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Construcción génica que comprende el gen que codifica
la proteína KAP y animal no humano modificado genéti-
camente con la misma.
La presente invención se refiere a una construcción gé-
nica que comprende el gen de la proteína renal regula-
da por andrógenos (KAP) de ratón bajo el control de un
promotor específico de expresión en tejido renal. Se des-
criben sistemas celulares y animales no humanos modifi-
cados genéticamente que comprenden tal construcción y
que resultan útiles para la evaluación de los mecanismos
involucrados en la hipertensión arterial y diversos tipos de
daño nefrológico.
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ES 2 344 289 A1

DESCRIPCIÓN

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

La presente invención se refiere a construcciones génicas y a animales no-humanos o sistemas celulares que las
incluyen, útiles para el estudio de la hipertensión y para el estudio del daño renal. La invención supone una herramienta
para el análisis de la etiología de estos trastornos, así como para la consecución de compuestos aplicables en terapia.

Estado de la técnica anterior

La hipertensión constituye una patología de gran interés para la población por prevalecer en un índice elevado
en los países desarrollados. Su estudio y la identificación de las causas resultan complejos debido a la variedad de
etiologías y a la coexistencia de otras patologías. De todo ello, se deriva la necesidad de aportar nuevas herramientas
que permitan elucidar las causas de la hipertensión.

La hipertensión, también denominada presión sanguínea elevada, HTN o HPN, es una condición médica en la que
la presión sanguínea se encuentra elevada de un modo crónico. En el lenguaje coloquial, el término hipertensión se
refiere generalmente a presión arterial. Existe la hipertensión esencial o primaria, por la que no se conoce ninguna
causa médica; y la hipertensión secundaria, en la que la presión sanguínea alta es el resultado de otra condición tal
como una enfermedad renal o tumoral. Aunque se desconocen exactamente las causas de la hipertensión 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 proteína renal regulado por andrógenos (de aquí en adelante referida como “KAP”, “Kidney androgen-regulated
protein”) es una proteína que se expresa de manera constitutiva en las células epiteliales del túbulo proximal de riñón.
Tal como indica su nombre está regulada por hormonas sexuales y tiroideas. Aunque es la proteína más abundante en
esta zona del riñón, su función y estructura son todavía desconocidas y parece controlada por múltiples y complejos
factores.

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

Se conoce que el promotor de esta proteína es un excelente direccionador para expresar en las células de los
túbulos proximales de riñón cualquier gen de interés. Así, existen en la literatura publicaciones relativas a animales
transgénicos que emplean el promotor de la proteína KAP (pKAP) para expresar en dicho tejido renal proteínas de
interés. Concretamente, algunos de estos documentos se refieren a animales transgénicos útiles como modelos de
hipertensión.

Así, 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 ratón transgénico que contiene un
fragmento de 1542 pares de bases del promotor endógeno que controla la proteína KAP de ratón fusionado con el
gen humano de angiotensinógeno (HAGT). Con ello se consigue inducir la expresión de los componentes renina-
angiotensina en el riñón. Los autores de esta publicación comprobaron que la expresión de HAGT y KAP en machos
y en hembras estimuladas con testosterona se restringía a las células del los túbulos proximales. Se propuso entonces
este modelo animal como el adecuado para estudiar el efecto del angiotensinógeno expresado en riñón sobre la presión
arterial, y para activar el sistema renina-angiotensina (RAS) en riñón, independientemente de aquello que ocurra en la
circulación 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 proteína asociada
al receptor de tipo I de angiotensinógeno II (ARAP1) en los túbulos proximales de riñón, eran hipertensos. Además, los
ratones presentaban alteraciones renales a nivel morfológico y funcional, tal como edemas, reabsorción y un engrosa-
miento de las células epiteliales de los túbulos proximales. Este hecho sugería que el ARAP1 renal desempeñaba un pa-
pel importante en el control de la presión sanguínea y de la función renal a través de la activación del sistema RAS.

Estos dos modelos animales resultan útiles para el estudio de la hipertensión en la que interviene el sistema RAS.
También pueden aportar datos en lo que se refiere al daño nefrológico (hipertrofia, glomeruloesclerosis, etc.) causado
por el sistema RAS en riñón. Con este tipo de animales transgénicos, pueden visualizarse los efectos de la hipertensión
relacionados con una disfunción del sistema RAS. Sin embargo, en dichos modelos no se puede asegurar que se elimine
completamente la interferencia con el sistema RAS hepático u otros factores. En otras palabras, el sistema RAS no
es específico del tejido renal ya que interviene también como sistema endocrino y está presente en tejidos tales como
corazón, cerebro y sistema vascular. Por todo esto, los modelos descritos no serían del todo efectivos en el diseño de
aproximaciones terapéuticas efectivas y específicas del daño renal o la hipertensión.
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En aras de determinar alguna de las posibles funciones de la proteína 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 híbrido en levadura se
determina que la proteína KAP interacciona específicamente con la ciclofilina B (CyPB), que es la proteína que se
une a la ciclosporina A (CsA), un inmunosupresor. Ratones tratados con CsA presentan niveles más bajos de KAP.
También se muestran datos en los que la sobreexpresión de KAP mediada por el promotor de tetraciclina en un modelo
de células de túbulo proximal, disminuye los efectos tóxicos 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) señalan que con futuros ensayos de
sobreexpresión y knock-out de KAP podrá elucidarse mejor el por qué de esta protección 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 proteína KAP en ratones, la cual presenta alta homología con algunas proteínas humanas, y por otro lado,
son necesarios modelos animales alternativos para el estudio de la hipertensión y/o el daño renal que permitan estudiar
las múltiples y variadas causas de estos desórdenes.

