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DESCRIPCION

Modelo de ratén para soriasis y artritis soriatica.

La invencion se refiere al campo de la soriasis.

La soriasis, que afecta a aproximadamente el 2% de la poblacién, es uno de los trastornos de la piel humana mas
comunes que afecta a la piel y a las articulaciones. Se caracteriza por complejas alteraciones de diversos tipos
celulares. Entre ellas se incluyen la hiperproliferacion epidérmica y alteraciones de la diferenciacion, asi como
angiogénesis y dilatacion de los vasos sanguineos dérmicos (Schon, 1999; Lebwohl, 2003). Ademas, se observa un
infiltrado leucocitico mixto. Estad compuesto de linfocitos T activados, neutréfilos dentro de la dermis y microabscesos
epidérmicos, macréfagos de revestimiento y un nimero incrementado de mastocitos dérmicos. Las citoquinas, entre
ellas el factor a de necrosis tumoral (TNF-a), la interleuquina-1 (IL-1), el interferén y (INF-y), IL-6, IL-8, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor a de crecimiento transformante (TGF-a) se cree que median en las
alteraciones del tejido psoriatico (Schon, 1999).

Durante décadas la controversia ha sido si la soriasis resulta de anormalidades primarias en la epidermis o si
presenta una base inmunoldgica (Nickoloffet al., 2000). Aunque se acumula la evidencia de que presenta una base
inmunoldgica, otros autores interpretan que la soriasis es un patron de respuesta epitelial anormal determinado
genéticamente frente a la infeccién y/o a insultos fisicoquimicos a la piel.

Se ha puesto de manifiesto que la piel soriatica es un caldo de cultivo de factores de crecimiento epidérmico y
mediadores inflamatorios. La evidencia en apoyo de un papel crucial para dichos mediadores procede de pacientses
que responden a las terapias inmunosupresoras, antiinflamatorias y antiproliferativas, tales como ciclosporina,
metotrexato, tacrolimus, corticoesteroides y psoralén activado por luz ultravioleta. Sin embargo, los grandes
esfuerzos destinados a dirigir mediadores inflamatorios y factores de crecimiento de los queratinocitos a la piel no
han reproducido por completo el fenotipo soriatico (Xiaet al., 2003), que de esta manera hasta el momento sdélo ha
sido modelado fielmente en animales mediante trasplante de piel soridtica a ratones con sindrome de
inmunodeficiencia combinada severa (SCID). Hasta el momento ningn modelo de ratén informado imita todas las
caracteristicas observadas en la soriasis en el ser humano, incluyendo la artritis soriatica, que se encuentra presente
en hasta 40% de los pacientes de soriasis.

Debido a que no existe ninguna enfermedad de la piel animal de origen natural que sea similar tanto en fenotipo
como en inmunopatogénesis a la soriasis, la investigacion sobre la patogénesis de este trastorno comun de la piel se
ha visto severamente dificultada.

En consecuencia, existe una necesidad de un modelo animal eficiente y significativo para el estudio de la soriasis y
para el ensayo de candidatos a farmacos efectivos en el tratamiento de este trastorno.

Es un objetivo de la invencién proporcionar un modelo animal para la soriasis, incluyendo la artritis soriatica.

La solucién del problema subyacente a la invencién se basa en los mecanismos moleculares asociados al factor de
transcripcion AP-1.

El factor de transcripcion AP-1 es generado por una serie de dimeros de productos de las familias de proteinas Fos,
Jun y CREB/ATF (Eferl y Wagner, 2003), asi como por otras proteinas bZip. Ademéas, se han observado
asociaciones entre Fos o Jun y la subunidad p65 de NFkB (Steinet al., 1993) y ATF-2 y p50-NFkB (Du et al., 1993).
La asociacion combinatorial puede utilizar algunos de los genes siguientes: los tres genes Jun (c-Jun, JunB, JunD),
los cuatro genes Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra2) y algunos de los genes CREB/ATF. A pesar del elevado grado de
homologia de las caracteristicas estructurales globales, los diferentes miembros de las familias de Fos, Jun y CREB
muestran diferencias significativas, que conducen a diferencias sutiles de union y activacion transcripcional del ADN
(Angel y Herrlich, 1994), sugiriendo funciones especificas en la regulacién génica para los dimeros individuales. Los
miembros de la familia de AP-1 participan en el control de la proliferacion celular, asi como en diversos tipos de
diferenciacion, y también en la funcién neural y las respuestas al estrés. AP-1 es uno de los factores clave que
traduce los estimulos externos en cambios de expresion génica tanto a corto plazo como a largo plazo.

