio renal que permitan estudiar
las multiples y variadas causas de estos desdrdenes.

Explicacion de la invencion

Los inventores de la presente invencién han descubierto que la sobreexpresion del gen que codifica para la proteina
KAP conlleva a la aparicién de hipertension y/o dafio renal en modelos de ratones. Ventajosamente, con la construccién
génica proporcionada en la presente invencion puede obtenerse un modelo animal de hipertensién y/o dafio renal que
es independiente del sistema renina-angiotensina en rifién u de otros factores que conducen a este cuadro patolégico,
tal como la arteriosclerosis. Consecuentemente, en el nuevo modelo propuesto la hipertension observada es debida
Unicamente a efectos intrinsecos de esta proteina de funcién desconocida hasta ahora, y que presenta alta homologia
con entradas de GenBank de secuencias proteicas humanas.

El hecho de poder desarrollar un modelo de hipertensién y/o dafio renal como el de la presente invencion, que se
basa tinicamente en la sobreexpresién de KAP, sin que se vean afectados los niveles de otras protefnas u hormonas (tal
y como se demuestra mds abajo) tiene una gran importancia en el desarrollo de aproximaciones terapéuticas efectivas.
Usando el modelo de la invencién se pueden obtener formacos que inhiban la expresion de KAP. Puesto que KAP se
encuentra en niveles elevados tinicamente en el caso de dafio renal o hipertensidn, el farmaco disefiado serfa especifico
de estas disfunciones. El problema existente con los modelos del estado de la técnica es que se basaban en RAS.
RAS se encuentra en niveles elevados cuando existe hipertension o dafio renal, pero dado que también forma parte
del sistema endocrino o se expresa en otros tejidos el desarrollo de un farmaco especifico de RAS no solo afectaria
su expresion en rifién sino que también se verian afectados los niveles de expresion de la misma en otros sistemas y
tejidos, lo cual puede desembocar, por ejemplo, en otras patologias o disfunciones hormonales.

Como se ilustra mds abajo, la proteina KAP se encuentra aumentada sin tener que modificar los niveles de andrége-
nos (por induccién farmacoldgica o castracion de los animales), por lo que los efectos observados se deben tinicamente
a la proteina KAP y no a otros genes también modulados por andrégenos. Este tltimo hecho evita las interferencias de
una activacion generalizada de la respuesta a andrégenos que puede enmascarar los resultados. En cuanto al dafio renal
se refiere, el modelo propuesto es también especifico de la expresion de la proteina KAP, evitdndose las interferencias
de otras proteinas de funciones ya conocidas.

En vista del estado de la técnica, resulta sorprendente que sea esta sobreexpresion de KAP en riidn la que conduzca
a un cuadro fisiol6gico negativo, tal como el de la hipertension y el dafio nefrolégico, cuando el experto en la materia
esperaria un cuadro de proteccion renal, al menos en el caso de requerirse un tratamiento con inmunosupresores
(Cebrian et al., supra).

Por todo ello, en un primer aspecto la presente invencion proporciona una construccién génica que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina renal regulada por andrégenos (KAP) de ratén bajo el control
de un promotor especifico de expresion en tejido renal.

El término “construccidn génica” se refiere a la agrupacion de un gen o genes que incluye el gen que codifica para
la proteina KAP, el cual estd unido operativamente a un promotor que controla su expresion. Estar “operativamente
unido” debe entenderse como que la secuencia del gen estd dispuesta a continuacion de la secuencia del promotor
o relativamente cerca en el caso que se incluyan fragmentos de restriccién o elementos que aportan estabilidad a
la construccion. La construccién génica puede comprender también pequefios fragmentos con secuencias ttiles para
adaptarla a los sistemas de expresion deseados y que el experto en la materia conocera.

El término “promotor especifico de expresion en tejido renal” hace referencia a una secuencia especifica de ADN
a la cual se le une la enzima ARN polimerasa para comenzar la transcripcion de un gen y que permite la expresion
de un gen de interés, en una o varias de las poblaciones celulares y estructuras que constituyen los tejidos renales,
en respuesta a seflales presentes en los citados tejidos, por ejemplo por interaccién con un metabolito o compuesta
especifico.
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La “secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina” comprende tanto secuencias que incluyen porciones
de ADN codificantes y no codificantes (intrones, elementos reguladores de un gen, todas las unidades de un gen
salvaje, etc.), asi como secuencias que consisten Gnicamente en la parte codificante de un gen de interés, tal como un
ADN complementario (cADN) derivado de una libreria o de RNA mensajero.

En el contexto de la presente invencion, debe entenderse por “tejido renal” cualquiera de las distintas asociaciones
celulares estructuradas que se pueden localizar en rifién, tal como los tibulos proximales, el asa de Henle o la cdpsula
de Bowman.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a un vector de expresién que comprende la construccién
génica definida en el primer aspecto de la invencion.

Debe entenderse por “vector de expresion”, o “construccion génica de expresion”, un pldsmido que se emplea para
introducir y expresar un gen especifico en una célula de interés. Los vectores de expresién permiten la produccién
de grandes cantidades de ARN mensajero (mARN) estable. La proteina codificada por el gen es producida mediante
la maquinaria de transcripcion y traduccion de la célula, una vez el vector estd dentro de la misma. El plasmido se
disefna de forma que contiene un promotor altamente activo, el cual provoca la produccién de grandes cantidades de
mARN. Un plasmido es una molécula de ADN extra-cromosdmica, separada del ADN cromosémico de la célula y
que se replica independientemente de éste. Generalmente los plasmidos son circulares y poseen dos hebras del dcido
nucleico. Los pldsmidos se encuentran de manera natural en muchas especies bacterianas, aunque también existen
organismos eucariotas que los comprenden, como por ejemplo algtin tipo de levadura (Saccharomyces cerevisiae).

En un tercer aspecto, la presente invencidn se refiere a un sistema celular que comprende la construccién génica
seglin se define en el primer aspecto de la invencion o el vector de expresion segin se define en el segundo aspecto de
la invencion.

En el contexto de la presente invencién debe entenderse por “sistema celular”, cualquier célula o conjunto de célu-
las convenientemente interrelacionadas para desarrollar una misma funcidén. La célula es 1a minima unidad estructural
y funcional de un ser vivo. Dentro de los sistemas celulares debe incluirse los tejidos, los cultivos celulares y los
cultivos celulares inmortales o lineas celulares. Ejemplos de sistemas celulares ttiles para la presente invencién son
aquellas lineas o cultivos de células del tibulo proximal rifién. Otros sistemas celulares pueden ser 6vulos que se
empleardn seguidamente para la obtencién de animales transgénicos.

En un cuarto aspecto, la presente invencidn se refiere un animal no humano modificado genéticamente que com-
prende la construccion génica definida mds arriba; y que exhibe un fenotipo de hipertension y/o dafio renal.

Por “dafio renal” debe entenderse cualquier condicién patoldgica de tejido renal incluyéndose pero sin limitarse
a glomeruloesclerosis, nefritis, glomerulonefritis, nefritis intestinal, uropatia, errores en el transporte tubular renal,
nefropatia de reflujo, necrosis papilar renal, fallo renal agudo o crénico, estenosis arterial renal, etc.

En un quinto aspecto, la presente invencién se refiere a un método experimental no médico para la induccién de
hipertensién y/o dafio renal en un organismo o sistema celular experimentales, en donde se sobreexpresa la proteina
KAP bajo un promotor especifico de tejido renal.

Los “métodos experimentales no médicos” se refieren a procedimientos y tests realizados con sistemas celulares o

animales de laboratorio, con fines experimentales, no terapéuticos, que permiten evaluar parametros de productos de
interés.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona un método de cribaje de compuestos candidatos a reducir
la hipertensién y/o dafio renal que comprende:

a) poner en contacto el compuesto candidato con un sistema celular o con un animal no humano modificado
genéticamente segtin se ha descrito anteriormente; y

b) determinar pardmetros fisioldgicos indicativos de tension y/o dafio renal; de modo que si el sistema celular o
animal muestra una reduccion de la tensién y/o del dafio renal, el compuesto candidato es un compuesto util
para reducir la hipertensién y/o dafio renal.

Finalmente, es también un aspecto de la invenciéon un método de cribaje de compuestos candidatos a tratar la
hipertensién y/o dafio renal inducido por la sobreexpresion de la proteina KAP de ratén que comprende:

a) poner en contacto el compuesto candidato con un sistema celular o con un animal no humano modificado
genéticamente seguin se ha descrito anteriormente; y

b) determinar los niveles de expresion de la proteina KAP;

de modo que si se determina una reduccién de la expresion de la proteina KAP, esto es indicativo de que el
compuesto es 1til para tratar la hipertension y/o dafio renal.
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Estos y otros objetos de la presente invencién seran descritos con mayor detalle en la descripcién detallada a conti-
nuacion sin suponer una limitacién de la invencién. Siempre que no se indique lo contrario, todos los términos técnicos
y cientificos utilizados tienen el significado utilizado usualmente por un experto en la materia a la que pertenece la
invencion. A lo largo de la descripcion y reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variaciones no excluyen otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Otros objetos, ventajas y caracteristicas adicionales de la in-
vencidn resultardn aparentes a aquellos expertos en la materia una vez analizada la descripcidn, o pueden derivarse de
la prictica de la invencién.

Ademds, la presente invencidn engloba todas las posibles combinaciones de grupos preferidos y particulares ante-
riormente descritos.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion se presentan las figuras que se acompaiian en la presente invencién a fin de ilustrar mejor los
objetos de la misma sin por ello resultar limitativas.