Explicación de la invención

Los inventores de la presente invención han descubierto que la sobreexpresión del gen que codifica para la proteína
KAP conlleva a la aparición de hipertensión y/o daño renal en modelos de ratones. Ventajosamente, con la construcción
génica proporcionada en la presente invención puede obtenerse un modelo animal de hipertensión y/o daño renal que
es independiente del sistema renina-angiotensina en riñón u de otros factores que conducen a este cuadro patológico,
tal como la arteriosclerosis. Consecuentemente, en el nuevo modelo propuesto la hipertensión observada es debida
únicamente a efectos intrínsecos de esta proteína de función desconocida hasta ahora, y que presenta alta homología
con entradas de GenBank de secuencias proteicas humanas.

El hecho de poder desarrollar un modelo de hipertensión y/o daño renal como el de la presente invención, que se
basa únicamente en la sobreexpresión de KAP, sin que se vean afectados los niveles de otras proteínas u hormonas (tal
y como se demuestra más abajo) tiene una gran importancia en el desarrollo de aproximaciones terapéuticas efectivas.
Usando el modelo de la invención se pueden obtener fármacos que inhiban la expresión de KAP. Puesto que KAP se
encuentra en niveles elevados únicamente en el caso de daño renal o hipertensión, el fármaco diseñado sería específico
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 hipertensión o daño renal, pero dado que también forma parte
del sistema endocrino o se expresa en otros tejidos el desarrollo de un fármaco específico de RAS no solo afectaría
su expresión en riñón sino que también se verían afectados los niveles de expresión de la misma en otros sistemas y
tejidos, lo cual puede desembocar, por ejemplo, en otras patologías o disfunciones hormonales.

Como se ilustra más abajo, la proteína KAP se encuentra aumentada sin tener que modificar los niveles de andróge-
nos (por inducción farmacológica o castración de los animales), por lo que los efectos observados se deben únicamente
a la proteína KAP y no a otros genes también modulados por andrógenos. Este último hecho evita las interferencias de
una activación generalizada de la respuesta a andrógenos que puede enmascarar los resultados. En cuanto al daño renal
se refiere, el modelo propuesto es también específico de la expresión de la proteína KAP, evitándose las interferencias
de otras proteínas de funciones ya conocidas.

En vista del estado de la técnica, resulta sorprendente que sea esta sobreexpresión de KAP en riñón la que conduzca
a un cuadro fisiológico negativo, tal como el de la hipertensión y el daño nefrológico, cuando el experto en la materia
esperaría un cuadro de protección 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 invención proporciona una construcción génica que comprende una
secuencia de nucleótidos que codifica para la proteína renal regulada por andrógenos (KAP) de ratón bajo el control
de un promotor específico de expresión en tejido renal.

El término “construcción génica” se refiere a la agrupación de un gen o genes que incluye el gen que codifica para
la proteína KAP, el cual está unido operativamente a un promotor que controla su expresión. Estar “operativamente
unido” debe entenderse como que la secuencia del gen está dispuesta a continuación de la secuencia del promotor
o relativamente cerca en el caso que se incluyan fragmentos de restricción o elementos que aportan estabilidad a
la construcción. La construcción génica puede comprender también pequeños fragmentos con secuencias útiles para
adaptarla a los sistemas de expresión deseados y que el experto en la materia conocerá.

El término “promotor específico de expresión en tejido renal” hace referencia a una secuencia específica de ADN
a la cual se le une la enzima ARN polimerasa para comenzar la transcripción de un gen y que permite la expresión
de un gen de interés, en una o varias de las poblaciones celulares y estructuras que constituyen los tejidos renales,
en respuesta a señales presentes en los citados tejidos, por ejemplo por interacción con un metabolito o compuesta
específico.
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La “secuencia de nucleótidos que codifica para una proteína” 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.), así como secuencias que consisten únicamente en la parte codificante de un gen de interés, tal como un
ADN complementario (cADN) derivado de una librería o de RNA mensajero.

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

En un segundo aspecto, la presente invención se refiere a un vector de expresión que comprende la construcción
génica definida en el primer aspecto de la invención.

Debe entenderse por “vector de expresión”, o “construcción génica de expresión”, un plásmido que se emplea para
introducir y expresar un gen específico en una célula de interés. Los vectores de expresión permiten la producción
de grandes cantidades de ARN mensajero (mARN) estable. La proteína codificada por el gen es producida mediante
la maquinaria de transcripción y traducción de la célula, una vez el vector está dentro de la misma. El plásmido se
diseña de forma que contiene un promotor altamente activo, el cual provoca la producción de grandes cantidades de
mARN. Un plásmido es una molécula de ADN extra-cromosómica, separada del ADN cromosómico de la célula y
que se replica independientemente de éste. Generalmente los plásmidos son circulares y poseen dos hebras del ácido
nucleico. Los plásmidos se encuentran de manera natural en muchas especies bacterianas, aunque también existen
organismos eucariotas que los comprenden, como por ejemplo algún tipo de levadura (Saccharomyces cerevisiae).

En un tercer aspecto, la presente invención se refiere a un sistema celular que comprende la construcción génica
según se define en el primer aspecto de la invención o el vector de expresión según se define en el segundo aspecto de
la invención.

En el contexto de la presente invención debe entenderse por “sistema celular”, cualquier célula o conjunto de célu-
las convenientemente interrelacionadas para desarrollar una misma función. La célula es la mínima 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 líneas celulares. Ejemplos de sistemas celulares útiles para la presente invención son
aquellas líneas o cultivos de células del túbulo proximal riñón. Otros sistemas celulares pueden ser óvulos que se
emplearán seguidamente para la obtención de animales transgénicos.

En un cuarto aspecto, la presente invención se refiere un animal no humano modificado genéticamente que com-
prende la construcción génica definida más arriba; y que exhibe un fenotipo de hipertensión y/o daño renal.