El factor de transcripcion c-Jun interactla con factores de transcripcion relacionados y no relacionados, ganando
influencia sobre rutas de sefiales diferentes y aparentemente no relacionadas que controlan diversos genes diana. c-
Jun recibe el input regulador originado en el exterior de la célula, atravesando la membrana plasmatica, el
citoplasma y la cubierta nuclear en una cascada de reacciones bioquimicas (Herrlich y Ponta, 1989; Ransone y
Verma, 1990; Karin y Smeal, 1992). Estas sefiales pueden modificar la transcripcion del gen c-Jun o afectar a la
actividad de la proteina c-Jun post-traduccionalmente. La regulacién del potencial de transactivacion de c-Jun tiene
lugar a dos niveles diferentes: la fosforilacion incrementada del dominio de transactivacién causa un incremento de
la actividad transripcional, y el incremento de la unién al ADN se debe a la desfosforilaciénde la region de unién al
ADN (SAchsenmaier y Radler-Pohl, 1994). Las células de mamifero no estimuladas contienen cantidades bajas,
aunque detectables, de proteina c-Jun. En este estado, c-Jun se fosforila constitutivamente en las serinas y
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treoninas préximas a su dominio C-terminal de unién al ADN. La fosforilacién en esta region reduce marcadamente
la unién al ADN vy la capacidad de transactivacion de c-Jun in vitro (Boyleet al., 199) e in vivo (Linet al., 1992). En
contraste con el efecto negativo de la hiperfosforilaciénsobre la unién del ADN, el incremento de la fosforilacién en el
extremo N-terminal resulta necesario para la activacion de la funcién de transactivacion de c-Jun. Las serinas 73 y
63 se localizan en una posiciéon proxima a un tramo de aminoacidos descrito como la "region rica en prolinas”, que
resulta necesaria para la transactivacion y que puede servir como sustrato in vitro para las proteinas quinasa
activadas por mitégenos (MAP) (Pulvereret al., 1991). La regulacion transcripcional por parte de c-Jun es altamente
dependiente del tipo celular (Imleret al., 1988; Bohmann y Tjian, 1989; Baichwald y Tjian, 1990) debido a los
diferentes activadores situados cadena arriba, moléculas asociadas o dianas situadas cadena abajo y presentes en
los diferentes tipos celulares. Se ha propuesto un papel funcional para c-Jun en la piel en la diferenciaciéon y la
carcinogénesis. Debido a que los ratones con inactivacién de c-Jun no son viables (Johnson et al., 1993; Hilberget
al., 1993), sélo han podido investigarse las consecuencias de la falta de c-Jun durante el desarrollo X para la
carcinogénesis de la piel mediante la generacién de ratones con inactivacion condicional de c-Jun (c-Jun™®?) (Zenz
R. et al., 2003; Li et al., 2003). Los ratones que no presentan c-Jun en los queratinocitos (c-JunAep) desarrollan una
piel normal pero expresan niveles reducidos de EGFR en los parpados, conduciendo a que nazcan con los 0jos
abiertos, tal como se observa en los ratones con mutacion de anulacion de EGFR. Los queratinocitos primarios de
ratones c-Jun“®® proliferan mal, muestran una diferenciacién incrementada y forman haces de actina cortical
prominentes, muy probablemente debido a la menor expresion de EGFR y su ligando HB-EGF. En ausencia de c-
Jun, los ratones transgénicos K5-SOS-F con tendencia a la tumoracién desarrollan papilomas de menor tamafio, con
una expresion reducida de EGFR en los queratinocitos basales. De esta manera, mediante la utilizacion de tres
sistemas experimentales los presentes inventores demostraron que EGFR y HB-EGF se encuentran regulados por
c-Jun, que controla el desarrollo de los parpados, la proliferacion de los queratinocitos y la formacién de tumores en
la piel.

Todas las proteinas Jun (c-Jun, JunB y JunD) son similares con respecto a su estructura primaria y su especificidad
de unién al ADN. Sin embargo, JunB, debido a un pequefio nimero de cambios de aminoacidos en su region basica
de cremallera de leucinas muestra una actividad de union al ADN 10 veces mas débil y una propiedad de
homodimerizacidon reducida en comparacién con c-Jun. Los estudios de transfeccién sugieren que JunB es un
represor de la transactivacién y transformacion mediadas por AP-1, muy probablemente debido a la formacion
preferente de dimeros c-Jun/JunB inactivos (Chiuet al., 1989; Deng y Karin, 1993). Sin embargo, los datos in vitro e
in vivo han demostrado que JunB también puede ser un transactivador fuerte dependiendo tanto de la pareja de
interaccion como el contexto del promotor (Chiuet al., 1989; Li et al., 1999).

