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DESCRIPCION
Modelo animal no humano para la colitis ulcerosa y sus principales complicaciones
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a un modelo animal no humano para la colitis ulcerosa y sus principales
complicaciones, tales como la colangitis esclerosante primaria y el cancer colorrectal.

Estado de la técnica

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria del intestino (EIl) intermitente, crénica y recidivante del
colon, caracterizada por lesiones en la mucosa superficial que se extienden hasta el recto y progresan hacia arriba.
Los antecedentes naturales de la CU se caracterizan por la progresion de lesiones en el colon en hasta un 50 % de
los sujetos. Esto sugiere que la mucosa del colon tiene una susceptibilidad "global" a los factores medioambientales,
pero la etiologia de la CU sigue siendo desconocida, y los tratamientos actuales son limitados, ya que el 30 % de los
pacientes requiere una colectomia. Los estudios en seres humanos identificaron un estrés en el reticulo
endoplasmico (ERS) desequilibrado en los pacientes con CU con la mucosa del colon no afectada '2. Los modelos
animales en los que el ERS esta alterado son muy sensibles a la colitis inducida quimicamente 2% o desarrollan una
inflamacion intestinal 279, lo que sugiere que el ERS desequilibrado da lugar a una inflamacion. Sin embargo, no hay
ninguna estrategia propuesta para la regulacion del ERS en la gestion de la CU, en parte por la ausencia de un
modelo experimental adecuado que simule la CU.

Kuwano et al. (Free Radical Biology and Medicine, volumen 45, publicacién 12, 15 de diciembre de 2008, paginas
1642-1652) divulgan que el factor de necrosis tumoral a activa la transcripcion del gen organizador de la oxidasa de
NADPH 1 (NOXO1) y regula por aumento la produccién de superdxido en las células epiteliales del colon.

Objeto de la invencidn

La presente invencion se refiere a un modelo animal transgénico no humano para la colitis ulcerosa y sus principales
complicaciones, tales como la colangitis esclerosante primaria y el cancer colorrectal, que comprende una alteracion
dirigida en los genes de la IL10 y de la NOX1, de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en dicho animal, y
en el que se ha llevado a cabo una apendicectomia o una extirpacion del suelo cecal en el animal.

Descripcion detallada de la invencién

Los presentes inventores han generado un modelo animal transgénico no humano de colitis ulcerosa. Han
averiguado que un animal con la IL10 y la NOX1 inactivadas da como resultado un animal no humano que desarrolla
de forma natural un fenotipo convincente de colitis ulcerosa y de sus complicaciones, tales como un fenotipo de
colangitis esclerosante primaria y de cancer colorrectal. Dichos animales permiten el cribado y la evaluacion de
compuestos y de otros regimenes terapéuticos in vivo como posibles tratamientos o prevenciones para la colitis
ulcerosa, la colangitis esclerosante primaria y el cancer colorrectal.

Consecuentemente, la presente invencion se refiere a un modelo animal transgénico no humano para la colitis
ulcerosa y sus principales complicaciones, tales como la colangitis esclerosante primaria y el cancer colorrectal, que
comprende una alteracion dirigida en los genes de la IL10 y de la NOX1, de forma que la IL10 y la NOX1 no son
expresadas en dicho animal, y en el que se ha llevado a cabo una apendicectomia o una extirpacion del suelo cecal
en el animal.

Segun se usa en el presente documento, el término "gen de la IL10" tiene su significado general en la materia y se
refiere al gen que codifica para la interleucina 10 (IL10)

Segun se usa en el presente documento, el término "gen de la NOX1" tiene su significado general en la materia y se
refiere al gen que codifica para la oxidasa de NADPH 1 (Nox1).

El término "transgen", segun se usa en el presente documento, pretende indicar un vector de acido nucleico que
comprende secuencias de nucleétidos que han sido manipuladas in vitro y posteriormente introducidas en el genoma
de una especie, de forma que se mantienen de forma estable y heredable en ese genoma. Un "animal transgénico"
es un animal que contiene dicho transgen en sus células.

Normalmente, el animal es un animal con el gen de la IL10 y con el gen de la NOX1 inactivados. Un animal
"inactivado” es una subfamilia de transgénicos, y es un animal en el que el constructo transgénico ha provocado que
un gen enddgeno no sea expresado.