Por “daño renal” debe entenderse cualquier condición patológica de tejido renal incluyéndose pero sin limitarse
a glomeruloesclerosis, nefritis, glomerulonefritis, nefritis intestinal, uropatía, errores en el transporte tubular renal,
nefropatía de reflujo, necrosis papilar renal, fallo renal agudo o crónico, estenosis arterial renal, etc.

En un quinto aspecto, la presente invención se refiere a un método experimental no médico para la inducción de
hipertensión y/o daño renal en un organismo o sistema celular experimentales, en donde se sobreexpresa la proteína
KAP bajo un promotor específico 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 parámetros de productos de
interés.

En un sexto aspecto, la presente invención proporciona un método de cribaje de compuestos candidatos a reducir
la hipertensión y/o daño renal que comprende:

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

b) determinar parámetros fisiológicos indicativos de tensión y/o daño renal; de modo que si el sistema celular o
animal muestra una reducción de la tensión y/o del daño renal, el compuesto candidato es un compuesto útil
para reducir la hipertensión y/o daño renal.

Finalmente, es también un aspecto de la invención un método de cribaje de compuestos candidatos a tratar la
hipertensión y/o daño renal inducido por la sobreexpresión de la proteína KAP de ratón que comprende:

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

b) determinar los niveles de expresión de la proteína KAP;

de modo que si se determina una reducción de la expresión de la proteína KAP, esto es indicativo de que el
compuesto es útil para tratar la hipertensión y/o daño renal.
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Estos y otros objetos de la presente invención serán descritos con mayor detalle en la descripción detallada a conti-
nuación sin suponer una limitación de la invención. Siempre que no se indique lo contrario, todos los términos técnicos
y científicos utilizados tienen el significado utilizado usualmente por un experto en la materia a la que pertenece la
invención. A lo largo de la descripción y reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variaciones no excluyen otras
características técnicas, aditivos, componentes o etapas. Otros objetos, ventajas y características adicionales de la in-
vención resultarán aparentes a aquellos expertos en la materia una vez analizada la descripción, o pueden derivarse de
la práctica de la invención.

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

Breve descripción de los dibujos

A continuación se presentan las figuras que se acompañan en la presente invención a fin de ilustrar mejor los
objetos de la misma sin por ello resultar limitativas.

La Fig. 1 corresponde a un mapa esquemático de la construcción denominada pKAP2-KAP, que equivale a la
construcción génica con el cADN del gen de la proteína KAP controlado bajo su propio promotor y otras secuencias
del gen del angiotensinógeno humano que permiten la correcta expresión del gen de interés, KAP en este caso, en las
células del túbulo proximal en presencia de andrógenos. EcoRV-SpeI: sitio restricción endonucleasa II de Escheri-
chia Coli, BamHI: sitio restricción reconocido por endonucleasa de Bacillus amyloliquefaciens. NotI: sitio restricción
reconocido por endonucleasa de Nocardia otitidiscaviarum. NdeI: sitio restricción reconocido por endonucleasa de
Neisseria denitrificans.

Fig. 2. Caracterización fenotípica de los ratones transgénicos KAP. La Fig. 2(A) es una imagen del gel de agarosa
para visualizar el análisis de expresión por RT-PCR no-cuantitativa del ARN total extraído de distintos tejidos de
ratones transgénicos. Como control de la cantidad de RNA y para evaluar la integridad se emplea la determinación de
RNA procedente de ciclofilina A (Cyp A) amplificada. La Fig. 2 (B) es una imagen de secciones de riñón embebidas
en parafina, de ratón transgénico (KAP Tg) o control, reveladas con un anticuerpo monoclonal anti-KAP1 (20 µg/ml).
C: control, M: marcadores peso molecular, K: riñón, B: cerebro, E: epidídimo, T: testículo, Li: hígado, Lu: pulmón,
Mu: músculo, H: corazón.

La Fig. 3 muestra distintas imágenes que permiten evaluar histológica y patológicamente los ratones transgénicos
KAP. En la Fig. 3.(A) se muestran secciones de riñones congelados de ratones transgénicos (KAP Tg) y ratones control
teñidos con los reactivos Masson’s Trichromic (Tr), eosina-Ematoxilina (H-E) y Periodic Acid Shiff (PAS). La Fig.
3(B) muestra una imagen por microscopía electrónica de barrido de la corrosión vascular. Para cada experimento se
emplearon al menos 6 animales diferentes de cada grupo.

La Fig. 4 muestra diversos gráficos de barras en los que se evalúan distintos parámetros para el análisis hemodi-
námico de los ratones transgénicos KAP (KAP Tg). En Fig. 4(A) y (B) se comparan los valores de presión arterial
sistólica (SAP) y diastólica (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 presión arterial (MAP) de ratones transgénicos y control. Los resultados corresponden a la media de 6
animales por grupo. BP significa Presión arterial en milímetros de mercurio (mmHg).

Fig. 5. Excreción urinaria (UE) de ácido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) y efectos del compuesto inhibidor
N-hidroxi-N’-(4-n-butil-2-metilfenil) formamidina (het0016) en la determinación de la presión arterial. En la Fig. 5
(A) se muestra la Excreción urinaria (UE) de 20-HETE en ratones transgénicos (KAP tg) o control en condiciones
basales (Basal) o con previa administración del inhibidor de síntesis het0016. En la Fig. 5(B) se muestra el efecto de
la administración de het0016 sobre la presión sistólica y diastólica de ratones transgénicos o control, respecto de los
valores basales de estos parámetros. En todos los gráficos 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 vehículo (basales) o tratados con het0016.