Debido a que los ratones con inactivacion de JunB no son viables (Schorpp-Kistneret al., 1999), las consecuencias
de la falta de JunB sobre el desarrollo y carcinogénesis de la piel s6lo pueden investigarse mediante la generacion
de ratones con inactivacion condicional de JunB (JunB“®?).

Dependiendo del sistema experimental, se creia que ¢c-Jun y JunB presentaban funciones opuestas en la regulacion
de la expresion génica, influyendo de esta manera sobre el resultado bioldgico de diversas sefiales externas e
internas que inducen la actividad de AP-1. Para verificarlo, en los experimentos que condujeron a la invencion, se
utilizé un nuevo sistema experimental mediante lageneracion de ratones con doble inactivacion especificamente en
losqueratinocitos, deficientes en c-Jun y JunB (c-JunAep, JunBBAep). Inesperadamente, estos ratones murieron poco
después del nacimiento, impidiendo el andlisis de los fenotipos en estadios posteriores del desarrollo de estos
ratones.

Por lo tanto, en los experimentos descritos en la invencion, se generd un ratdn con inactivacion condicional inducible
que era deficiente para c-Jun y JunB en los queratinocitos.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un ratén que es deficiente en c-Jun y en JunB en los queratinocitos
debido a la delecion de los genes de C-Jun y JunB en los queratinocitos.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un ratén transgénico en el que la delecion de los genes c-Jun y
JunB ha sido inducida en los queratinocitos mediante la expresién de un enzima de recombinacion inducible en los
queratinocitos.

En aras de la claridad, la terminologia y abreviaturas utilizadas en la presente memoria presentan los significados
siguientes:

c-Junf’f, JunB™ o c-Junf’f, Juan, respectivamente, se refiere a ratones con un locus c-Jun o JunB flanqueado por
sitios loxP (“floxado") o ratones con los loci c-Jun y JunBfloxados, respectivamente.

fIf fif fIf fif

c-Jun” K5-Cre-ER (0 JunB™ K5-Cre-ER o c-Jun”, JunB" K5-Cre-ER, respectivamente) se refiere a los ratones
floxados, en los que el gen o genes respectivos no han sido delecionados (todavia), debido a que resulta necesario
activar Cre en primer lugar. La activacion de Cre, y en consecuencia la deleciéon del gen o genes, se consigue
mediante la aplicacién de tamoxifeno( los ratones c-Jun™, JunB" K5-Cre-ER son representativos de los ratones
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anteriormente definidos, en los que la delecion de c-Jun y JunB puede inducirse especificamente en los
queratinocitos).

c-Jun”K5-Cre (o JunB”K5-Cre o c-Jun”, JunB™ K5-Cre, respectivamente) se refiere a ratones en los que el gen o
genes respectivos han sido delecionados en los queratinocitos (Cre se encuentra en el estado activo). Los ratones
cJun™, JunB" K5-Cre son representativos de los ratones anteriormente definidos, que son deficientes para c-Juny

JunB en los queratinocitos de la epidermis (dichos ratones también se denominan "ratones c-Jun AePx JunB ep*")

Los constituyentes K5, Cre y ER pueden sustituirse por cualquier otro promotor adecuado especifico de
queratinocitos, un enzima de recombinaciéon o un gen codificante de una molécula biolégica, respectivamente, los
cuales, tras la unién de su ligando, induzcan la activaciéon del enzima de recombinacién, por ejemplo otro receptor
hormonal, tal como el dominio de unién a receptores de la progesterona, que se activa con la unién de una
antiprogestina, por ejemplo RU486 (Minaminoet al., 2001).

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a métodos para generar ratones c-Jun®®®, JunB“*”’, segun las
reivindicaciones.

El principio de métodos adecuados se basa en protocolos conocidos para generar ratones transgénicos,
preferentemente utilizando tecnologia de células madre embrionarias (ES) Las caracteristicas esenciales de los
métodos preferentes adecuados para obtener los ratones c-Jun AeP  JunB** de la invencion son, por una parte, que
los genes c-Jun y JunB se encuentren flanqueados por sitios de reconommnento para un enzima de recombinacion
(recombinasa) especifico de sitio y, por otra parte, que la recombinase se haya obtenido mediante cruce del raton
con inactivacién condicional con un ratdn transgénico que expresa una recombinasa inducible en los queratinocitos.
La expresion especifica en los queratinocitos puede conseguirse mediante la utilizacion de un promotor especifico
de los queratinocitos; son ejemplos de promotores adecuados, K5, K6, K10 6 K14 (Jianget al., 1991).