La Fig. 1 corresponde a un mapa esquemadtico de la construccién denominada pKAP2-KAP, que equivale a la
construccién génica con el cADN del gen de la proteina KAP controlado bajo su propio promotor y otras secuencias
del gen del angiotensinégeno humano que permiten la correcta expresion del gen de interés, KAP en este caso, en las
células del tibulo proximal en presencia de andrégenos. EcoRV-Spel: sitio restriccion endonucleasa I de Escheri-
chia Coli, BamHI: sitio restriccién reconocido por endonucleasa de Bacillus amyloliquefaciens. Notl: sitio restriccién
reconocido por endonucleasa de Nocardia otitidiscaviarum. Ndel: sitio restriccion reconocido por endonucleasa de
Neisseria denitrificans.

Fig. 2. Caracterizacion fenotipica de los ratones transgénicos KAP. La Fig. 2(A) es una imagen del gel de agarosa
para visualizar el andlisis de expresién por RT-PCR no-cuantitativa del ARN total extraido de distintos tejidos de
ratones transgénicos. Como control de la cantidad de RNA y para evaluar la integridad se emplea la determinacién de
RNA procedente de ciclofilina A (Cyp A) amplificada. La Fig. 2 (B) es una imagen de secciones de rifién embebidas
en parafina, de ratén transgénico (KAP Tg) o control, reveladas con un anticuerpo monoclonal anti-KAP1 (20 pg/ml).
C: control, M: marcadores peso molecular, K: rifién, B: cerebro, E: epididimo, T: testiculo, Li: higado, Lu: pulmén,
Mu: muasculo, H: corazén.

La Fig. 3 muestra distintas imdgenes que permiten evaluar histolégica y patolégicamente los ratones transgénicos
KAP. En la Fig. 3.(A) se muestran secciones de rifiones congelados de ratones transgénicos (KAP Tg) y ratones control
tefiidos con los reactivos Masson’s Trichromic (Tr), eosina-Ematoxilina (H-E) y Periodic Acid Shiff (PAS). La Fig.
3(B) muestra una imagen por microscopia electrénica de barrido de la corrosién vascular. Para cada experimento se
emplearon al menos 6 animales diferentes de cada grupo.

La Fig. 4 muestra diversos graficos de barras en los que se evaldan distintos pardmetros para el anélisis hemodi-
namico de los ratones transgénicos KAP (KAP Tg). En Fig. 4(A) y (B) se comparan los valores de presién arterial
sistolica (SAP) y diastolica (DAP) de ratones transgénicos y control de 6-8 meses de edad. Los resultados correspon-
den a la media de 6 animales por grupo. En la Fig. 4(C) se muestran las medidas radiotelemétricas de SAP, DAP y
media de la presion arterial (MAP) de ratones transgénicos y control. Los resultados corresponden a la media de 6
animales por grupo. BP significa Presion arterial en milimetros de mercurio (mmHg).

Fig. 5. Excrecién urinaria (UE) de 4cido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) y efectos del compuesto inhibidor
N-hidroxi-N’-(4-n-butil-2-metilfenil) formamidina (het0016) en la determinacion de la presion arterial. En la Fig. 5
(A) se muestra la Excrecién urinaria (UE) de 20-HETE en ratones transgénicos (KAP tg) o control en condiciones
basales (Basal) o con previa administracion del inhibidor de sintesis het0016. En la Fig. 5(B) se muestra el efecto de
la administracion de het0016 sobre la presion sistdlica y diastélica de ratones transgénicos o control, respecto de los
valores basales de estos parametros. En todos los graficos los resultados corresponden a la media de de 6 animales por
grupo. En todos los casos, (*): Diferencias significativas entre controles y transgénicos. (#): Diferencias significativas
entre animales vehiculo (basales) o tratados con het0016.

Fig. 6. Diagramas de barras que muestran el estrés oxidativo en animales transgénicos y control, mediante la deter-
minacién de la excrecidn urinaria (UE) de los compuestos 8-iso-prostaglandina F2 alfa (PGF2«), 8-hidroxiguanosina
(8-OHdQG) y 4cido tiobarbitdrico (TABA). (*): Diferencias significativas entre controles y transgénicos.

Fig. 7. Diagramas de barras que muestran la actividad de enzimas antioxidantes en animales transgénicos y con-
trol. En Fig. 7(A) se muestra la actividad de la enzima superdxido dismutasa total (SOD T), superéxido dismutasa
mitocondrial (SOD CuZn) y superdxido dismutasa citoplasmética (SOD-Mn) en Unidades enziméticas por miligramo
de protefna (U/mg prot). La Fig. 7(B) muestra los datos de actividad de la enzima catalas (CAT) en katales por gramo
de proteina (K/g prot); y la Fig. 7(C) la actividad de las enzimas glutatién peroxidasa total (T-GSHPx) y glutatién
peroxidasa dependiente de selenio (Se-GSH-Px) en Unidades enzimdticas por miligramo de proteina (U/mg prot). Las
muestras se analizaron por duplicado y se detallan los datos de ocho ratones por grupo. (*): Diferencias significativas
entre controles y transgénicos (P<0.05 - Mann-Whitney U-test).
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Exposicion detallada de la invencion

Segtn se ha Indicado anteriormente, la invencién tiene por objeto una construccién génica que comprende el gen
de la proteina renal regulada por andrégenos (KAP) de ratén bajo el control de un promotor especifico de expresién
en tejido renal. Esta construccién puede ser introducida en sistemas celulares o animales no humanos con la finalidad
de obtener un modelo apto para el estudio de la hipertension y/o el dafio renal derivado de la sobreexpresion de esta
proteina de raton.

En una realizacién preferida, la construccién génica comprende como promotor el propio promotor de la proteina
KAP de ratén (pKAP). Preferiblemente, dicho promotor tiene la secuencia SEC ID NO 2.

La construccién génica de la invencion, preferiblemente, comprende la SEC ID NO. 1. Esta secuencia incluye el
cADN codificante de la proteina KAP de ratén y 1542 pares de bases del promotor del gen de la proteina KAP, asi
como secuencias del gen del angiotensindgeno humano que no codifican para la proteina en cuestiéon (KAP) y que
actdan como secuencias “‘enhancer” o incrementadoras de la expresion.

La construccién génica de acuerdo con la invencion puede ser introducida en animales no humanos, que quedan
modificados genéticamente. Para ello, se puede emplear: (a) la propia construccién desnuda, la cual puede ser mi-
croinyectada en células de un cultivo o de un animal no humano; (b) la construccién génica previamente insertada
en un vector de expresion, que también se microinyecta en células de un cultivo o de un animal no humano; y (c)
tanto la construccién desnuda como el vector (que incluye también la construccién) se pueden microinyectar, gradual
o simultdneamente, a las células de un cultivo o de un animal no humano.

Para la obtencion del modelo animal de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién se puede seguir el siguiente
protocolo: (a) disefiar una construccién génica segun el primer aspecto de la invencién; (b) microinyectar la construc-
cién génica en un prontdcleo masculino de un 6vulo fertilizado de ratén; (c) cultivar el 6vulo obtenido; (d) trasplantarlo
a un oviducto de un ratén hembra pseudoprefiada; y (e) seleccionar de entre la progenie aquellos animales que contie-
nen el cADN de KAP.

En una realizacién preferida, el animal no humano empleado es un ratén (Mus musculus) y la construccién génica
desnuda se microinyecta en el prontcleo masculino de un évulo fertilizado de ratén. El 6vulo obtenido se cultiva y
finalmente trasplanta en el oviducto de un ratén hembra pseudoprefiada. Finalmente, se selecciona a la progenie de esta
hembra que contiene la citada construccién en su genoma. Segtn se detalla en los ejemplos adjuntos, esta progenie
presenta un cuadro fisioldgico de hipertension y de dafio renal.

También de acuerdo con los ejemplos adjuntos, la invencién proporciona un método experimental no médico
de inducir hipertensién y/o dafio renal en ratones que sobreexpresan la proteina KAP bajo el control de su propio
promotor (pKAP). Este método es también aplicable a sistemas celulares, por ejemplo células de alguna estructura
del rifién, las cuales pueden ser modificadas genéticamente in vitro para que sobreexpresen la proteina KAP, atin bajo
el control de otro promotor especifico para las mismas, y cuyo fenotipo sea equivalente a dafio nefrolégico. Otros
promotores especificos de tejido renal incluirian el promotor del gen de la cadherina especifica de rifién, el promotor
del cotransportador de glucosa/ Na+ de alta capacidad (Sglt2), etc. Como bien entenderd un experto en la materia,
algunos cambios fenotipicos observados en un cultivo de tejido renal son a la vez indicativos de problemas en la
presion sanguinea por el hecho que el rifién es uno de los érganos mas implicados en el control de la citada presion.

Con un sistema celular u organismo animal no humano modificado genéticamente con la construccién génica de
la invencién, puede llevarse a cabo un método de cribaje de compuestos candidatos a reducir la hipertension y/o dafio
renal. El citado método se basa en el hecho de testar o administrar el compuesto candidato en el sistema celular o el
animal transgénico; y en determinar aquellos pardmetros fisioldgicos indicativos de tension y/o dafio renal. Ejemplos
de dichos pardmetros incluyen la medicién de la presion sanguinea, determinacién de niveles de marcadores de estrés
oxidativo, determinacién de la actividad de enzimas antioxidantes, determinacion de los niveles de creatinina, glucosa,
proteina y/o sales en orina, visualizacion de biopsias de tejido renal, o mezclas de los mismos. Si el sistema celular u
organismo animal no humano muestra una reduccién de la tensién y/o del dafio renal, el compuesto candidato es un
compuesto apto para tal o tales usos.

Un ejemplo de que los sistemas celulares y animales de la invencién pueden emplearse en un método de cribaje
es el que se describe en el Ejemplo 4 (ver a continuacién), donde la administracién del compuesto het0016 provoca la
disminucién de la sintesis del vasoconstrictor 20-HETE y la presion sistdlica y diastélica de los ratones.