Fig. 6. Diagramas de barras que muestran el estrés oxidativo en animales transgénicos y control, mediante la deter-
minación de la excreción urinaria (UE) de los compuestos 8-iso-prostaglandina F2 alfa (PGF2α), 8-hidroxiguanosina
(8-OHdG) y ácido tiobarbitúrico (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 superóxido dismutasa total (SOD T), superóxido dismutasa
mitocondrial (SOD CuZn) y superóxido dismutasa citoplasmática (SOD-Mn) en Unidades enzimáticas por miligramo
de proteína (U/mg prot). La Fig. 7(B) muestra los datos de actividad de la enzima catalas (CAT) en katales por gramo
de proteína (K/g prot); y la Fig. 7(C) la actividad de las enzimas glutatión peroxidasa total (T-GSHPx) y glutatión
peroxidasa dependiente de selenio (Se-GSH-Px) en Unidades enzimáticas por miligramo de proteína (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).

5



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 289 A1

Exposición detallada de la invención

Según se ha Indicado anteriormente, la invención tiene por objeto una construcción génica que comprende el gen
de la proteína renal regulada por andrógenos (KAP) de ratón bajo el control de un promotor específico de expresión
en tejido renal. Esta construcción puede ser introducida en sistemas celulares o animales no humanos con la finalidad
de obtener un modelo apto para el estudio de la hipertensión y/o el daño renal derivado de la sobreexpresión de esta
proteína de ratón.

En una realización preferida, la construcción génica comprende como promotor el propio promotor de la proteína
KAP de ratón (pKAP). Preferiblemente, dicho promotor tiene la secuencia SEC ID NO 2.

La construcción génica de la invención, preferiblemente, comprende la SEC ID NO. 1. Esta secuencia incluye el
cADN codificante de la proteína KAP de ratón y 1542 pares de bases del promotor del gen de la proteína KAP, así
como secuencias del gen del angiotensinógeno humano que no codifican para la proteína en cuestión (KAP) y que
actúan como secuencias “enhancer” o incrementadoras de la expresión.

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

Para la obtención del modelo animal de acuerdo con el cuarto aspecto de la invención se puede seguir el siguiente
protocolo: (a) diseñar una construcción génica según el primer aspecto de la invención; (b) microinyectar la construc-
ción génica en un pronúcleo masculino de un óvulo fertilizado de ratón; (c) cultivar el óvulo obtenido; (d) trasplantarlo
a un oviducto de un ratón hembra pseudopreñada; y (e) seleccionar de entre la progenie aquellos animales que contie-
nen el cADN de KAP.

En una realización preferida, el animal no humano empleado es un ratón (Mus musculus) y la construcción génica
desnuda se microinyecta en el pronúcleo masculino de un óvulo fertilizado de ratón. El óvulo obtenido se cultiva y
finalmente trasplanta en el oviducto de un ratón hembra pseudopreñada. Finalmente, se selecciona a la progenie de esta
hembra que contiene la citada construcción en su genoma. Según se detalla en los ejemplos adjuntos, esta progenie
presenta un cuadro fisiológico de hipertensión y de daño renal.

También de acuerdo con los ejemplos adjuntos, la invención proporciona un método experimental no médico
de inducir hipertensión y/o daño renal en ratones que sobreexpresan la proteína KAP bajo el control de su propio
promotor (pKAP). Este método es también aplicable a sistemas celulares, por ejemplo células de alguna estructura
del riñón, las cuales pueden ser modificadas genéticamente in vitro para que sobreexpresen la proteína KAP, aún bajo
el control de otro promotor específico para las mismas, y cuyo fenotipo sea equivalente a daño nefrológico. Otros
promotores específicos de tejido renal incluirían el promotor del gen de la cadherina específica de riñón, el promotor
del cotransportador de glucosa/ Na+ de alta capacidad (Sglt2), etc. Como bien entenderá un experto en la materia,
algunos cambios fenotípicos observados en un cultivo de tejido renal son a la vez indicativos de problemas en la
presión sanguínea por el hecho que el riñón es uno de los órganos más implicados en el control de la citada presión.

Con un sistema celular u organismo animal no humano modificado genéticamente con la construcción génica de
la invención, puede llevarse a cabo un método de cribaje de compuestos candidatos a reducir la hipertensión y/o daño
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 parámetros fisiológicos indicativos de tensión y/o daño renal. Ejemplos
de dichos parámetros incluyen la medición de la presión sanguínea, determinación de niveles de marcadores de estrés
oxidativo, determinación de la actividad de enzimas antioxidantes, determinación de los niveles de creatinina, glucosa,
proteína y/o sales en orina, visualización de biopsias de tejido renal, o mezclas de los mismos. Si el sistema celular u
organismo animal no humano muestra una reducción de la tensión y/o del daño renal, el compuesto candidato es un
compuesto apto para tal o tales usos.

Un ejemplo de que los sistemas celulares y animales de la invención pueden emplearse en un método de cribaje
es el que se describe en el Ejemplo 4 (ver a continuación), donde la administración del compuesto het0016 provoca la
disminución de la síntesis del vasoconstrictor 20-HETE y la presión sistólica y diastólica de los ratones.

Alternativamente, el método de cribaje puede llevarse a cabo para localizar compuestos candidatos a tratar la
hipertensión y/o daño renal inducido por la sobreexpresión de la proteína KAP de ratón, determinándose precisamente
los niveles de expresión de KAP, una vez administrado el compuesto a un animal no humano o sistema celular. Si se
detecta una reducción de la expresión de la proteína KAP, esto es indicativo de que el compuesto es útil para tratar
la hipertensión y/o daño renal. El experto en la materia conocerá las técnicas experimentales para llevar a cabo la
determinación de los niveles de expresión de la citada proteína. Ejemplos de ellos incluyen técnicas de cuantificación
de mRNA (RT-PCR), técnicas de cuantificación de proteínas, tal como electroforesis de proteínas, inmunoensayos
(ELISA, RIA), etc.
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Aunque en los ejemplos adjuntos se detallan los resultados obtenidos con una construcción que se correspondía
con la SEC ID NO 1, un experto en la materia entenderá que forma parte también de la invención el empleo de
construcciones análogas, las cuales, sin dejar de comprender aquellos componentes esenciales para la producción de
KAP sobreexpresada, permitan evaluar y seguir mejor los resultados. Así, se contempla la posibilidad que el gen que
codifica para la proteína KAP y que está insertado en la construcción, de lugar a una proteína KAP modificada con
epítopos u otro tipo de marcadores que permitan seguir con mayor facilidad la sobreexpresión de la misma.