En los experimentos que describe la invencién, se utilizé el sistema de delecion génica inducible que permite
delecionar ambos genes en los ratones adultos, tal como describen Vasioukhinet al., 1999. Este sistema permite
evitar la letalidad post-natal de lo ratones Jun AeP” JunBAeP, que no permitiria el anaI|S|s de los fenotipos en estadios
posteriores del desarrollo. Este sistema utiliza una linea de raton transgénico K5-Cre-ER, que expresa una fusion de
recombinasaCre-receptor de estrogenos bajo el control del promotor de queratina 5 (K5) especifico de los
gueratinocitos, especificamente en los queratinocitos. Mediante la utilizacion de este sistema pueden delecionarse
ambos genes en los ratones adultos mediante inyeccion intraperitoneal consecutiva de tamoxifeno (Brocardet al.,
1999; Vasioukhinet al., 1999). En los queratinocitos que expresan la proteina de fusion Cre-ER, el tamoxifeno, un
anti-estrogeno, se une al dominio mutado del receptor de estrogeno. Esta proteina de fusién mutada no se une al
17B-estradiol, mientras que se une al ligando sintético tamoxifeno (Danielianet al., 1993). La union del tamoxifeno
induce un cambio conformacional de la estructura de la proteina, conduciendo a una recombinasaCre activa. La
recombinasaCre activa es transportada al nucleo y deleciona las secuencias de ADN entre los 2 sitios loxP (gen
floxado).

Para obtener los ratones con doble inactivacion especifica de los queratinocitos de la invencion, deficientes tanto en
c-jun como JunB, segun una realizacion preferente se utiliza el sistema inducible loxP/Cre. Hasta el momento se
considera que este sistema es el disefio experimental méas fiable para la deleciénin vivo de genes somaticos
especifica de sitio controlada espaciotemporalmente. La delecién del gen o genes de interés (en el caso de la
presente invencién, c-Jun y JunB) puede inducirse mediante inyeccién intraperitoneal o mediante aplicacion topica
de un antiestrogeno tal como tamoxifenoo OH-tamoxifeno en la piel (Vasioukhinet al., 1999).

Alternativamente al sistema loxP/Cre, pueden utilizarse otros sistemas de delecidon de genes somaticos especificos
de sitio controlados espaciotemporalmente, para generar ratones con doble inactivacion especifica de
losqueratinocitosde c-Jun y JunB.

Son ejemplos de dichos métodos alternativos para manipular los ratones con inactivacién condicional de la
invencion, los sistemas de recombinasa especificos de sitio FIp-FRT y phiC31-att. Al igual que el sistema loxP/Cre,
estos sistemas satisfacen los requisitos de presentar el gen o genes de interés flanqueados por sitios de
reconocimiento para el enzima de recombinacion especifico de sitio y de proporcionar el enzima de recombinacion
mediante cruce del ratdbn con inactivacion condicional con un raton transgénico que expresa una recombinasa
constitutivamente activa o inducible en el tejido de interés (Branda y Dymecki, 2004).

Alternativamente a los sistemas de delecibn de genes somaticos especificos de sitio controlados
espaciotemporalmente, se han descrito las técnicas de ARNip para el silenciamiento génico especifico de la piel.

Recientemente, se han creado sistemas basados en plasmidos con promotores de ARN polimerasa Ill que controlan
moléculas de horquilla corta de ARN (ARNhc) con el fin de producir ARNip y se ha informado de la generacion de
lineas celulares ES con inactivaciones génicas utilizando ARNhc transgénico (Kunathet al., 2003). Ademas, se ha
establecido el transporte mediado viricamente para el silenciamiento especifico de genes diana en el higado y el
cerebro de ratones mediante la expresion de ARN interfiriente pequefio (ARNip) (Xiaet al., 2002). Estos sistemas
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pueden adaptarse a la generacion de ratones con inactivaciones génicas o para inactivar c-Jun y JunB en los
queratinocitos de ratén, por ejemplo mediante el disefio de constructos de ARNip que se expresan en los
gueratinocitos de los ratones tras el transporterealizado mediante protocolos de transporte génico adecuados.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a queratinocitos deficientes en c-Jun y JunB derivados de un raton
en el que los genes c-Jun y JunB han sido especificamente delecionados en los queratinocitos (c-JunAep , JunB”“e® ).
Los queratinocitos pueden obtenerse seguin métodos conocidos, por ejemplo mediante la utilizacién de un protocolo
descrito o creado por Carroll et al., 1995, Carroll y Molés, 2000, o el protocolo siguiente (descrito en la patente US n°®
6.566.136):

secciones de piel obtenidas de ratones sacrificados que han sido rapados y lavados se separan en dermis y
epidermis, por ejemplo mediante tratamiento con tripsina, por ejemplo mediante flotaciéon de las muestras de tejido
de piel en una solucién de tripsina (por ejemplo aproximadamente al 0,5%) durante un tiempo suficiente para
provocar la separacion celular. Se separa la dermis y la epidermis y posteriormente se introduce en un medio para
conseguir una suspension. El medio para conseguir una suspension puede contener una solucion de inhibidor de
tripsina de soja (SBTI) y se pone en contacto con las células durante un tiempo suficiente para inactivar la tripsina y
provocar la liberacion de las células. Las células se cultivan en un medio de cultivo de tejidos sin suero y se filtran
con el fin de obtener los queratinocitos deseados.