Alternativamente, el método de cribaje puede llevarse a cabo para localizar compuestos candidatos a tratar la
hipertensién y/o dafio renal inducido por la sobreexpresion de la proteina KAP de ratén, determindndose precisamente
los niveles de expresiéon de KAP, una vez administrado el compuesto a un animal no humano o sistema celular. Si se
detecta una reduccion de la expresion de la proteina KAP, esto es indicativo de que el compuesto es ttil para tratar
la hipertensién y/o dafio renal. El experto en la materia conocerd las técnicas experimentales para llevar a cabo la
determinacién de los niveles de expresion de la citada proteina. Ejemplos de ellos incluyen técnicas de cuantificacién
de mRNA (RT-PCR), técnicas de cuantificacion de proteinas, tal como electroforesis de proteinas, inmunoensayos
(ELISA, RIA), etc.
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Aunque en los ejemplos adjuntos se detallan los resultados obtenidos con una construccién que se correspondia
con la SEC ID NO 1, un experto en la materia entenderd que forma parte también de la invencién el empleo de
construcciones andlogas, las cuales, sin dejar de comprender aquellos componentes esenciales para la produccién de
KAP sobreexpresada, permitan evaluar y seguir mejor los resultados. Asi, se contempla la posibilidad que el gen que
codifica para la proteina KAP y que estd insertado en la construccién, de lugar a una proteina KAP modificada con
epitopos u otro tipo de marcadores que permitan seguir con mayor facilidad la sobreexpresion de la misma.

Ejemplo 1
Generacion raton transgénico

Partiendo de RNA de rifién de ratones macho C57BL/6 y mediante RT-PCR (INVITROGEN life technologies
SuperScript One-Step RTPCR System) se obtuvo el cADN completo de la proteina KAP con extremos Notl modifica-
dos y se clonoé en el vector pCR2.1-TOPO (INVITROGEN life technologies). El cADN de KAP modificado se cloné
seguidamente en los lugares Notl de un vector conocido como vector pKAP2. El vector pKAP2 dirige la expresion
génica heter6loga a las células del tiibulo proximal renal de modo especifico y dependiente de andrégenos.

Este vector pKAP2 se genera segin se describe por Lavoie et al. en “Increased blood pressure in transgenic
mice expressing both human renin and angiotensinogen in the renal proximal tubule”, American Journal of Physio-
logy/Renal Physiology-2004, Vol. 286, pp. 965-971. Béasicamente, este vector pKAP2 deriva de una construccién que
contiene el promotor del gen de la proteina KAP operativamente unido al gen del angiotensindégeno humano (pKAP-
hAGT). Esta construccién se modifica para introducir un sitio de restriccién Notl aguas abajo del promotor KAP
(pKAP) a la vez que se elimina el exén II que codifica por el hAGT. Para ello, se amplifica el gen de hAGT y en €l se
introduce un sitio de restriccién Notl a 42 pares de bases del final del citado ex6n II. El producto de PCR se inserta
en el vector pCR2.1 (INVITROGEN life Technologies), digerido con Spel y Notl, y subclonado en el vector pGEMS.
Seguidamente se amplifica el promotor KAP y se afiade un sitio de restriccién Notl. Este nuevo producto de PCR se
inserta en el vector pCR2.1 (INVITROGEN life Technologies), digerido con Ndel y Notl, y se subclona en el vector
PGEMS que contiene el gen del hAGT modificado.

El transgén final o construccién génica de 12,000 kb, pKAP2-KAP (SEC ID NO 1) detallado en la Fig. 1, fue
liberado por digestién con Ndel y Spel, separado mediante electroforesis en gel de agarosa y recuperado del gel por
extraccion. Todos los lugares de unién al vector se verificaron por secuenciacion.

La construccion génica pKAP2-KAP (SEC ID NO 1) aislada se microinyect6 en embriones fertilizados de ratén en
estado de una célula, obtenidos a partir de hembras superovuladas C57BL/6J x SJL/J (B6SJL F2) utilizando protocolos
estandar. La presencia del transgén se identificé por Southern Blot de ADN gendmico procedente de cola y digerido
con EcoRlI, utilizando como sonda la misma construcciéon pKAP2-KAP marcada con **P. Tras verificar que, tanto
el Southern Blot como el andlisis por PCR de ADN gendmico procedente de cola, generaban resultados idénticos,
la identificacién de la descendencia transgénica se llevd a cabo mediante PCR. Como controles de los estudios aqui
descritos se utilizaron hermanos de la carnada no transgénicos, iguales en edad y sexo.

Todos los animales recibieron dieta estdndar y agua ad libitum. Todos los protocolos experimentales realizados en
animales se llevaron a cabo de acuerdo con estandares institucionales, que abarcan los requerimientos establecidos por
el Gobierno Espaiiol y la Comunidad Europea (Real Decreto 1201/2005: B.O.E. n°® 252.21/10/2005).

Andlisis de la expresién de RNA mediante reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcién reversa (RT-PCR):

Se extrajo RNA total de diferentes tejidos de los ratones, siguiendo el método del tiocianato de guanidinio/fenol-
cloroformo, seguido por extraccién de mRNA (Amersham-Pharmacia Biotech, Europe GmbH). Las reacciones de
RT-PCR no cuantitativa se llevaron a cabo bajo condiciones lineales con respecto a la cantidad de RNA y al niimero
de ciclos de amplificacion. Las reacciones de PCR resultaron ser lineales para 18-24 ciclos. Para la deteccion de los
transcriptos de KAP (RNA mensajero de KAP) se utilizaron los siguientes cebadores: cebador directo 5’-TTGCCT
TAACCCTACTAAAGC-3’ (SEC ID NO 3) y cebador reverso 5’-GGAAGTAGGGGAGACTGG-3’ (SEC ID NO 4).
Como control de la cantidad e integridad del RNA se amplificé la Ciclofilina A. Los productos de amplificacién se
separaron en un gel de agarosa al 2%. En la Fig. 2(A), puede apreciarse una imagen del gel obtenido para los extractos
titulares de los ratones transgénicos. Como control se detecté la banda correspondiente a la proteina ciclofilina A
(CypA). Puede apreciarse en esta Fig. 2(A) que Unicamente aparece una banda correspondiente a la expresion de la
proteina KAP en el carril de tejido de rifién (K). Este hecho demuestra que la construccién génica pKAP2-KAP (SEC
ID NO 1) es especifica de este 6rgano.

Los experimentos cuantitativos de RT-PCR a tiempo real se realizaron utilizando el sistema de PCR con sondas
Tagman fluorogénicas. La reaccién de RT se llevé a cabo utilizando el kit Gene Amp Gold RNA PCR reagent kit
(Applied Biosystems), utilizando como molde 1 mg del extracto de RNA y el primer reverse en una mezcla total de
reaccién de 20 mL. El cADN asi obtenido se utilizé como molde para la PCR cuantitativa. La PCR cuantitativa se
realizé utilizando sondas Tagman gen-especificas Cyp4A14, Cyp2D9, Cyp4A10 y Cyp4A12. La sefial fluorescente se
monitorizé mediante el sistema de deteccidon de secuencias GeneAmp 5700 (Applied Biosystems). Se utiliz6 la Master
Mix Tagman Universal (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de ciclos: un paso inicial de 50°C durante

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 289 Al

2 minutos, 95°C durante 10 minutos y ciclos dobles de 95°C 15 segundos y 60°C 1 minuto, durante 40 ciclos. Todos
los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los andlisis post-PCR se llevaron a cabo utilizando el software
GeneAmp 5700 SDS.

La distribucion de tejido transgénico, segin se desprende de los datos de RT-PCR de la Fig. 2(A), mostré expresion
de la proteina KAP tinicamente en tejido renal, en donde los niveles de la proteina KAP eran el doble en comparacién
con aquellos detectados para los animales control (datos control no mostrados).

El andlisis inmunohistoquimico utilizando anticuerpos especificos de la proteina KAP, segtin se desprende de la
Fig. 2(B), indica que la expresion de esta proteina se restringe ademads a los tibulos proximales, tal como se esperaba
de la construccion pKAP2-KAP (SEC ID NO 1). Para este ensayo, se siguieron los protocolos de inmunohistoquimica
y microscopia confocal siguientes:

Secciones de rifién de 3 mm de espesor embebidas en parafina y fijadas en formalina se desparafinaron, rehidrataron
y se sometieron a un tratamiento para exponer el antigeno. Para ello, las secciones se calentaron en una solucién citrato
(pH 6.0; Dako A/S Copenhagen, Denmark) en un horno microondas de 800 W durante aproximadamente 5 minutos
y un nivel de potencia mixima. El nivel de potencia del microondas se redujo posteriormente al 10% y los cortes se
sometieron a calor continuo en este nivel durante 15 minutos adicionales. La actividad peroxidasa endégena se inactivo
en las secciones mediante 3% H,O, durante 10 minutos. Las secciones se bloquearon con suero normal de caballo al
10% en PBS 1x (pH 7.4) durante 60 minutos y fueron incubadas con una anticuerpo monoclonal de ratén primario anti-
KAP (20 mg/ml) diluido en PBS, toda la noche a 4°C, segtin se describe en Cebridn et al, “Kidney Androgen-regulated
Protein Interacts with Cyclopilin B and Reduces Cyclosporine A-mediated Toxicity in Proximal Tubule Cells”, Journal
of Biological Chemistry-2001, Vol. 276, pp. 29410-29419. Para detectar la reaccién antigeno-anticuerpo se utilizé el
método del polimero marcado con peroxidasa y conjugado con una IgG de cabra anti-ratén (Dako EnVision System;
Dako A/S Copenhagen, Denmark) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Los productos de la inmunoreaccién
se visualizaron utilizando el sustrato 3,3’-diaminobencidina. Las secciones se contratifieron con hematoxilina Dako
REALTM (Dako A/S Copenhague, Dinamarca).