Ejemplo 1

Generación ratón transgénico

Partiendo de RNA de riñón de ratones macho C57BL/6 y mediante RT-PCR (INVITROGEN life technologies
SuperScript One-Step RTPCR System) se obtuvo el cADN completo de la proteína KAP con extremos NotI modifica-
dos y se clonó en el vector pCR2.1-TOPO (INVITROGEN life technologies). El cADN de KAP modificado se clonó
seguidamente en los lugares NotI de un vector conocido como vector pKAP2. El vector pKAP2 dirige la expresión
génica heteróloga a las células del túbulo proximal renal de modo específico y dependiente de andrógenos.

Este vector pKAP2 se genera según 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. Básicamente, este vector pKAP2 deriva de una construcción que
contiene el promotor del gen de la proteína KAP operativamente unido al gen del angiotensinógeno humano (pKAP-
hAGT). Esta construcción se modifica para introducir un sitio de restricción NotI aguas abajo del promotor KAP
(pKAP) a la vez que se elimina el exón II que codifica por el hAGT. Para ello, se amplifica el gen de hAGT y en él se
introduce un sitio de restricción NotI a 42 pares de bases del final del citado exón II. El producto de PCR se inserta
en el vector pCR2.1 (INVITROGEN life Technologies), digerido con SpeI y NotI, y subclonado en el vector pGEM5.
Seguidamente se amplifica el promotor KAP y se añade un sitio de restricción NotI. Este nuevo producto de PCR se
inserta en el vector pCR2.1 (INVITROGEN life Technologies), digerido con NdeI y NotI, y se subclona en el vector
pGEM5 que contiene el gen del hAGT modificado.

El transgén final o construcción génica de 12,000 kb, pKAP2-KAP (SEC ID NO 1) detallado en la Fig. 1, fue
liberado por digestión con NdeI y SpeI, separado mediante electroforesis en gel de agarosa y recuperado del gel por
extracción. Todos los lugares de unión al vector se verificaron por secuenciación.

La construcción génica pKAP2-KAP (SEC ID NO 1) aislada se microinyectó en embriones fertilizados de ratón en
estado de una célula, obtenidos a partir de hembras superovuladas C57BL/6J x SJL/J (B6SJL F2) utilizando protocolos
estándar. La presencia del transgén se identificó por Southern Blot de ADN genómico procedente de cola y digerido
con EcoRI, utilizando como sonda la misma construcción pKAP2-KAP marcada con 32P. Tras verificar que, tanto
el Southern Blot como el análisis por PCR de ADN genómico procedente de cola, generaban resultados idénticos,
la identificación de la descendencia transgénica se llevó a cabo mediante PCR. Como controles de los estudios aquí
descritos se utilizaron hermanos de la carnada no transgénicos, iguales en edad y sexo.

Todos los animales recibieron dieta estándar y agua ad libitum. Todos los protocolos experimentales realizados en
animales se llevaron a cabo de acuerdo con estándares institucionales, que abarcan los requerimientos establecidos por
el Gobierno Español y la Comunidad Europea (Real Decreto 1201/2005: B.O.E. nº 252.21/10/2005).

Análisis de la expresión de RNA mediante reacción en cadena de la polimerasa de transcripción reversa (RT-PCR):

Se extrajo RNA total de diferentes tejidos de los ratones, siguiendo el método del tiocianato de guanidinio/fenol-
cloroformo, seguido por extracción 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 número
de ciclos de amplificación. Las reacciones de PCR resultaron ser lineales para 18-24 ciclos. Para la detección 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 amplificó la Ciclofilina A. Los productos de amplificación 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 detectó la banda correspondiente a la proteína ciclofilina A
(CypA). Puede apreciarse en esta Fig. 2(A) que únicamente aparece una banda correspondiente a la expresión de la
proteína KAP en el carril de tejido de riñón (K). Este hecho demuestra que la construcción génica pKAP2-KAP (SEC
ID NO 1) es específica de este órgano.

Los experimentos cuantitativos de RT-PCR a tiempo real se realizaron utilizando el sistema de PCR con sondas
Taqman fluorogénicas. La reacción de RT se llevó 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
reacción de 20 mL. El cADN así obtenido se utilizó como molde para la PCR cuantitativa. La PCR cuantitativa se
realizó utilizando sondas Taqman gen-específicas Cyp4A14, Cyp2D9, Cyp4A10 y Cyp4A12. La señal fluorescente se
monitorizó mediante el sistema de detección de secuencias GeneAmp 5700 (Applied Biosystems). Se utilizó la Master
Mix Taqman Universal (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de ciclos: un paso inicial de 50ºC durante
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2 minutos, 95ºC durante 10 minutos y ciclos dobles de 95ºC 15 segundos y 60ºC 1 minuto, durante 40 ciclos. Todos
los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los análisis post-PCR se llevaron a cabo utilizando el software
GeneAmp 5700 SDS.

La distribución de tejido transgénico, según se desprende de los datos de RT-PCR de la Fig. 2(A), mostró expresión
de la proteína KAP únicamente en tejido renal, en donde los niveles de la proteína KAP eran el doble en comparación
con aquellos detectados para los animales control (datos control no mostrados).