Los queratinocitos primarios resultantes seguidamente se siembran, a una densidad celular adecuada, por ejemplo
aproximadamente 1,2x10* células/cm?, sobre placas de cultivo previamente recubiertas. Las placas de cultivo
habitualmente se recubren con una composicién que incrementa la fijacién y crecimiento de los queratinocitos,
habitualmente una solucion que contiene fibronectina y colageno de tipo I.

Inesperadamente se encontr6 en los experimentos que describe la invencion, que los ratones, tras la
delecioninducida especificamente enqueratinocitos de c-Jun y JunB (ratones c-Jun®*”", JunB**""), desarrollaban una
enfermedad similar a la soriasis que mostraba las caracteristicas que son distintivas de la soriasis en el ser humano,
menos de 2 semanas después de la inyeccion de tamoxifeno. Este fenotipo sélo se observé tras la delecion de tanto
¢c-Jun como JunB, pero no se observé tras la delecion especificamenteenqueratinocitos de sélo ¢c-Jun o s6loJunB.

De esta manera, la invencion se refiere, en un aspecto adicional, a la utilizacion de ratones c-Jun®®®’, JunB®®”’
se define en las reivindicaciones, como modelo animal para la soriasis y la artritis soriatica.

segun

La presente invencion proporciona un modelo de raton Unico que recapitula muchas de las caracteristicas
histologicas y moleculares observadas en la piel y articulaciones de los pacientes soriaticos. El fenotipo se desarrolla
muy rapidamente con una eficiencia del 100%. La enfermedad no se caracteriza por una respuesta inflamatoria
generalizada, pero es prominente en areas de piel que no presentan pelo (orejas, patas y cola), lo que recuerda las
lesiones soriaticas de distribucion simétrica en el ser humano, claramente delimitadas y contiguas a piel que no
presenta sintomas. Los queratinocitos enfermos reflejan los cambios en la red de citoquinas y quimoquinasque se
informa que se producen en la soriasis. El perfilado de expresion reveld evidencia adicional de que los cambios en la
expresion génica eran similares a la mayoria de cambios genéticos documentados que se han descrito para la
soriasis humana.

Los ratones ratones c-Jun“®®’, JunB“** de la invencion y los queratinocitos deficientes en c-Jun y JunB derivados a
partir de los mismos resultan Utiles para someter a ensayo in vivofarmacos contra la soriasis y la artritis soriatica.

Por ejemplo, dado el papel de las citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-8 y TNF-q, en la patogénesis de la
soriasis, los ratones de la invencién podrian utilizarse para evaluar inhibidores especificos de dichas rutas de las
citoquinas 0 para someter a ensayo compuestos para sus efectos inhibidores. Una ilustracion especifica es la
evaluacion de los inhibidores de la ruta de TNF-a. Por ejemplo, los ratones ¢-Jun®®’, JunB“®*" K5-Cre-ER se tratan
con tamoxifeno para obtener ratones c-Jun®®”’, JunB“e” gue desarrollan una enfermedad similar a la soriasis. Tras la
primera observacion de los sintomas, por ejemplo anormalidades en la piel, los ratones reciben un inhibidor de dicha
citoquina, por ejemplo un anticuerpo monoclonal contra el TNF-a de raton, un inhibidor bien documentado de esta
citoquina in vivo. A continuacion, se observan los ratones para la progresion de las lesiones de la piel y el grado de
progresion de la enfermedad en comparacion con los animales tratados con placebo. También pueden utilizarse los
nuevos inhibidores de la ruta de TNF-a, tales como receptores sefiuelo, inhibidores de la sintesis de TNF,
inhibidoresde la MAP quinasa o ARNip terapéuticos y compararse los efectos del tratamiento con animales tratados
con anti-TNF-a. De manera similar, pueden aplicarse compuestos de ensayo, por ejemplo procedentes de
bibliotecas de compuestos, alos animales y evaluarse el efecto de los mismos. Puede analizarse el grado de
desarrollo de las lesiones después del tratamiento, asi como la constitucion histopatoldgica de las lesiones (Crollet
al., 1995). Ademas, puede determinarse el efecto de los compuestos sobre la induccion de la enfermedad mediante
el tratamiento de los ratones c-Jun“®®, JunB2**" K5-Cre-ER previamente a la administracion del tamoxifeno. Pueden
evaluarse los cambios de los marcadores sistémicos de inflamacion, tales como los niveles de citoquinas, de
proteinas de la fase aguda, de los subconjuntos de linfocitos y los niveles e isotipos de las inmunoglobulinas.
También puede evaluarse el grado de inflamacién antes y después del tratamiento mediante la determinacion de la
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permeabilidad vascular de la piel enferma utilizando marcadores de extravasacion, tales como el pigmento azul de
Evans o alblimina marcada con *#I.