Las secciones de rifién se incubaron con anticuerpo de conejo anti-ratén para el coldgeno IV (Chemicon Internacio-
nal, Temecula California, USA) a una dilucién de 1:100. Como anticuerpo secundario para el andlisis de microscopia
confocal de barrido l4ser (TCS SP2; Leica Microsystems Gmb, Heidelberg, Germany) se utilizé IgG biotinilada anti-
conejo, el conjugado Streptavidina Alexa Fluor 488 como fluorocromo (Molecular Probes) y yoduro de propidio para
la contratincion nuclear (Sigma-Aldrich).

Ejemplo 2
Determinacion histolégica y patoldgica de los ratones

Con la finalidad de caracterizar de manera mas amplia los ratones transgénicos obtenidos con la construccién
génica de la invencion, se llevé a cabo un estudio histoldgico y patolégico de los mismos.

Para la determinacion histolégica se extrajeron los rifiénes de los ratones y se fijaron en formalina al 10%. Para el

examen histolégico, 4 mm de secciones congeladas de rifién se tifieron con eosina-Ematoxilina (H-E), Acido de Shiff
periédico (Periodic Acid Shiff (PAS)) y el compuesto Tricrémico de Masson (Masson’s Trichromic (Tr)), siguiéndose
los protocolos estandar para histoquimica.

Los drboles vasculares renales se obtuvieron utilizando Mercox (Japan Vilene Co.; proporcionado por Ladd Re-
search Industries, Williston, Vt, USA). La aorta abdominal se disecciond y canulé. Tras la polimerizacién, las muestras
se colocaron en agua jabonosa y posteriormente se dejaron macerar en una solucién de hidréxido de potasio (KOH) al
10%. Una vez disecados, los drboles fueron recubiertos con particulas de oro y observados por microscopia electrénica
de barrido en un Hitachi S-570 a un voltage de aceleracion entre 10-15 kV.

El andlisis histopatoldgico utilizando las tinciones de hematoxilina/eosina, PAS y tricrémico de Masson, no mostré
lesiones tubulares significativas pero revel6 diferentes alteraciones glomerulares que incluian dilatacién de la arteriola
aferente y glomeruloesclerosis focal en los animales transgénicos (KAP Tg) respecto de los controles (Fig. 3(A)). La
glomeruloesclerosis es un endurecimiento de ciertas partes del glomérulo de rifién, en el cudl se acumula un exceso de
fibras de tejido conectivo que lo dejan total o parcialmente no operativo. Esto dltimo fue posteriormente corroborado
por aumento de coldgeno tipo IV en la membrana basal y aumento de los niveles de coldgeno tipo I y fibronectina
en los extractos de riiién completo (datos no mostrados). Las diferencias en marcadores de fibrosis por ensayos de
transferencia western (western blot) en extractos de rifién entero fueron menos pronunciadas que las observadas por
microscopia confocal en glomérulos seleccionados, probablemente debido a la contribucién de tejido no afectado
en los extractos de rifién entero. La microscopia electronica de barrido en los drboles vasculares renales, que puede
visualizarse en la Fig. 3(B) revel6 un colapso capilar severo en los glomérulos afectados de los animales transgénicos.

Puede entonces concluirse de los datos experimentales arriba descritos que se observé glomeruloesclerosis en los
tejidos de los animales transgénicos y no en los de los animales no transgénicos (control).
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Ejemplo 3
Medida de presion sanguinea

Otro pardmetro que se evalud en los animales del Ejemplo 1 fue la presion sanguinea. Para ello, se determind la
presion arterial por telemetria en animales sin anestesia o en restriccion de movimiento para evitar los efectos interfe-
rentes de estos dos pardmetros en la presion arterial. La medida de la presion sanguinea por sistema de radiotelemetria
se llevé a cabo con un catéter implantado en la arteria carétida de cada ratén. El catéter estaba unido a un transductor
de presion, un transmisor y una bateria, todo ello encapsulado en un monitor electrénico microminiaturizado e im-
plantable (PA-C20, Data Sciences International, St. Paul, MN). Cada uno de los animales se dispusieron en una jaula
de polipropileno y se sometieron a un ciclo de luz y oscuridad con intervalos de 12 horas, a la vez que se alimentaban
ad libitum. Al menos tres dias después, las jaulas se colocaron sobre un receptor de radio en un ambiente silencioso y
se tomaron varias veces la medida de la presion arterial diastdlica y sistdlica, asi como el latido del corazén (pulso).

En la Fig. 4 se muestran unos diagramas de barras con los resultados de los distintos pardmetros para el andlisis
hemodindmico de los ratones transgénicos KAP (KAP Tg). En la Fig. 4(A) y (B) se comparan los valores de presién
arterial sist6lica (SAP) y diastélica (DAP) de ratones transgénicos y control de 6-8 meses de edad. Los resultados
corresponden a la media de 6 animales por grupo. En la Fig. 4(C) se muestran las medidas radiotelemétricas de SAP,
DAP y media de la presion arterial (MAP) de ratones transgénicos y control. Los resultados corresponden a la media
de 6 animales por grupo. BP significa presién sanguinea en milimetros de mercurio (mm Hg).

Las medidas de presion arterial sist6lica y diastdlica en los animales transgénicos, segin se desprende de esta Fig.
4, revelaron que estos animales eran hipertensos. En estos animales modificados genéticamente el incremento de la
presion arterial se produjo a los 4-6 meses, estabilizindose a los 7-10 meses de edad. Los animales transgénicos pa-
saban a ser hipertensos de manera dependiente del tiempo y estos datos indican que la proteina KAP estaba implicada
en los mecanismos de control de la presion sanguinea.

Ejemplo 4
Andlisis de la funcion renal

Para evaluar aquellos pardmetros indicativos de la funcionalidad de los tejidos renales en los animales del Ejemplo
1, se evaluaron por un lado los niveles de creatinina en orina y plasma. También se determinaron las concentraciones
de electrolito urinario, proteina y glucosa.

Para ello, se obtuvo orina a partir de ratones mantenidos en jaulas metabdlicas durante 24 h. La orina se recolect6
en cilindros graduados conteniendo 100 ml de azida sédica al 0.1% (para minimizar el crecimiento bacteriano) y 1
ml de aceite mineral (para evitar la evaporacion). Las muestras de sangre (150 ml) se obtuvieron de la vena caudal de
los animales sometidos a estudio con el fin de medir la concentracion de creatinina en el plasma. Las concentraciones
de urea y creatinina plasmatica se determinaron mediante el método de la reaccion de Jaffé modificado. Las concen-
traciones de electrolitos urinarios, proteina y glucosa se midieron utilizando un autoanalizador Hitachi y siguiendo
protocolos estdndar.

Segtin se desprende de la tabla adjunta, se observé glucosuria y proteinuria en los animales transgénicos, mien-

tras que las concentraciones de potasio o creatinina en urea o plasma y el aclaramiento de creatinina, no se veian
modificados en gran medida respecto de los controles.

TABLA 1

Andlisis de la funcion renal en animales transgénicos respecto animales control

Control (n=5) KAT Tg (n=7)
Aclaramiento de creatinina 0,63+0,17 0,56+0,12
(ml/24h)
Glucosa en orina (mg/24h) 0,072 £ 0,012 0,114 + 0,017
Preoteina en orina (mg/24h) | 9,36 + 1,66 14,01 £ 2,35
Creatinina en suero (mg/dl) 0,411 0,01 0,43 £ 0,01
Potasio en sangre (mvalfl) 9,49 + 1,06 10,31+ 0,35
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Con la finalidad de caracterizar mejor el funcionamiento renal de los ratones transgénicos, se evaluaron también
las concentraciones de varios marcadores de estrés oxidativo renal, asi como la actividad de diferentes enzimas antio-
xidantes.

En la Fig. 5 se muestran los resultados de la excrecién urinaria (UE) de 4cido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-
HETE), un metabolito vasoconstrictor, y los efectos de su compuesto inhibidor N-hidroxi-N’-(4-n-butil-2-metilfenil)
formamidina (het0016) en la presion arterial de los ratones.

El compuesto 20-HETE es un metabolito vasoconstrictor que actda a través de la hidroxilacién del 4cido araqui-
dénico. Se conoce que, al menos parcialmente, el compuesto 20-HETE estimula la producciéon de especies oxidativas
reactivas a través de la activacién de la enzima NADPH oxidasa. Segin se desprende de la Fig. 5(A), en los anima-
les transgénicos se observaron unos niveles de excrecion basales (Basal) de 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE)
significativamente mayores que en los animales control. Ademads, cuando se trataban dichos animales transgénicos
con el inhibidor N-hidroxi-N’-(4-n-butil-2-metilfenil) formamidina (het0016), que es un inhibidor de la sintesis del
vasoconstrictor 20-HETE, este metabolito quedaba completamente eliminado. Este hecho significaba que el citado
vasoconstrictor estaba implicado con el incremento de la presion arterial observada en los ratones transgénicos. Evi-
dentemente, el efecto del inhibidor het0016 también se observaba, de manera andloga, en los animales control.

Paralelamente a la excrecion urinaria de 20-HETE, también se determind la presion sistdlica y diastélica de los
ratones. Segtn se desprende de la Fig. 5(B), la presion sanguinea de los animales disminuyé una vez administrado
el inhibidor het0016, hecho que vuelve a indicar que la sobreexpresion de la proteina KAP estd asociada con un
incremento en la produccién del metabolito HETE.