El análisis inmunohistoquímico utilizando anticuerpos específicos de la proteína KAP, según se desprende de la
Fig. 2(B), indica que la expresión de esta proteína se restringe además a los túbulos proximales, tal como se esperaba
de la construcción pKAP2-KAP (SEC ID NO 1). Para este ensayo, se siguieron los protocolos de inmunohistoquímica
y microscopía confocal siguientes:

Secciones de riñón de 3 mm de espesor embebidas en parafina y fijadas en formalina se desparafinaron, rehidrataron
y se sometieron a un tratamiento para exponer el antígeno. Para ello, las secciones se calentaron en una solución 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 máxima. 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 endógena se inactivo
en las secciones mediante 3% H2O2 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 ratón primario anti-
KAP (20 mg/ml) diluido en PBS, toda la noche a 4ºC, según se describe en Cebrián 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 reacción antígeno-anticuerpo se utilizó el
método del polímero marcado con peroxidasa y conjugado con una IgG de cabra anti-ratón (Dako EnVision System;
Dako A/S Copenhagen, Denmark) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Los productos de la inmunoreacción
se visualizaron utilizando el sustrato 3,3’-diaminobencidina. Las secciones se contratiñeron con hematoxilina Dako
REALTM (Dako A/S Copenhague, Dinamarca).

Las secciones de riñón se incubaron con anticuerpo de conejo anti-ratón para el colágeno IV (Chemicon Internacio-
nal, Temecula California, USA) a una dilución de 1:100. Como anticuerpo secundario para el análisis de microscopía
confocal de barrido láser (TCS SP2; Leica Microsystems Gmb, Heidelberg, Germany) se utilizó IgG biotinilada anti-
conejo, el conjugado Streptavidina Alexa Fluor 488 como fluorocromo (Molecular Probes) y yoduro de propidio para
la contratinción nuclear (Sigma-Aldrich).

Ejemplo 2

Determinación histológica y patológica de los ratones

Con la finalidad de caracterizar de manera más amplia los ratones transgénicos obtenidos con la construcción
génica de la invención, se llevó a cabo un estudio histológico y patológico de los mismos.

Para la determinación histológica se extrajeron los riñónes de los ratones y se fijaron en formalina al 10%. Para el
examen histológico, 4 mm de secciones congeladas de riñón se tiñeron con eosina-Ematoxilina (H-E), Ácido de Shiff
periódico (Periodic Acid Shiff (PAS)) y el compuesto Tricrómico de Masson (Masson’s Trichromic (Tr)), siguiéndose
los protocolos estándar para histoquímica.

Los árboles vasculares renales se obtuvieron utilizando Mercox (Japan Vilene Co.; proporcionado por Ladd Re-
search Industries, Williston, Vt, USA). La aorta abdominal se diseccionó y canuló. Tras la polimerización, las muestras
se colocaron en agua jabonosa y posteriormente se dejaron macerar en una solución de hidróxido de potasio (KOH) al
10%. Una vez disecados, los árboles fueron recubiertos con partículas de oro y observados por microscopía electrónica
de barrido en un Hitachi S-570 a un voltage de aceleración entre 10-15 kV.

El análisis histopatológico utilizando las tinciones de hematoxilina/eosina, PAS y tricrómico de Masson, no mostró
lesiones tubulares significativas pero reveló diferentes alteraciones glomerulares que incluían dilatación 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 riñón, en el cuál se acumula un exceso de
fibras de tejido conectivo que lo dejan total o parcialmente no operativo. Esto último fue posteriormente corroborado
por aumento de colágeno tipo IV en la membrana basal y aumento de los niveles de colágeno tipo I y fibronectina
en los extractos de riñón completo (datos no mostrados). Las diferencias en marcadores de fibrosis por ensayos de
transferencia western (western blot) en extractos de riñón entero fueron menos pronunciadas que las observadas por
microscopía confocal en glomérulos seleccionados, probablemente debido a la contribución de tejido no afectado
en los extractos de riñón entero. La microscopía electrónica de barrido en los árboles vasculares renales, que puede
visualizarse en la Fig. 3(B) reveló un colapso capilar severo en los glomérulos afectados de los animales transgénicos.

Puede entonces concluirse de los datos experimentales arriba descritos que se observó 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 presión sanguínea

Otro parámetro que se evaluó en los animales del Ejemplo 1 fue la presión sanguínea. Para ello, se determinó la
presión arterial por telemetría en animales sin anestesia o en restricción de movimiento para evitar los efectos interfe-
rentes de estos dos parámetros en la presión arterial. La medida de la presión sanguínea por sistema de radiotelemetría
se llevó a cabo con un catéter implantado en la arteria carótida de cada ratón. El catéter estaba unido a un transductor
de presión, un transmisor y una batería, todo ello encapsulado en un monitor electrónico 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 días después, las jaulas se colocaron sobre un receptor de radio en un ambiente silencioso y
se tomaron varias veces la medida de la presión arterial diastólica y sistólica, así como el latido del corazón (pulso).

En la Fig. 4 se muestran unos diagramas de barras con los resultados de los distintos parámetros para el análisis
hemodinámico de los ratones transgénicos KAP (KAP Tg). En la Fig. 4(A) y (B) se comparan los valores de presión
arterial sistólica (SAP) y diastólica (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 presión arterial (MAP) de ratones transgénicos y control. Los resultados corresponden a la media
de 6 animales por grupo. BP significa presión sanguínea en milímetros de mercurio (mm Hg).

Las medidas de presión arterial sistólica y diastólica en los animales transgénicos, según se desprende de esta Fig.
4, revelaron que estos animales eran hipertensos. En estos animales modificados genéticamente el incremento de la
presión arterial se produjo a los 4-6 meses, estabilizándose 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 proteína KAP estaba implicada
en los mecanismos de control de la presión sanguínea.

Ejemplo 4

Análisis de la función renal

Para evaluar aquellos parámetros 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, proteína y glucosa.

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

Según se desprende de la tabla adjunta, se observó 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 veían
modificados en gran medida respecto de los controles.

TABLA 1

Análisis de la función renal en animales transgénicos respecto animales control

9



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 289 A1

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, así como la actividad de diferentes enzimas antio-
xidantes.