El animal transgénico no humano de la invencidon puede ser cualquier animal que inicialmente comprenda un gen
endogeno de la NOX1 y de la IL10. Por enddgeno se entiende que el gen estda comprendido en el genoma de ese
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animal, y en unas circunstancias normales, seria expresado para producir la correspondiente proteina.

Preferentemente, el animal es un mamifero. Mas preferentemente es un roedor, y particularmente se prefiere
cuando el animal transgénico es un ratén o una rata.

El modelo animal no humano podria ser obtenido mediante el cruce de un animal inactivado para la IL10 con un
animal inactivado para la NOX1.

La alteracion dirigida puede ser en cualquier parte de los genes, sujeta Unicamente al requisito de que inhiba la
expresion de las proteinas funcionales. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante la inhibiciéon de la expresion
de la proteina completamente, o causando la expresion de una proteina truncada o de una proteina que esta
mutada, de forma que no puede llevar a cabo su funcién, por ejemplo, mediante el disefio de mutaciones de
aminodcidos en el sitio activo. Normalmente, la alteracion dirigida es tal que se traduce en una proteina truncada no
funcional mediante el uso de una insercion en un codén de detencidon de un exdn. La alteracion dirigida del locus del
gen esta causada por la integracion en el genoma del constructo transgénico. Normalmente, la interaccion se
consigue mediante una recombinacion homéloga.

Los animales transgénicos no humanos de la invencion pueden ser producidos mediante métodos bien conocidos en
la materia. Existen varias técnicas que permiten la introducciéon de material genético, tal como un transgen, en la
linea germinal. El protocolo usado mas habitualmente y preferido comprende la inyeccion directa del transgen en el
pronucleo masculino del évulo fertilizado, dando como resultado la integracion aleatoria en un locus de un numero
variable de copias, habitualmente en un conjunto de cabeza a cola. Los 6vulos inyectados son transferidos después
de nuevo al utero de las madres receptoras pseudoprefiadas. Parte de la descendencia resultante puede tener una o
varias copias del transgen integradas en sus genomas, habitualmente en un sitio de integracion. Estos animales
"fundadores" son cruzados después para establecer lineas transgénicas y para retrocruzarlos con los antecesores
genéticos de eleccion. Es preferible tener la insercion del transgen en ambos cromosomas (homocigosis), ya que
esto evita la necesidad de genotipados repetidos en el transcurso de la crianza rutinaria de ratones.

Alternativamente, para la produccion de los ratones transgénicos, los transgenes pueden ser introducidos a través
de células madre embrionarias (ES), mediante el uso de una electroporacion, de vectores retroviricos o de una
lipofeccion para la transferencia génica. Esto esta seguido por la insercion aleatoria en el genoma de las células
madre embrionarias pluripotentes (ES), seguido de la produccién de ratones quiméricos y la posterior transmision de
la linea germinal. Se han usado transgenes de hasta varios cientos de kilobases de ADN de roedor para producir
ratones transgénicos de esta forma.

Posteriormente puede asegurarse de que en los animales transgénicos se ha efectuado el cambio genotipico
requerido, de cualquier forma adecuada. Esto puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante la deteccion de la
presencia del transgen mediante una PCR con cebadores especificos, o mediante una inmunotransferencia
Southern de ADN de cola con una sonda especifica. La prueba de la recombinacién homéloga que da lugar a la
insercion del transgen se lleva a cabo mediante una digestion de restriccion. Los tamafios de las bandas observados
si se ha producido la recombinacién son diferentes a los observados si no se ha producido. Algunos métodos
adecuados para este procedimiento se proporcionan en los ejemplos. La prueba de homocigosis en la insercion del
transgen puede llevarse a cabo mediante el uso de una inmunotransferencia Southern cuantitativa para la deteccion
de una diferencia doble en la fuerza de la sefal entre los animales transgénicos heterocigotos y homocigotos. La
confirmacion de que el gen no esta siendo expresado puede llevarse a cabo mediante técnicas
inmunohistoquimicas.

Una vez confirmado el genotipo deseado, la linea del animal transgénico puede someterse a varias pruebas para la
determinacion del fenotipo, segun se ha descrito en el Ejemplo. Las pruebas implicadas en esta caracterizacion
fenotipica dependen de qué cambio genotipico se haya efectuado, y pueden incluir, por ejemplo, estudios
morfoldgicos, bioquimicos y de comportamiento.