Otros marcadores de estrés oxidativo renal que se evaluaron en orina fueron los compuestos 8-iso-prostaglandina
F2 alfa (PGF2«a), 8-hidroxiguanosina (8-OHdG) y 4cido tiobarbitirico (TABA), asi como la actividad de diferentes
enzimas antioxidantes.

En cuanto a los datos extraidos del andlisis de estrés oxidativo (medicién de los niveles de marcadores especifi-
cos), se deduce de la Fig. 6 que los niveles de excrecion de los compuestos 8-iso-prostaglandina F2 alfa (PGF2a), 8-
hidroxiguanosina (8-OHdG) y 4cido tiobarbittirico (TABA), se encontraban significativamente elevados en los anima-
les transgénicos y ademds correlacionaban con un mayor dafio oxidativo en los rifiénes de estos animales, tal como
se desprende del dafio observado a nivel de ADN mitocondrial (mtADN). Estos resultados de ADN mitocondrial,
no mostrados, soportan el concepto que la hipertensidn inducida por la sobreexpresion de KAP se basa en el estrés
oxidativo que, en parte, proviene del rifidon.

Otro indicador del hecho que las funciones del rifién en los animales transgénicos estaban comprometidas, es
que de una manera general la actividad de las enzimas antioxidantes se ve reducida en estos animales. Asi, tam-
bién se determinaron las actividades de las enzimas superéxido dismutasa total (SOD T), citoplasmatica (SOD-
Mn) y mitocindrial (SOD CuZn), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa total (T-GSHPx) y dependiente de selenio
(Se-GSH-Px).

Para la determinacién de las actividades enzimadticas el tejido renal se homogeneizé en tampén PBS, se sonicé
durante 1,5 minutos, se centrifugd y finalmente se recolectd el sobrenadante. La actividad de SOD T se determiné por
el método de McCord y Fridovich, midiéndose la inhibicién de la reduccién del citocromo ¢ por un radical superéxido.
La actividad de SOD Mn se midi6 en presencia de 10 mM KCN. La actividad de glutatién peroxidasa (GSH-Px) se
determind utilizando el método de Lawrence y Burd, en el cual la actividad de esta enzima estd acoplada a la oxida-
cién de NADPH por la glutation reductasa y se monitoriza a 340 nm. Finalmente, la actividad de CAT se determind
espectrofotométricamente siguiendo el método de Aebi, monitorizdndose la degradacién de H,0, a 240 nm.

Los resultados observados se muestran en la Fig. 7, que en diversos diagramas de barras presenta la actividad
de enzimas antioxidantes en animales transgénicos y control. En la Fig. 7(A) se muestra la actividad de la enzima
super6xido dismutasa total (SOD T), superéxido dismutasa mitocondrial (SOD CuZn) y superdxido dismutasa cito-
plasmadtica (SOD-Mn) en Unidades enzimadicas por miligramo de proteina (U/mg prot). La Fig. 7(B) muestra los datos
de actividad de la enzima catalasa (CAT) en katales por gramo de proteina (K/g prot); y la Fig. 7(C) la actividad
de las enzimas glutatién peroxidasa total (T-GSHPx) y glutatién peroxidasa dependiente de selenio (Se-GSH-Px) en
Unidades enzimadticas por miligramo de proteina (U/mg prot). Las muestras se analizaron por duplicado y se detallan
los datos de ocho ratones por grupo. (*): Diferencias significativas entre controles y transgénicos (P<0.05 - Mann-
Whitney U-test).

De esta Fig. 7 se desprende que en los animales transgénicos el estrés oxidativo no estaba relacionado inicamente
con un supuesto incremento de la actividad de la enzima NADPH oxidasa a través de la produccién de 20-HETE,
sino que también contribuyen las deficiencias significativas en la actividad de las enzimas antioxidantes glutatién
peroxidasa y catalasa del tejido renal. Por el hecho que esta deficiencia enzimdtica no se observé para la superéxido
dismutasa, se postula que es el compuesto H,O, y no el anién su peréxido (O,~) quien puede estar afectando a dichos
animales transgénicos.
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Ejemplo 5
Andlisis de expresion génica diferencial en micromatrices

Con la finalidad de caracterizar mejor el sistema, se realizaron ademas andlisis transcriptomicos utilizindose mi-
cromatrices Affymetrix. Los genes que se expresaban de manera diferencial entre los animales transgénicos y los
controles, reclasificaron en grupos funcionales en base a su funcién molecular segtin la base de datos Gene Ontology.

Todos estos genes diferencial mente expresados en los ratones transgénicos se correspondian con genes de me-
tabolismo lipidico (14.8%), proliferacién celular (15.8%), migracién y adhesién celular (19.8%), transporte tubular
renal (8.9%), respuesta inmune (11.8%), metabolismo lipidico (10.8%), respuesta a estrés (5.9%) y genes de funcién
desconocida (11.8%).

Algunos de los genes de metabolismo lipidico que se expresan de manera significativamente diferente corres-
pondian al polipéptido 14 de la subfamilia a dentro de la familia 4 del citocromo P450 (Cyp4al4), a la proteina de
transferencia de triglicéridos microsomal (Mttp), a la acetil-conezima A aciltranferasa 1B, a la prostaglandina D2
sintasa, entre otros.

De todos los ejemplos presentados, debe deducirse que los animales no humanos transgénicos (KAP Tg), con-
cretamente ratones, muestran que la sobreexpresion de la proteina KAP provoca hipertension y alteraciones severas
en rifién. La hipertension y el incremento de la presidn en los capilares glomerulares conducen a un cuadro de glo-
meruloesclerosis, proteinuria y desarrollo de enfermedades crénicas renales. Considerando que la incidencia de estas
disfunciones renales asociadas con enfermedades cardiovasculares es cada vez mayor en los paises industrializados,
el objeto de la presente invencién supone un gran avance como herramienta para el estudio de las causas de estas
alteraciones y para el futuro desarrollo de nuevos firmacos mds especificos para su tratamiento.

De hecho, se postula que tanto el déficit de proteina KAP, por ejemplo debido al tratamiento con inmunosupreso-
res, como su sobreexpresion, por ejemplo con un cuadro fisiolégico como el del modelo propuesto en la invencion,
son nocivos para el rifién. Consecuentemente, parece que los niveles de proteina KAP deben mantenerse en rangos
fisiolégicos estrictos para el buen funcionamiento del rifién, lo que explica el estricto control al que estd sometida la
expresion de su RNA mensajero, asi como el estricto control post-traduccional que también viene observandose.

11
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REIVINDICACIONES

1. Construccién génica que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina renal regulada
por andrégenos (KAP) de ratén bajo el control de un promotor especifico de expresion en tejido renal.

2. Construccién génica de la reivindicacién 1, donde el promotor especifico de expresion en tejido renal es el
promotor de la proteina KAP.

3. Construccion génica de la reivindicacién 2, en donde el promotor tiene la secuencia SEC ID NO 2.
4. Construccién génica segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene la SEC ID NO. 1.
5. Vector de expresién que comprende la construccidn génica definida en las reivindicaciones anteriores.

6. Sistema celular que comprende la construccion génica segun se define en las reivindicaciones 1 a 4 y/o un vector
seglin se define en la reivindicacién 5.

7. Animal no humano modificado genéticamente que comprende la construccién génica definida en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4; y que exhibe un fenotipo de hipertensién y/o dafio renal.

8. Animal no humano modificado genéticamente de la reivindicacién 7, donde el animal es un ratén.

9. Método experimental no médico para la induccién de hipertensioén y/o dafio renal en un organismo o sistema
celular experimentales, en donde se sobreexpresa la construcciéon génica segin se define en cualquiera de las reivindi-
caciones 1-4.

10. Método de cribaje de compuestos candidatos a reducir la hipertension y/o dafio renal que comprende:

a) poner en contacto el compuesto candidato con un sistema celular segin la reivindicacién 6 o con un animal
no humano modificado genéticamente segun las reivindicaciones 7 a 8; y

b) determinar pardmetros fisiolégicos indicativos de tensién y/o dafio renal; de modo que si el sistema celular
o animal muestra una reduccién de la tensién y/o del dafio renal, el compuesto candidato es un compuesto
util en la reduccién de la hipertensién y/o dafio renal.

11. Método de cribaje de la reivindicacién 10, donde los pardmetros fisioldgicos indicativos de tensién y/o dafio
renal se seleccionan del grupo que consiste en: medicion de la presion sanguinea, determinacién de niveles de mar-
cadores de estrés oxidativo, determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes, deteminacion de los niveles de
creatinina, glucosa, proteina y/o sales en orina, o mezclas de los mismos.