El modelo de ratén de la invencién no se encuentra limitado a la evaluacion de inhibidores de citoquinas
proinflamatorias. Por ejemplo, puede someterse a ensayo en el modelo nuevos inhibidores del trafico de los
leucocitos, tales como las moléculas de adhesion o las quimoquinas, de manera similar al protocolo anteriormente
indicado. Ademas, pueden utilizarse inhibidores especificos del sistema inmunoldgico, tales como los inhibidores de
la activacién de las células T, o de la produccion o coestimulacién de las citoquinas. También pueden evaluarse
agentes 0 métodos destinados a inducir las células T reguladoras.

Finalmente, el modelo de ratén de la invencion resulta (til para someter a ensayo el efecto de moduladores dirigidos
especificamente contra la funcion de los queratinocitos u otras células de la piel. Dichos agentes pueden evaluarse
tanto in vivo como in vitro. Por ejemplo, puede inducirse una enfermedad en ratones tal como se ha indicado
anteriormente y aplicarse agentes especificos de los queratinocitos/de la piel por via topica o sistémica. El efecto de
dichos agentes, o compuestos de ensayo, sobre el desarrollo de lesiones puede medirse mediante analisis
histopatologico (Carroll et al., 1995) y compararse con los ratones no tratados. De manera similar, pueden
establecerse in vitro cultivos primarios de queratinocitos o lineas de queratinocitos a partir de los animales enfermos
utilizando protocolos estandares (Carroll et al.,, 1995). Los compuestos de ensayo pueden administrarse en las
células en cultivo en diversas dosis y puede evaluarse el efecto sobre la proliferacion, viabilidad, morfologia y
produccién de citoquinas/factores de crecimiento de los queratinocitos. Ademas, pueden utilizarse queratinocitos con
doble inactivacién en cultivo, los cuales pueden obtenerse de ratones de la invencién siguiendo protocolos
estandares, por ejemplo tal como describen Carroll et al., 1995; Carroll y Molés, 2000; Zenzet al., 2003), o
equivalentes in vitro de tejido de la piel (Szabowskiet al., 2000), o pueden utilizarse modelos tridimensionales de
cultivo de piel (Carroll y Moles, 2000) para el cribado para farmacos que inhiban la produccion de los factores de
crecimiento y citoquinas derivadas de queratinocitos que son los responsables de la soriasis.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1

A.) Esquema de las lineas generales de los locifloxados c-Jun y JunB y del transgénCre-ER inducible utilizado para
delecionar ambos genes con la aplicacion de tamoxifeno.

B.) Esquema de tratamiento. Se inyectdé 1 mg de tamoxifeno por via intraperitoneal 5 veces en ratones adultos y se
analizaron 14 dias después.

C.) Transferencia southern de c-Jun y JunB para confirmar la delecion de ambos genes tras la aplicacion de
tamoxifeno especificamente en los queratinocitos de ratones adultos.

D.) RPA (ensayo de proteccion de la ARNasa) de genes AP-1 tras la delecion de c-Jun y JunB, que demuetra la
regulaciéon negativa de todos los gens AP-1 aparte de fra-2.

Figura 2

A.) Imagenes macroscopicas de orejas, pies y colas de ratones adultos tras la delecién inducible de c-Jun y JunB en
los queratinocitos de ratones adultos, que son similares a las observadas en la soriasis.

B.) Histologia de orejas de raton soriatico que muestra las caracteristicas distintivas de la soriasis: epidermis
anormalmente engrosada, paraqueratosis (queratinocitos nucleados en la capa cornificada), capa superior
queratinizada engrosada (hiperqueratosis) y proyecciones epidérmicas en forma de dedos dirigidos hacia el interior
de la dermis (puentes interpapilares). Se observan microabscesos epidérmicos y el tipico infiltrado celular
inflamatorio: células T intraepidérmicas (tincion de CD3), un namero incrementado de neutréfilos en la epidermis
(tincidn de esterasa) y macrofagos en la dermis (tincidon de esterasa y de F4/80).