El desarrollo de un cancer colorrectal puede estar desencadenado por la realizacion de una apendicectomia (o de
una extirpacion del suelo cecal) en el animal transgénico no humano. Se ha demostrado que una apendicectomia (o
una extirpacion del suelo cecal) llevada a cabo en un ratén con el gen de la IL10 y el gen de la NOX1 inactivados
permite el desarrollo reproducible de un cancer colorrectal espontaneo a la edad de 4-5 semanas.

El modelo animal transgénico no humano que comprende una alteracion dirigida en los genes de la interleucina 10
(IL10) y de la oxidasa de NADPH 1 (NOX1), de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en dicho animal,
puede usarse para cribar farmacos que reviertan el fenotipo mostrado, y que por lo tanto pueden ser Utiles en el
tratamiento o en la prevencion de la colitis ulcerosa y de sus principales complicaciones, tales como la colangitis
esclerosante primaria y el cancer colorrectal.

Consecuentemente, un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un método no terapéutico para el
cribado de un compuesto candidato para su uso como farmaco para el tratamiento o la prevencion de la colitis
ulcerosa, y/o de sus principales complicaciones, tales como la colangitis esclerosante primaria o el cancer
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colorrectal, que comprende i) la administracion del compuesto candidato a un modelo de animal transgénico no
humano que comprende una alteracion dirigida en los genes de la interleucina 10 (IL10) y de la oxidasa de NADPH 1
(NOX1), de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en dicho animal, ii) la caracterizacién del fenotipo del
modelo animal no humano después de la administracion del compuesto candidato, vy iii) la seleccion positiva del
compuesto candidato que revierte o que retrasa el fenotipo de colitis ulcerosa en el modelo animal no humano.

El método de la invencion es por lo tanto particularmente adecuado para la identificacion de farmacos para el
tratamiento de la colitis ulcerosa y/o para la identificacion de farmacos para el tratamiento y la prevencion de las
principales complicaciones de la colitis ulcerosa, tales como la colangitis esclerosante primaria o el cancer
colorrectal.

El efecto del compuesto candidato sobre el modelo de animal transgénico no humano puede ser evaluado mediante
la determinacion de si el compuesto candidato causa una reversion o una mejora de cualquier tipo en los cambios
celulares o fisiolégicos causados por la enfermedad (por ejemplo, colitis, diarrea, elevada incidencia de sangrado
rectal, cambio en el peso del cuerpo y del colon, y prolapsos). Normalmente, los compuestos candidatos pueden
probarse mediante el uso de los ensayos y de las pruebas segun se describen en el Ejemplo.

Los compuestos candidatos adecuados que pueden probarse en los métodos anteriores incluyen productos de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y policlonales, anticuerpos de cadena Unica, anticuerpos
quiméricos y anticuerpos injertados con una CDR). Adicionalmente, también pueden ensayarse colecciones
combinatorias, entidades quimicas definidas, pequefias moléculas, péptidos y miméticos de péptidos,
oligonucledtidos y colecciones de productos naturales, tales como colecciones de expresion (por ejemplo,
colecciones de expresion en fago).

En una realizacién en particular, el compuesto candidato ha sido previamente caracterizado como un inhibidor de la
PP1R15A/GADD34 que restaura la fosforilacion del elF2a.

Los compuestos candidatos seleccionados positivamente en los métodos de cribado de la invencion pueden usarse
para la prevencion o el tratamiento de la colitis ulcerosa, de la colangitis esclerosante primaria y del céncer
colorrectal. Consecuentemente, el estado de un paciente que padece dicha enfermedad puede mejorarse por lo
tanto mediante la administracién de dicho producto. La formulacién del producto para su uso en la prevencion o en el
tratamiento de la enfermedad dependera de factores tales como la naturaleza del agente identificado, la
combinacién precisa de sintomas y la gravedad de la enfermedad. Normalmente el agente se formula para su uso
con un portador o un diluyente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, puede formularse para una
administracion intracraneal, parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica u oral. El profesional
médico sera capaz de determinar la via de administracién necesaria para cada paciente en particular. El portador o
el diluyente farmacéutico puede ser, por ejemplo, una solucién isoténica. La dosis del producto puede determinarse
de acuerdo con diversos parametros, especialmente segun la sustancia usada; la edad, el peso y el estado del
paciente que se va a tratar; la via de administracion; y la gravedad de la enfermedad y el régimen requerido. Sin
embargo, una dosis adecuada puede ser de entre 0,1 y 100 mg/kg de peso corporal, tal como de entre 1y 40 mg/kg
de peso corporal. De nuevo, el profesional médico sera capaz de determinar la via de administracion y la dosis
necesarias para cualquier paciente en particular.