12. Método de cribaje de compuestos candidatos a tratar la hipertensién y/o dafio renal inducido por la sobreex-
presion de la proteina KAP de ratén que comprende:

a) poner en contacto el compuesto candidato con un sistema celular segiin la reivindicacién 6 o con un animal
no humano modificado genéticamente segun las reivindicaciones 7 a 8; y

b) determinar los niveles de expresién de KAP;

de modo que si se determina una reduccién de la expresion de la proteina KAP, esto es indicativo de que el
compuesto es ttil para tratar la hipertesion y/o dafio renal.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> 1) Institut de Recerca Hospital Universitari Vall d’Hebron
2) Centre d’Investigacions en Bioquimica i Biologfa Molecular -CIBBIM

<120> Construccién génica que comprende el gen que codifica la proteina KAP y animal no humano modificado
genéticamente con la misma

<130> P1252ES00
<160> 4
<170> Patentln versién 3.5

<210>1

<211> 10060
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Construccién génica con promotor de la proteina KAP de Mus musculus operativamente unido a la secuencia
de ADN codificante de la proteina KAP
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<400> 1
gatatcacta gtcggggtac tggttagttc ataatgctgt tccacctata gggttgcaga 60
tccectttage tecttggcecta ctttectcectag ctceccteccatt gggagcceccta tgatccatce 120
attagctgcc tgtgagcatc tacttctgtg tttgctagge cccggcatag tctcacaaga 180
gacagctaca tctgggtcct ttcgataaaa tcttgctagt gtatgcaatg gtgctagcect 240
ttggatgctg attatggggt ggatccctgg atatggcagt ctctacatgg tccatcttgce 300
atctcagctc caaactttgt ctctgtaact ccttccatgg gtgttttgtt cccaaatcta 360
aggaggggca tagtgtccac acttcagtct tcattcttct tgagtttcat gtgtttagceca 420
aattatatct tatatcttgg gtatcctagg tttggggcta atatccactt atcagtgagt 480
acatgttgtg tgagtttctt tgtgaatgtg ttacctcact caggatgatg ccctceccaggt 540
ccatccattt ggctaggaat ttcataaatt cattcttttt aatagctgag tagtactcca 600
ttgtgtagat gtaccacatt ttctgtatcc attcctctgt tgaggggcat ctaggttctt 660
tccagettcet ggctattata aataaggctg ctatgaacat agtggagcat gtgtccttct 720
taccagttgg ggcatcttct ggatatatgce ccaggagagg tattgctgga tcctecggta 780
gtactatgtc caattttctg aggaaccgcc agactgattt ccagagtggt tgtacaagcc 840
tgcaatccca ccaacaatgg aggagtgttc ctcectttcectec acatccacge cagcatctgce 900
tgtcacctga atttttgatc ttagccattc tgactataac ccatgttctt gaccccattg 960
tacagagcca gcatccttgg taaatgtgga gttatcaact ctcaaccttce aaccteccege 1020
tggggaaacg gggcgaaatyg gctactgcta ggctactgtt gagaatcaca tggtctggca 1080
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cttctagata
ggatgaggac
tggacacaaa
cagcaatggg
aatggcaatg
tggttcctag
gtccttccceca
accttcaggg
tectttctect
tgtggctttc
tgacctacta
agaggattat
agccgcaaac
tctggaagaa
agtctcccecct
cttccaaggt
tagctgagat
tggtgaccac
ccacctcctg
tcatttaatc
aatagagact
ctgggattga
gttcatatct
tggcttgctt
gattgttgat
cagtgtagtg
cccacctcectg
attgcttaaa
agcctggcat
aaggtcaatg

ctcagggaag

gttctgcettt
tctaatgecgt
accatctttg
ggtgatctgg
ggtggtgcac
ttagtttttc
aacccctccece
agagggtaca
gttatgatgc
ccectgtceag
aactcagtct
acagatgatg
aaacagaatt
ttcactgaga
acttcctgac
aaggcaaacc
cagccagtca
ccttgagaag
gacctgctgce
cccttatgat
cggagaaaca
aacccacatc
cttgagaagg
aaatcccttt
tttLtetett
gtgccatcat
ccttccaaag
gcattcattt
ctcagaggag
ggcaaatgcc

cctcggggcet
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tgcaatgagc
acatgaggtt
gggtgcagaa
tggagtagat
ctagtcagac
ttaacttcct
cgccceccecettt
ggatgtataa
ttttcaaggt
aattagtttc
ttgaccaact
atttaagcac
ctgagttctce
acacagacat
ggccgctgga
tctetgetgg
ggccttggag
tggggaagtg
cctactatgt
gtggtgaaga
aagtgccttyg
tcctggeccee
tcaggaactg
catgttagga
ttttttattg
tgctcactgt
tgttgggatt
aacaaatact
gccagaggag
taggatttygg

ctcagaggac

agttcttcac
tttccttaga
aagactagct
gacccctgge
tttctcctac
tctgggtgcea
tttttcectet
aagcccagga
cctggtgatce
aatcaataaa
gggatcatac
tgactctgag
tactgatgtt
cacagtgaaa
cagcaccctg
ctctggcecct
atgggcaggg
gctgctecge
gcacgactat
ggtatttgtg
ctcaagatgg
acagcccagt
gggtccctgg
ggggcattac
agacagggtc
agccttgaac
aaaggtgtga
tgttgaggat
ggctgtatag
agctgcaggg

agaggtcact

tgttctccag
gtaaaacagt
ctagcctaga
cattagaggg
cccagattct
ttctttaata
ccagccaact
ggactctttt
actgtcttct
gaactacaga
agagggacaa
cagatcatgg
gagacagtct
attccattag
gctttcaaca
aggacttagt
ggcagccctg
tgggtccctg
acaacatcct
cctttgttta
cacagccacc
tctacactca
cccatgcaga
tgaaaaccct
ttgttctgtce
tcetggecte
gccactgcac
ttgctacttg
gcectgectce
aaacgtgctce

ggggagcgga

caatctgcca
ccattttttt
ggacaaagaa
taatggtgct
attgtttcta
gttcataaag
gtggaaaacc
tggactaatt
gtggtctgac
attcaatcat
aagctcctcet
acttcacgcce
cctcecggett
ctgggaatcc
cctacgtcca
atccaatgtg
cggacatacc
gatgggcegt
ttttcttaca
ccagtgaaga
agtgggggtc

gaagggtcag

aataagcaat
ctactacaaa
acccaggctg
aagcgatcct
ccagccacag
taagacttta
caggctttta
cacaaggtaa

gagcaggcct
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tgcectggcecag
tgcagagttt
gaaaatgggc
gggaatgggg
ggcagggagg
gctcagggag
acactgagga
tgaaagacaa
caacctcctt
cagccctggce
gtggcagcac
agaagtgctg
agccagtggce
cgcagagcca
aaaggaagcc
cctaactttg
tgtccagtga
ttctatttac
ctggggcctg
gggcgetgge
ctagcctcecg
ccactctcat
tgttggaaga
tgggcagcac
catgcccttce
actgccttct
cagttctgtc
agacctcact
ctgttctgtg
aggcctttca

ggcagagggt

tgagggcaac
ggggcaagga
ctggggaggyg
acgcgttctg
attgtttgaa
cagctcggca
ggctctgtca
gactgtggag
gaggtctttce
actgactggt
actgtgcagg
ggaggagcge
atctgaaatyg
ggccaggagg
caggatcctc
ctggcctcag
ggagatcggyg
atgacctcag
atgggctcca
cctggtggtt
gatgagaatg
gtcaaatccc
aaagaattgt
cgaggtccct
cgagactgag
tacgagaccc
ctccecagcetg
gtttctgaac
acaaacttat
ggatgagtgg

gggctgctgt
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agggctggtg
acgaggatgg
cagagctgga
ttcagaggtc
ggttacgcaa
aatccatggg
agatgttaac
aaagaggttc
ccttegggtt
cacaggggca
gcagagcagg
tcactgagaa
ggtctcccectt
aagaggagga
gccggectece
tttcecgtcaa
ggctgtctcg
caggcagcta
gggtaccgtc
tccatgacac
gtgagctgtg
agcgtcectttt
ccctttecccece
gcagggaacyg
tgctccgagg
ggacccaggg
ccctacttte
catctctact
acacaacttc
gaggacagcc

catggaaaga

aagctaggag
ggcggttgge
gacactttga
atcccggaag
gagtccaggce
tggggtgggg
ctcgtgaggg
agtggcgcat
cagggagagg
gaggccagcce
gacacatgga
ggagggtcct
cgaaagagag
agaataaaaa
accgcatgcet
aggaggcagce
ggacctctag
gatgtgtccc
tgcccagtge
caggtcctga
catgtcagac
gggaggcage
cctctaaact
tgcaagggga
actgaggacg
gaggcacagc
atgctgggac
cagactccca
accctattct

gagggcaggg

ccccaggtaa

caagcatgat
ttggcatgag
acgccatgcect
cctgcegtgt
acacagtcac
ctgaggggtyg
acagagagcce
agtgattttt
tgatagatgg
cgagggttgc
cttagcctgce
gcagaaggca
cacatccacc
agccaaccac
gccctgacce
cacttcctgce
gtttcccecttt
actagagagg
ttgctgtgcect
cttgacctcg
gagcagaggg
ttceettttt
aaaagccttg
accctgcagt
agaaatatgc
catgcccagce
ctccaattca
agtgccacgt
cctaagaaca
atgtgctagt

ctgcgtcaca

gagcccagcec
tgttgaacca
tggtaggtgt
gcagactgga
gggaacacgt
tgtctaagag
aggcgggagyg
cttaccacaa
ggggattgct
ccggttgagg
tgtccctagg
aaggcaagaa
tgacccagac
atcgggactc
tgccecactt
ccacatggtc
agcaatgatg
acctgaggat
cctgagcatg
acagatttac
aagacggcag
tagtttagtt
ccagcccagg
ttccecgetcea
caggtctgcc
tcectgectge
gtacaaaggg
gcccagggga
accgcagaat
gtaaggtcga

cacaaatttg
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3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
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3660
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3780