C.) Tincién H-E de dedo de ratén afectado que demuestra los infiltrados granulociticos en la regién articular similares
a los observados en la artritis soriatica.

En los Ejemplos, se utilizaron los materiales y métodossiguientes:
Generacion de ratones juan

Se insert6 uncasete de seleccion génica de timidina quinasa y resistencia a la neomicinafloxado y flanqueado por frt
en un sitio Smal presente en la regién 5' no traducida (UTR) de JunB. Se inserto el sitio loxP 3' en el sitio Xhol, 161
pb mas abajo del codén de parada de traduccion.

Se incluyé un gen de la toxina diftérica para la seleccién contra los integrantes aleatorios. El constructo de transporte
linearizado se electropord en células ES HM-1 y se llevd a cabo la identificacion de los recombinantes homologos
mediante PCR utilizando dos conjuntos de cebadores tal como se ha indicado anteriormente (Schorpp-Kistneret al.,
1999). Se delecionaron los genes de la neomicina y de la timidina quinasa mediante transfeccion transitoria de un
vector que expresaba la flprecombinasa. Se inyectaron dos clones celulares ES que portaban un alelo floxado de
JunB en blastocistos C57BL/6 y varias quimeras de un clon de células ES transmitieron el alelo mutante a su
descendencia.

Generacién de ratones c-Jun“®”’, JunB*®”
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Se cruzaron ratones que Portaban un alelo c-jun floxado (c-Junm, Behrenset al., 2002) con ratones que portaban un
alelo JunBfloxado (JunB", Kenneret al., 2004) con el fin de obtener ratones doblemente floxados (c-.]unf”, Juan”).
Los ratones doblemente floxados se cruzaron con ratones transgénicos que expresaban la fusion de
recombinasaCre-receptor de estrégenos bajo el control del promotor queratina 5 especifico de los queratinocitos

(K5-Cre-ER, Brocardet al., 1997) con el fin de obtener ratones c-Jun™, Juan"y c-Jun™, JunB" K5-Cre-Er.
Delecion inducible de c-Junf/f, JunBf/f

Se inyecté 1 mg de tamoxifeno por via intraperitoneal en ratones experimentales de 8 semanas de edad c-Jun”
JunBf/f K5-Cre-ER y en ratones de control (c-Junm, Juan) (Sigma, Vasioukhinet al., 1999).

Transferencia southern y ensayo de proteccion frente a ARNasa (RPA)

Para la transferencia southern de c-Jun, se digirieron 10 pg de ADN epidérmico con Xbal (para c-Jun), rindiendo un
fragmento de 6,9 kb para el alelo c-Jun floxado y un fragmento de 3,3 kb para el alelo c-Jun delecionado (Behrenset
al., 2002). Para la transferencia southern de JunB, se digirieron 10 pg de ADN gendmico con Pstl, rindiendo un
fragmento de 2,3 kb del alelo JunBfloxado y un fragmento de 0,7 kb del alelo JunBdelecionado. Para la deteccion de
las bandas, se utilizé un fragmento Pstl/Hindlll de 176 pb de JunB a modo de sonda (Kenneret al., 2004). Para el
ensayo de proteccion frente a la ARNasa, se aisl6 ARN epidérmico total con el protocolo TRIZOL (Sigma). Se
llevaron a cabo ensayos de proteccion frente a ARNasa utilizando los sistemas de ensayo de proteccion frente a
ARNasamultisondaRiboQuantmJun/Fos (PharMingen) siguiendo el protocolo del fabricante.

Histologia

Se fijaron los tejidos durante la noche con PFA al 4% tamponado neutro a 4°C y, directamente o tras la
descalcificacion (hueso) en EDTA al 0,5% durante 12 dias, se incluyeron en parafina. Se tifieron secciones de cinco
micrémetros con hematoxilina y eosina (H-E) o se procesaron adicionalmente. La tincion inmunohistoquimica para
anti-CD3 y F4/80 (Santa Cruz) se llevd a cabo tras eliminar el antigeno (Dako S1699) con el sistema MultiLinkDako
(Dako E0453) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Ejemplo 1