La presente invencion también proporciona un kit para el cribado de un compuesto candidato para su uso como
farmaco para el tratamiento o la prevencién de la colitis ulcerosa, de la colangitis esclerosante primaria y del cancer
colorrectal, kit que comprende un modelo animal no humano de la invencion, y medios para la determinacion de si el
compuesto candidato puede mejorar el fenotipo del modelo animal no humano.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben ser interpretados en modo alguno como limitantes del ambito de la presente invencion.

EJEMPLO:

La colitis ulcerosa (CU) se caracteriza por una implicacion exclusiva del colon, con lesiones en la superficie de la
mucosa asociadas con un agotamiento en las células caliciformes y una disminucién en la secrecidon de mucinas en
la mocosa inflamatoria del colon ''. Aunque se ha propuesto que el epitelio de los pacientes con CU es difusamente
anormal independientemente de la inflamacién '2, las alteraciones tempranas que antedatan la inflamacion de las
células epiteliales del colon siguen siendo insuficientes. Ahora es evidente que el deterioro en la adecuada
resolucion del ERS por la respuesta de una proteina no plegada alterada (UPR) en las células epiteliales puede dar
lugar a, o sensibilizar frente a, una inflamacién del colon tanto en estudios con animales 28 como con seres humanos
2. Sin embargo, las consecuencias de las alteraciones del ERS durante la CU siguen siendo incomprendidas. La
UPR es un proceso cuidadosamente orquestado que implica tres sensores proximales, PERK, ATF6 e IRE1, que
permiten que las células soporten una gran diversidad de condiciones estresantes. La accién combinada de estos
sensores restaura la homeostasis celular mediante el cese de la traduccién de proteinas, el aumento en la
produccién de chaperonas y la degradacion de la carga de proteinas aberrantes. Un ERS prolongado o anormal
afecta negativamente a la funcién celular normal, dando lugar a una inflamacion y/o a una apoptosis 34,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2607616 T3

La relacion entre las células caliciformes, el ERS vy la inflamacion no esta clara, aunque las células caliciformes y la
barrera mucosa se han relacionado con la inflamacién. Sin embargo, la inactivaciéon del gen de la mucina Muc2 en
ratones no es suficiente para provocar una colitis, dado que parece que la inflamacién soélo aparece con un trasfondo
genético permisivo 516 y |os pacientes con una CU expresan el MCU2. Adicionalmente, un agotamiento parcial o
total en el numero de células caliciformes 720, y por lo tanto en el mucus y en los productos antibacterianos, es
insuficiente para inducir una colitis. Finalmente, la acumulacion de una proteina mutada sin sentido Muc2 ™% o HLA-
27 9 que tiende a un mal plegamiento en el ER, o la inactivacion de la isomerasa de disulfuro de la proteina Agr2 "
induce un ERS exagerado en las células secretoras y la subsiguiente inflamacion. Por lo tanto, la predisposicion a la
colitis podria residir en las propias células caliciformes y en su incapacidad para gestionar el ERS en ausencia de
una disfuncion inmunitaria, y en el marco de una flora colénica normal.

Para explorar la desconcertante forma mediante la cual las células caliciformes se ven afectadas por el ERS en la
CU, aumentamos artificialmente el nimero de células caliciformes en unas condiciones de ERS. Cruzamos ratones
deficientes en Nox1, que muestran una desregulacion fina de las células progenitoras del colon, que da lugar a un
aumento en la expresion de las células caliciformes 1°, con ratones IL-10X°, que expresan un ERS desregulado en
las células epiteliales intestinales 8 y desarrollan una enterocolitis que depende tanto del trasfondo genético como de
los factores medioambientales 2'. La relevancia de este modelo de IL-10/Nox19KC se basa en la expresion, por parte
de las células epiteliales de colon humano, tanto de la IL-10 2> como de la NOX1 2 24, De forma interesante, la
expresion de la NOX1 sigue siempre el mismo gradiente colonico que las células caliciformes 25 y que las lesiones
de la CU. Ademas, un estudio de asociacién pangenémico muestra una asociacion significativa entre la GTPasa Rad
26 pequefia (una compariera de la NOX1 ™' 27) y los genes de la /L-70 28 con la CU. Aqui, demostramos que los
niveles de expresion de la IL-10 y de la NOX1 estaban notablemente alterados en la mucosa colénica no inflamada
de los pacientes con CU (n = 12) con respecto a los controles sanos (n = 12).