3840
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4080

4140
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tgtccttcte
ggaggggaaa
caacgaggtt
ccggggcecetyg
aggacagctg
gcaggggcct
tccaaaccta
gtgctgagga
gatgttgatc
actttctgct
tttttaaaaa
ttgacctggc
ttggtgecctg
aatggctgca
atgcagagtg
tgggcctttg
ctgtctcctg
gagttctggg
ttccagcact
agcgcctgcece
ctcactttcc
cccggtctcece
gagtagacac
ggctgggcag
tccagttagt
ttctacactt
tgagagagga
ttcttggaac
cagggagcgt
ggtgttgtta

acacatcacc

ccacaacggg
cagagggctc
gtgtgagtct
cgtggceccac
gtgggctctg
ctaggagtgg
cagaatgtaa
cgtgtcagtg
acgggggagg
cgattttgct
gtgagtgtgt
aggtaccagt
gcatgttgtg
ttttacagga
gcctgggggyg
gtgtctgcca
tctggatttc
tggacaacag
ggagtgacat
tgctgctgat
agcaaaactc
cctggaatgt
acctgagctg
gcggcectgtg
gtctgtcttt
acacttgcct
ccattttggt
tgacttgcca
cccttgactce
gctcctettt

ccagatcatc
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ctctcccgag ttctctgtca tctgcacggce

acccctgecce
ccccagtage
tctgtattcet
ccatggctgg
tgggatagtyg
aacaccagga
taggttcgtc
ctgtgtagtyg
gtgaacctaa
caaaccacag
ggcttatgtc
tgtcttgcag
gaaatatttg
ggccaaggaa
gcectcatte
agggaagatg
cacctcagtyg
ccaggacaac
ccagcctcac
cctcaactygg
gggagccaca
agccttgggt
tgtctgtcta
caagtgcagg
ggtagttttg
cccacacctg
ggagggttcg
cagaacgccc
cctgctgcaa

gaggcctgga

ccaaggccca
aagggctgcect
atgactgtga
ggctagacat
cggtggtggc
gggagactca
agttgcaaca
ggggacaaga
agtcactcta
cctttgggtce
ccttaaggtg
gtggcggtta
agccacactt
ggaggctgag
ctgcceceetgt
aagggcttct
tctgttecca
ttctcggtga
tatgcctctg
atgaagaaac
ctgtcctgcece
gcagagcagg
ccagtcctcet
caaggtaaag
gagggggaga
acacacagca
gacttcgegt
ttgctggcgg
ttccttteca

aatctgctcc

gtgtgcaaat
gaggaatgga
tgggggaggyg
ggattaaaaa
cacatgtcat
aagaaaacta
aatgggccac
gttatatggg
aaaaataaca
aggacagttc
acagatgcaa
gggctgcctce
gcggtcctgt
gcagggcgag
cttgggtgac
ccctgetgge
tgctctctgyg
ctcaagtgcc
acctggacaa

tatctccccg

caggctgggg
gcagggccgce
atccagccag
gaggagagga
aaacattgca
cacctgtgac
gagcgggggt
ctggcggcetg
cagagccctg

cagaggcagg

cctgtgagcea
ccattcatca
gccecctegttt
tgggggccac
gtgagtatga
tctacgtgcg
tcaactttga
gctggtgtga
aactttctgt
tctcttaaat
taggtttgag
aaccccecggt
agtgaactca
ggccaggaga
gggcaggatc
tcttcectee
cgagccccag
catgggcacc
cttcactgag
ggtggagggt
gtaggagcct
gcggggtggyg
ggtggcacgg
cacccagctc
agaatgcttt
atccgccecctce
atccaagagc
ggggccttcet
ggtggggata
gactcaaact

cattgagtga

4860

4920

4980
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5160
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5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660
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cacgatggct
tatacgtaac
cccattcaca
ccaaactgaa
cggcaaccac
tcettttgaa
catccatcga
accctgtaaa
tccatggget
tgacatagca
atgggtgtca
agagaatagc
agaatgcacc
catagtattg
gggggaggat
tgcaaggagc
tcctaactgt
aaggatctta
ccgagctgaa
gcctgtgtcet
gggacacaga

aaaggtggga

cctcceecatce
ttgccttgcece
gcaagcaccc
gcagacagaa
ccttgatgtt
cagcgggaag
agggagccag
gggtgtgtta

tacacacaga

tgacatcaac
aaaatttgcc
ctgttgtgceca
gctctgtect
cacgatgtcc
ggctgaataa
tggacacgtg
catgggtgta
ctgaaggatg
acgtgtccag
tgtcatcaag
atttaaaaat
aaaggacaac
caaatgacat
gacttagttg
ataagcctgce
gcatcatctc
tgacctgcag
cctgcaaaaa
gtgcctgace
ggaggctatg
gagaagtagc
cctgctgtge
tcagggtcct
ctggacctgg
tgtcceccecctyg
ctgggccecctyg
agccctctgt
gaattctgcc
gggaggagcce

cacacccttg

ES 2 344 289 Al

tctgggtgtt ttttatgttt taaaaattgt

atcgtaacca
gccatcaccce
gctgaaacac
tcgaggttca
tattccattg
ggttgcttcc
ctgtcagctc
ccaaaagatg
cacgaggttg
aacactgctg
tacccaagta
cattcctagg
gaaggatttt
ggtgatgggg
ctggcctctg
cccaggacca
gacctgctcg
ttgagcaatg
tgggttccaa
ggtggggcca
cagagcattce
ctcctectge
ccagggttcc
tgccectgggce
ccatgtggca
tgctcagtgce
gctaagttag
tgggacatca
ggcatgtgag

cctacactga

ttttcgagty
ccgtccatct
taactctcca
cccatgttgt
catgtggtta
acctttgagce
ttataagtgc
gaagaggctc
acactgtacc
tggcagtagt
acacaccttc
tcectecatcegg
tattgtaggt
ggagcaaaca
ggagagccct
tccacctgac
cccaggctga
accgcatcag
gtgtgcacag
gcagggcaag
tggggcctte
taggtgtgtg
tatagtggag
ccagccectt
ccatgcacat
tggggagaaa
ctaagccctg
gggcagaatg
tttggccatt

ggggcaggca

cacagttcag
ccatttatct
tttccectte
agcacatgtc
ccaccttttyg
tgctgtgaat
ttgatacatc
tatacgaaga
ctcctgcctc
aagacacagt
aatgcagcca
taaatcttct
tttgctgaaa
tcectgtegt
cactgtgtygg
catgccccaa
gctgcccgece
ggtgggggag
ggtgggaggc
agggagcgga
caggtgcaga
ttccatggtce
ttgaaaccgg
cttcagggaa
ctgcagctac
gtgggagttc
gcactggtgg
tgaagatggg
gtggccaatt

tacactgtgce

gatggtaaaa
tggtactagg
tctcaactte
cccttggecc
agaatgtcct
tgtatccact
agtgcagtgt
actggaaatg
tcaatcgagt
tctecetttte
gcattatttc
acctaaaaac
atgtccctca
ttttccccaa
cagggttggg
cctggagect
ctggtgctgce
attctgcaca
gtatgtgtga
atggatgtaa
gagtagggcc
gcagcaaatc
ctgcttggcce
gatgaagaca
atgctgagca
caaggatgtg
ttacgggggc
gccatggcca
aggatgtaag
aacggtcatc

atcctectgg

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520
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caggctggaa
ggccctctag
tgctgctttg
cacagagtct
attcctgttt
caacccgctyg
gccectggece
tgtcaccccce
gtttctcctt
atgcacctcc
tgtttagcge
aaaaaagtgt
tttttgcatt
agtgtctgta
agatgcaagc
tgttagtaat
ccaaacagat
ttggatggaa
tgatgctttt
gggggcggga

ccaggcagat

gceecgggag
catctgttga
ttggggagag
atggtgatgc

ttgaaataaa

<210>2
<211> 1544
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

aatgtccccce
ccctcagcac
caggtgctga
acccaacagc
gctgtgtatg
agcacagcecat
tttgaggcaa
agtctcccac
ggtctaagtg
cagtttgctg
gggactactg
tccecttttea
gcctteggtt
ataccttagt
acctgaattt
aaacgtcttg
gtatacaatt
tttccatggg
ctctggacac
agagggtgac
gggacttctt
tggaaggtag
gtgcctctge
ccaaggaagc
tgtcctacct

taagccgege

ES 2 344 289 Al

tccaggacag tgcacagcac agaggtcctg

cctgggtcac
acagcatttt
ttaacaagcc
atcaaagcgc
gaggccaggyg
aggccagcag
cttttecttct
tgctgcatgg
ggtttatttt
ttccaaaaag
agttgagaac
tgtatttagt
tttttccaca
ctgtttgaat
ccacaataag
cagcagatag
aggtctgagc
ttccattggt
agggaaggcc
ccgtcecctggt
agaaataaat
ctgctcctee
ggtaggcacc
acttgtgtaa

aatgtgttag

ccagtgcgcec
ttttgagett
tgaggtcttg
cactgccctg
ccccagaaca
cagataacaa
aatgagtcga
agtgagcagt
agagaatggg
aattccaacc
aaaaattggg
gtcttgaatg
gatgcttgtg
gcggaaccat
cctccaaaaa
actgtgcaaa
cagtacttag
aagcagtggt
ccatacccca
gacacagggc
cttcacaaat
tcgatgggat
cagtaggccce
ggcattcgat

ctatcatatg

ctcagaatga
gaagcggatg
gaggtgaccc
cacttcctgg
cagtgcctgg
cccecggacaa
ctttgagctg
agaagcctgce
ggtggggagg
gaccagcttg
ttttaaaatt
taagaacatg
atttttgaac
agctggttat
ttttatcttt
cgaaagtgct
cagtcctttg
ggccatctgt
tgtggcacct
cagactgctg
aaatatttgc
taggcccaca
acggccgtcg

cttcctcecect

<223> Secuencia promotor modificado proteina KAP de Mus musculus

agcceacccce
tcctgatgtce
agagagagcc
tgaaccgccce
gcegegtgge
caaggcctcet
atcagcgatg
gaaagcagcc
agcggcacaa
caagaaccag
tttgtgaaac
aaagtataca
acctccgtgt
aatacgtgaa
ttctcecettg
catttagcag
ttcctggact
aagttttagg
gtgatggaca
gggaaaggaa
ctggtattgt
aattttcccc
gttcggaatc
gctgatagca

tccatacata

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10060
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<400> 2