En la Fig. 5 se muestran los resultados de la excreción urinaria (UE) de ácido 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 presión arterial de los ratones.

El compuesto 20-HETE es un metabolito vasoconstrictor que actúa a través de la hidroxilación del ácido araqui-
dónico. Se conoce que, al menos parcialmente, el compuesto 20-HETE estimula la producción de especies oxidativas
reactivas a través de la activación de la enzima NADPH oxidasa. Según se desprende de la Fig. 5(A), en los anima-
les transgénicos se observaron unos niveles de excreción basales (Basal) de 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE)
significativamente mayores que en los animales control. Además, 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 síntesis del
vasoconstrictor 20-HETE, este metabolito quedaba completamente eliminado. Este hecho significaba que el citado
vasoconstrictor estaba implicado con el incremento de la presión arterial observada en los ratones transgénicos. Evi-
dentemente, el efecto del inhibidor het0016 también se observaba, de manera análoga, en los animales control.

Paralelamente a la excreción urinaria de 20-HETE, también se determinó la presión sistólica y diastólica de los
ratones. Según se desprende de la Fig. 5(B), la presión sanguínea de los animales disminuyó una vez administrado
el inhibidor het0016, hecho que vuelve a indicar que la sobreexpresión de la proteína KAP está asociada con un
incremento en la producción del metabolito HETE.

Otros marcadores de estrés oxidativo renal que se evaluaron en orina fueron los compuestos 8-iso-prostaglandina
F2 alfa (PGF2α), 8-hidroxiguanosina (8-OHdG) y ácido tiobarbitúrico (TABA), así como la actividad de diferentes
enzimas antioxidantes.

En cuanto a los datos extraídos del análisis de estrés oxidativo (medición de los niveles de marcadores específi-
cos), se deduce de la Fig. 6 que los niveles de excreción de los compuestos 8-iso-prostaglandina F2 alfa (PGF2α), 8-
hidroxiguanosina (8-OHdG) y ácido tiobarbitúrico (TABA), se encontraban significativamente elevados en los anima-
les transgénicos y además correlacionaban con un mayor daño oxidativo en los riñónes de estos animales, tal como
se desprende del daño observado a nivel de ADN mitocondrial (mtADN). Estos resultados de ADN mitocondrial,
no mostrados, soportan el concepto que la hipertensión inducida por la sobreexpresión de KAP se basa en el estrés
oxidativo que, en parte, proviene del riñón.

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

Para la determinación de las actividades enzimáticas el tejido renal se homogeneizó en tampón PBS, se sonicó
durante 1,5 minutos, se centrifugó y finalmente se recolectó el sobrenadante. La actividad de SOD T se determinó por
el método de McCord y Fridovich, midiéndose la inhibición de la reducción del citocromo c por un radical superóxido.
La actividad de SOD Mn se midió en presencia de 10 mM KCN. La actividad de glutatión peroxidasa (GSH-Px) se
determinó utilizando el método de Lawrence y Buró, en el cual la actividad de esta enzima está acoplada a la oxida-
ción de NADPH por la glutatión reductasa y se monitoriza a 340 nm. Finalmente, la actividad de CAT se determinó
espectrofotométricamente siguiendo el método de Aebi, monitorizándose la degradación de H2O2 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
superóxido dismutasa total (SOD T), superóxido dismutasa mitocondrial (SOD CuZn) y superóxido dismutasa cito-
plasmática (SOD-Mn) en Unidades enzimáicas por miligramo de proteína (U/mg prot). La Fig. 7(B) muestra los datos
de actividad de la enzima catalasa (CAT) en katales por gramo de proteína (K/g prot); y la Fig. 7(C) la actividad
de las enzimas glutatión peroxidasa total (T-GSHPx) y glutatión peroxidasa dependiente de selenio (Se-GSH-Px) en
Unidades enzimáticas por miligramo de proteína (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 únicamente
con un supuesto incremento de la actividad de la enzima NADPH oxidasa a través de la producción de 20-HETE,
sino que también contribuyen las deficiencias significativas en la actividad de las enzimas antioxidantes glutatión
peroxidasa y catalasa del tejido renal. Por el hecho que esta deficiencia enzimática no se observó para la superóxido
dismutasa, se postula que es el compuesto H2O2 y no el anión su peróxido (O2

−) quien puede estar afectando a dichos
animales transgénicos.
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Ejemplo 5

Análisis de expresión génica diferencial en micromatrices

Con la finalidad de caracterizar mejor el sistema, se realizaron además análisis transcriptómicos utilizándose 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 función molecular según la base de datos Gene Ontology.

Todos estos genes diferencial mente expresados en los ratones transgénicos se correspondían con genes de me-
tabolismo lipídico (14.8%), proliferación celular (15.8%), migración y adhesión celular (19.8%), transporte tubular
renal (8.9%), respuesta inmune (11.8%), metabolismo lipídico (10.8%), respuesta a estrés (5.9%) y genes de función
desconocida (11.8%).

Algunos de los genes de metabolismo lipídico que se expresan de manera significativamente diferente corres-
pondían al polipéptido 14 de la subfamilia a dentro de la familia 4 del citocromo P450 (Cyp4a14), a la proteína 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 sobreexpresión de la proteína KAP provoca hipertensión y alteraciones severas
en riñón. La hipertensión y el incremento de la presión en los capilares glomerulares conducen a un cuadro de glo-
meruloesclerosis, proteinuria y desarrollo de enfermedades crónicas renales. Considerando que la incidencia de estas
disfunciones renales asociadas con enfermedades cardiovasculares es cada vez mayor en los países industrializados,
el objeto de la presente invención supone un gran avance como herramienta para el estudio de las causas de estas
alteraciones y para el futuro desarrollo de nuevos fármacos más específicos para su tratamiento.