Generacion de ratones c-Jun®®®’, JunB°®

Se cruzaron ratones c-Jun“®®, JunB**®" con ratones transgénicos K5-Cre-ER y se intercruzaron las progenies
heterocig6ticas paraobtener ratones c-Jun™, JunB™, K5-Cre-ER y c-Jun™, JunB™. EI enfoque para delecionar c-Jun'y
JunB en la epidermis se indica de manera general en la fig. 1A'y 1B. En breve, se inyect6 1 mg de tamoxifeno por
via intraperitoneal 5 veces en ratones experimentales de 8 semanas de edad (c-Jun"f, JunB™, K5-Cre-ER) y en
ratones de control (c-Jun"f, Juan). Dos semanas después de la Ultima inyeccién, se analizaron los ratones. Se
analizo la delecion de c-Jun y JunB mediante transferencia southern y RPA (ensayo de proteccion frente a ARNasa).
Los analisis de transferencia southern para la delecion de c-Jun y JunB (fig. 1C) demostraron la delecion en ambos
casos. La sefial remanente para c-Jun floxado y JunBfloxado se explica por la delecién incompleta y el infiltrado
inflamatorio observados en los queratinocitos de los ratones c-JurJAep , JunB“® (fig. B). La cuantificacién del ARNm
de AP-1 en los queratinocitos de los ratones c-Jun®®®, JunB“® mostré una regulacion negativa significativa del
ARNmM de c-Jun y JunB y también de otros genes de AP-1 excepto fra2.

Ejemplo 2
Caracterizacion de los ratones c-JunAep*, JunBAep*

Los ratones obtenidos siguiendo el tratamiento descrito en el Ejemplo 1 desarrollaron un fenotipo similar a la soriasis
en menos de 2 semanas. La piel que no presentaba pelo, tal como la de orejas, cola y pies resulté drasticamente
afectada (fig. 2A). El examen histologico (fig. 2B) reveld epidermis anormalmente engrosada, paraqueratosis
(queratinocitos nucleados en la capa cornificada), capa superior queratinizada engrosada (hiperqueratosis) y
proyecciones epidérmicas en forma de dedos dirigidos hacia el interior de la dermis (puentes interpapilares).
Ademas, se observaron microabscesos epidérmicos y el tipico infiltrado de células inflamatorias: células T
intraepidérmicas (tincion de CD3), numero incrementado de neutrdfilos en la epidermis (tincion de esterasa) y
macréfagos en la dermis (tincion de esterasa y de F4/80). La tincion de H-E de un dedo de ratén afectado muestra
infiltrados granulociticos en la regién articular que son similares a los observados en la artritis soriatica (fig. 2C).
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REIVINDICACIONES

1. Ratén deficiente en c-Jun y JunB en los queratinocitos debido a la delecion de los genes c-Jun y JunB en
los queratinocitos.

2. Ratoén segun la reivindicacion 1, en el que la delecion de los genes c-Jun y JunB se ha inducido mediante la
expresion de un enzima de recombinacion inducible en los queratinocitos.

3. Raton segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la delecion de los genes c-Jun y JunB en
losqueratinocitosestd mediada por un enzima de recombinacion (recombinasa) especifico de sitio inducible cuya
sintesis se encuentra bajo el control transcripcional de un promotor especifico de los queratinocitos, y que actia
sobre sitios de reconocimiento especificos flanqueantes de los genes c-Jun y JunB en el genoma.

4. Método de obtencidon del ratdon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que un ratén
transgénico que presenta los genes c-Jun y JunB flanqueados por sitios de reconocimiento para un enzima de
recombinacion especifico de sitio inducible se cruza con un raton transgénico que expresa dicho enzima de
recombinacion inducible bajo el control transcripcional de un promotor especifico de los queratinocitos y en el que la
actividad de recombinacion de dicho enzima de recombinacion se induce posteriormente, resultando en la delecion
de dichos genes en los queratinocitos.

5. Método segun la reivindicacién 4, en el que el enzima de recombinacion inducible es la recombinasaCre
fusionada con el receptor de estrégenos, y en el que la expresién de dicho enzima de recombinacion inducible se
encuentra bajo el control transcripcional de un promotor especifico de los queratinocitos.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que los sitios de reconocimiento son sitios loxP y el enzima
recombinasa es la recombinasaCre, que se encuentra fusionada con el receptor de estrogenos, bajo el control de un
promotor especifico de los queratinocitos, y en el que la delecion especifica de los queratinocitos de los genes c-Jun
y JunB se induce mediante la aplicacion de un antiestrégeno.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que el antiestrogeno se aplica mediante inyeccion intraperitoneal o
la aplicacion topica.

8. Método segun la reivindicacion 6 6 7, en el que el antiestrégeno es el tamoxifeno.

9. Queratinocitos deficientes en c-Jun y JunB debido a la delecion de los genes c-Jun y JunB, derivados a
partir del ratén segun las reivindicaciones 1 a 3.

10. Ratdn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, como modelo animal para la soriasis y la artritis
soriatica en el ser humano.--
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Figura 1A
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Figura 1C
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Figura 1D
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2C
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