gagctcgggg

agctccttgg
gcctgtgagce
acatctgggt
ctgattatgg
ctccaaactt
atagtgtcca
ttatatcttg
gtgagtttct
tggctaggaa
tgtaccacat
tggctattat
gggcatcttc
ccaattttct
accaacaatg
aatttttgat
agcatccttg
ggggcgaaat
agttctgcett
ctctaatgcg
aaccatcttt
gggtgatctg
gggtggtgca
gttagttttt

aaacccecctrece

gagagggtag

tactggttag
ctactttctc
atctacttct
cctttcgata
ggtggatccc
tgtctctgta
cacttcagtc
ggtatcctag
ttgtgaatgt
tttcataaat
tttctgtatce
aaataaggct
tggatatatg
gaggaaccgc
caggagtgtt
cttagccatt
gtaaatgtgg
ggctactgct
ttgcaatgag
tacatgaggt
ggggtgcaga
gtggagtaca
cctagtcaga
cttaacttcc
ccgeceectt

aggatgtata

<210>3
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR directo
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ttcataatgt
tagctcctcece
gtgtttgcta
aaatcttgct
tggatatggc
actcttcatg
ttcattcttc
gtttggggct
gttacctcac
tcattctttt
cattcctctg
gctatgaaca
cccaggagag
cagactgatt
cctctttctce
ctgactataa
agttatcaac
aggctactgt
cagttcttca
tttteccttag
aaagactagc
tgacccctgg
ctttctccta
ttctgggtgce
ttttttecte

aaagcccagqg

tgttccacct
attgggagcc
ggccccggcea
agtgtatgca
agtctctaca
ggtgttttgt
ttgagtttca
aatatccact
tcaggatgat
taatagctga
ttgaggggca
tagtggagca
gtattgctgg
tccagagtgg
cacatccacg
cccatgttcet
tctcaacctt
tgagaatcac
ctgttctccea
agtaaaacag
tctagcectag
ccattagagg
cceccagatte
attctttaat
tccagccaac

aggactcttt

atagggttgc
ctatgatcca
tagtctcaca
atggtgctag
tggtccatct
tceccaaatcet
tgtgtttagce
tatcagtgag
gccctceccagg
gtagtactcc
tctaggttct
tgtgtecttce
atcctceggt
ttgtacaagc
ccagcatctg
tgaccccatt
caacctcccg
atggtctggc
gcaatctgcc
tccatttttt
aggacaaaga
gtaatggtgc
tattgtttct
agttcataaa

tgtggaaaac

ttgg

agatcccttt
tccattagcet
agagacagct
cctttggatg
tgcatctcag
aaggaggggce
aaattatatc
tacatgttgt
tccatccatt
attgtgtaga
ttccagcectte
ttaccagttg
agtactatgt
ctgcaatccc
ctgtcacctg
gtacagagcc
ctggggaaac
acttcaagat
aggatgagga
ttggacacaa
acagcaatgg
taatggcaat
atggttccta
ggtccttcce

caccttcagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1544
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<400> 3

<210> 4
<211>1

ttgccttaac cctactaaag c

8

<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador PCR reverso

<400> 4

ggaagtaggg gagactgg

ES 2 344 289 Al

21

18
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DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X NIU, E. et al. "genomic organization and DNA sequence of the 1-3,5,6
mouse kidney androgen-regulated protein (KAP) gene". DNA AND
CELL BIOLOGY. 1991. Vol. 10, N°. 1, paginas 41-48;
todo el documento, especialmente figuras 2 y 4.
Y 4,7-12
Y DING, Y. et al. "The kidney androgen-regulated protein promoter 1-8
confers renal proximal tubule cell-specific and highly androgen-
responsive expression on the human angiotensinogen gene in
transgenic mice". THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY.
31.10.1997. Vol. 272, N°. 44, paginas 28142-28148; Resultados.
Y LAVOIE, J.L. et al. "Increased blood pressure in transgenic mice 1-8
expressing both human renin and angiotensinogen in the renal
proximal tubule". AM J PHYSIOL RENAL PHYSIOL. Mayo 2004.
Vol. 286, paginas 965-F971; Resultados.
Y WO 0235923 A1 (DUKE UNIVERSITY) 10.05.2002, reivindicaciones. 7-12
Y US 2002095691 A1 (RUIZ-OPAZO) 18.07.2002, reivindicaciones. 7-12

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia
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misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita
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E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N2 de solicitud: 200900217

CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

C12N 15/12 (2006.01)
A01K 67/027 (2006.01)
GO1N 33/50 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12N, A01K, GO1N

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, EBI, BIOSIS, WPI, GOOGLE
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OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200900217

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 30.04.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

4,7-12
1-3,5, 6

1-12

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

La invencién consiste en una construccién génica de secuencia SEQ ID n° 1, que comprende el gen de la proteina renal
regulada por andrégenos (KAP) de ratén, bajo el control del promotor de la propia proteina KAP de secuencia SEQ ID n° 2;
la construccion incluye secuencias del gen del angiotensinégeno humano que actian como potenciadoras de la expresion. La
invencion reivindica también el raton transgénico que incorpora la construccién génica y un método de seleccién de compuestos
candidatos para tratar la hipertensién utilizando dicho ratén transgénico.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900217

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 NIU, E. et al. "genomic organization and DNA sequence of the mou- 1991

se kidney androgen-regulated protein (KAP) gene". DNA AND CE-

LL BIOLOGY . 1991. Vol. 10, N°. 1, paginas 41-48.

D02 DING, Y. et al. "The kidney androgen-regulated protein promoter 31-10-1997

confers renal proximal tubule cell-specific and highly androgen-

responsive expression on the human angiotensinogen gene in

transgenic mice". THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY.

31.10.1997. Vol. 272, N°. 44, paginas 28142-28148.

D03 LAVOIE, J.L. et al. "Increased blood pressure in transgenic mice 01-05-2004

expressing both human renin and angiotensinogen in the renal pro-

ximal tubule". AM J PHYSIOL RENAL PHYSIOL. Mayo 2004. Vol.

286, paginas 965-F971.

D04 WO 0235923 A1 (DUKE UNIVERSITY) 10-05-2002

D05 US 2002095691 A1 (RUIZ-OPAZO) 18-07-2002

Observaciones sobre documentos:

El documento D01, describe la organizacion genética de la secuencia de ADN que codifica la proteina KAP de ratén. La Fig. 4,
describe la secuencia del promotor de la proteina KAP.

El documento D02, describe la construccion de un ratdn transgénico que incluye una construccién de angiotensindégeno hu-
mano bajo el control del promotor KAP. Dicha construccion se expresa en las células PCT (tubulo contorneado proximal) del
rifdn y el modelo permite examinar la expresién especifica en rifién de angiotensindgeno y su relacién con la regulacién de la
presién arterial.

El documento D03, describe la construccion génica en la que se basa la construccion de la presente solicitud. Fue cons-
truida con el promotor de la proteina KAP, un punto Notl donde se inserta el gen hREN de la renina humana y elementos
amplificadores que se encuentran en los exones 3-5 del angiotensinégeno humano hAGT.

Los documentos D04 y D05, presentan animales transgénicos que incluyen genes relacionados con la hipertension, disefiados
para el estudio y rastreo de nuevos farmacos antihipertensivos.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

Las reivindicaciones 1-3, 5y 6, en la forma en que estan redactadas, se encuentran incluidas en el objeto descrito en el
documento DO1. El documento presenta la secuencia del gen KAP y la secuencia de su promotor (SEQ ID n° 2, reivindicacion
3) en la Fig. 4; por tanto las reivindicaciones 1-3, 5 y 6 carecen de novedad e incumplen los requisitos del Art. 6 de la LP.

La construcciéon de la reivindicacion 4 es nueva y los ratones transgénicos hipertensos portadores de dicha construccién
también lo son. Las reivindicaciones 4, 7-12 cumplen el requisito de novedad de acuerdo al Art. 6 de la LP.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 4/5




OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900217

Hoja adicional

ACTIVIDAD INVENTIVA
Reivindicaciones 1-8.

La construccion genética de la invencién se basa en la descrita en el documento D03 con la que se consigue expresar renina
humana inducible por andrégenos (bajo el control del promotor KAP), en los tubos proximales de rifidn de un ratén transgénico.
Si se comparan la Fig. 1 de la presente solicitud y la Fig. 1 del documento D03, se comprueba que solamente difieren en que
en la construccién de la solicitud, se ha sustituido el gen hREN por el gen mKAP. Teniendo en cuenta esta similitud, no se
considera que requiera ningin esfuerzo inventivo para un experto en la materia, estudiar el comportamiento de la proteina KAP
en un ratén transgénico, portador de una construcciéon genética en la que los elementos reguladores y la estructura (salvo el
gen mKAP) son idénticos a los descritos en el documento D03. Por consiguiente, las reivindicaciones 1-8 carecen de actividad
inventiva e incumplen los requisitos del Art. 8 de la LP.

Reivindicaciones 9-12.

La utilizacién de ratones transgénicos en la busqueda de farmacos activos frente a patologias relacionadas con la expresién de
genes de los que son portadores, esta descrita abundantemente en el estado de la técnica. Los documentos D04 y D05, des-
criben métodos para identificar compuestos antihipertensivos utilizando ratones transgénicos portadores de los genes GRK2 y
ATPasa Na/K alfa1, que codifican productos relacionados directamente con la hipertension.

El método para identificar farmacos para tratar la hipertensién de la presente invencién, no supone un esfuerzo inventivo
respecto a los métodos de identificacién descritos en los documentos D04 y D05; por tanto las reivindicaciones 9-12, carecen
de actividad inventiva y no cumplen los requisitos del Art. 8 de la LP.
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