De hecho, se postula que tanto el déficit de proteína KAP, por ejemplo debido al tratamiento con inmunosupreso-
res, como su sobreexpresión, por ejemplo con un cuadro fisiológico como el del modelo propuesto en la invención,
son nocivos para el riñón. Consecuentemente, parece que los niveles de proteína KAP deben mantenerse en rangos
fisiológicos estrictos para el buen funcionamiento del riñón, lo que explica el estricto control al que está sometida la
expresión de su RNA mensajero, así como el estricto control post-traduccional que también viene observándose.

11
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REIVINDICACIONES

1. Construcción génica que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica para la proteína renal regulada
por andrógenos (KAP) de ratón bajo el control de un promotor específico de expresión en tejido renal.

2. Construcción génica de la reivindicación 1, donde el promotor específico de expresión en tejido renal es el
promotor de la proteína KAP.

3. Construcción génica de la reivindicación 2, en donde el promotor tiene la secuencia SEC ID NO 2.

4. Construcción génica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene la SEC ID NO. 1.

5. Vector de expresión que comprende la construcción génica definida en las reivindicaciones anteriores.

6. Sistema celular que comprende la construcción génica según se define en las reivindicaciones 1 a 4 y/o un vector
según se define en la reivindicación 5.

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

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

9. Método experimental no médico para la inducción de hipertensión y/o daño renal en un organismo o sistema
celular experimentales, en donde se sobreexpresa la construcción génica según se define en cualquiera de las reivindi-
caciones 1-4.

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

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

b) determinar parámetros fisiológicos indicativos de tensión y/o daño renal; de modo que si el sistema celular
o animal muestra una reducción de la tensión y/o del daño renal, el compuesto candidato es un compuesto
útil en la reducción de la hipertensión y/o daño renal.

11. Método de cribaje de la reivindicación 10, donde los parámetros fisiológicos indicativos de tensión y/o daño
renal se seleccionan del grupo que consiste en: medición de la presión sanguínea, determinación de niveles de mar-
cadores de estrés oxidativo, determinación de la actividad de enzimas antioxidantes, deteminación de los niveles de
creatinina, glucosa, proteína y/o sales en orina, o mezclas de los mismos.

12. Método de cribaje de compuestos candidatos a tratar la hipertensión y/o daño renal inducido por la sobreex-
presión de la proteína KAP de ratón que comprende:

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

b) determinar los niveles de expresión de KAP;

de modo que si se determina una reducción de la expresión de la proteína KAP, esto es indicativo de que el
compuesto es útil para tratar la hipertesión y/o daño renal.

12
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LISTA DE SECUENCIAS

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

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

<130> P1252ES00

<160> 4

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 10060
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Construcción génica con promotor de la proteína KAP de Mus musculus operativamente unido a la secuencia

de ADN codificante de la proteína KAP

<400> 1
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<210> 2
<211> 1544
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia promotor modificado proteína KAP de Mus musculus
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<400> 2

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

<220>
<223> Cebador PCR directo
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<400> 3

<210> 4
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR reverso

<400> 4
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1. Documentos considerados:

A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
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Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 NIU, E. et al. "genomic organization and DNA sequence of the mou-

se kidney androgen-regulated protein (KAP) gene". DNA AND CE-
LL BIOLOGY . 1991. Vol. 10, No. 1, páginas 41-48.

1991

D02 DING, Y. 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.
31.10.1997. Vol. 272, No. 44, páginas 28142-28148.
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D03 LAVOIE, J.L. et al. "Increased blood pressure in transgenic mice
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ximal tubule". AM J PHYSIOL RENAL PHYSIOL. Mayo 2004. Vol.
286, páginas 965-F971.

01-05-2004

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 organización genética de la secuencia de ADN que codifica la proteína KAP de ratón. La Fig. 4,
describe la secuencia del promotor de la proteína KAP.

El documento D02, describe la construcción de un ratón transgénico que incluye una construcción de angiotensinógeno hu-
mano bajo el control del promotor KAP. Dicha construcción se expresa en las células PCT (túbulo contorneado proximal) del
riñón y el modelo permite examinar la expresión específica en riñón de angiotensinógeno y su relación con la regulación de la
presión arterial.

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

Los documentos D04 y D05, presentan animales transgénicos que incluyen genes relacionados con la hipertensión, diseñados
para el estudio y rastreo de nuevos fármacos antihipertensivos.

2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución 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 declaración

NOVEDAD

Las reivindicaciones 1-3, 5 y 6, en la forma en que están redactadas, se encuentran incluidas en el objeto descrito en el
documento D01. El documento presenta la secuencia del gen KAP y la secuencia de su promotor (SEQ ID no 2, reivindicación
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 construcción de la reivindicación 4 es nueva y los ratones transgénicos hipertensos portadores de dicha construcción
también lo son. Las reivindicaciones 4, 7-12 cumplen el requisito de novedad de acuerdo al Art. 6 de la LP.
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Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinión escrita hoja adicional) Página 5/5

ACTIVIDAD INVENTIVA

Reivindicaciones 1-8.

La construcción genética de la invención se basa en la descrita en el documento D03 con la que se consigue expresar renina
humana inducible por andrógenos (bajo el control del promotor KAP), en los tubos proximales de riñón de un ratón 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 construcción de la solicitud, se ha sustituido el gen hREN por el gen mKAP. Teniendo en cuenta esta similitud, no se
considera que requiera ningún esfuerzo inventivo para un experto en la materia, estudiar el comportamiento de la proteína KAP
en un ratón transgénico, portador de una construcción 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 utilización de ratones transgénicos en la búsqueda de fármacos activos frente a patologías relacionadas con la expresión de
genes de los que son portadores, está 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 hipertensión.

El método para identificar fármacos para tratar la hipertensión de la presente invención, no supone un esfuerzo inventivo
respecto a los métodos de identificación 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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