Todos los ratones C57B1/6-IL10/Nox19K0 criados con SPF desarrollaron espontaneamente una colitis a las 6/7
semanas, y unas puntuaciones del indice de actividad patolégica (DAI) que se hicieron cada vez mas graves con la
edad, incluyendo diarrea, elevada incidencia de sangrado rectal, cambios en el peso del cuerpo y del colon, y
prolapsos. Ninguno de los ratones WT y con una Unica inactivacién desarrollaron colitis durante el marco temporal
estudiado. Las puntuaciones histopatologicas revelaron que los ratones IL10/Nox19€C desarrollaron una colitis mas
grave a lo largo del eje proximal-distal y mostraban signos de CU sin ningun signo de ileitis, incluyendo infiltrados
polimorfonucleares, abscesos en la cripta, edema, erosion epitelial focal y pérdida de la cripta. A continuacion
medimos la permeabilidad del FITC-dextrano en segmentos del colon distal, y se identific6 una translocacion
bacteriana autoctona en el bazo de ratones de 7 y 12 semanas de edad. Coherentemente con el estado de colitis,
Gnicamente los ratones IL10/Nox19<C mostraron un aumento en la permeabilidad del colon y mostraron una
esplenomegalia que esta estrechamente relacionada con un aumento en la translocacion de las bacterias
comensales gramnegativas. De forma interesante, los ratones IL10/Nox19%C mostraron las principales
complicaciones de la CU, tales como un cancer colorrectal asociado a una colitis, y una colangitis esclerosante
primaria espontanea a los 7/8 meses de edad. Por el contrario, los ratones IL10X° mostraron una enterocolitis leve
con una baja frecuencia (< 20 % a las 34 semanas), sin mostrar ningun signo de colangitis ni de cancer colorrectal (a
> 8 meses de edad; este estudio y 2°). De forma interesante, aqui notificamos el exhaustivo cribado pangenomico de
561 microARN de la mucosa epitelial del colon de ratones Nox1KC, IL10% e IL10/Nox19KO (de 6 y de 16 semanas de
edad) con respecto a ratones WT. Coherentemente con los hallazgos previos en los pacientes con CU 3931, |os
ratones IL10/Nox19K® expresan practicamente un 50 % de los microARN relevantes que definen la CU caracteristica.

Para analizar las respuestas de las citocinas en el sitio de inflamacién, se recogieron muestras de colon y se
analizaron varias citocinas tanto a nivel del ARNm como de las proteinas. Los ratones |L10/Nox190 mostraron un
aumento en los niveles de expresion de las citocinas proinflamatorias fundamentalmente implicadas en la CU. El
analisis de la poblacion de células linfoides y mieloides del bazo no diferia entre los cuatros genotipos. Por el
contrario, se observé una infiltracion masiva de linfocitos Treg FOXP3* Unicamente en el tejido de colon, a pesar de la
inflamacién de la mucosa activa, y en menor grado en el bazo de los ratones IL10/Nox19¢©, de forma coherente con
los hallazgos de la CU 32. Para determinar si el genotipo de las estirpes hematopoyéticas afectaba a la magnitud de
la colitis, generamos ratones quiméricos de médula 6sea (BM) en los que los receptores y los donantes eran ratones
WT (CD45.1) y WT, IL10%O y IL10/Nox19KO (CD45.2), respectivamente. De forma interesante, la reconstitucion de los
ratones WT irradiados con BM de IL10%° o de IL10/Nox19XC fue insuficiente para causar la enfermedad, lo que
demuestra que la colitis es mayoritariamente inherente a las células epiteliales mas que a las estirpes
hematopoyéticas en los ratones IL10/Nox 190,

El epitelio del colon de los ratones IL10/Nox19%C mostraba una escasez de mucinas positivas en Alcian Blue/PAS
asociada con una pérdida de las células caliciformes en los sitios ulcerados. Consecuentemente, los niveles de
expresion de las proteinas Muc2 y Muc4 eran drasticamente bajos en las areas del colon inflamadas de los ratones
IL10/Nox19KO_ El enrarecimiento y la morfologia aberrante de las células caliciformes, con pocas tecas e inmaduras
asociadas con una pequefia cantidad de mucus, y unas mitocondrias redondas e hinchadas, se observaban de
forma similar en el colon tanto de los ratones IL10/Nox19K° como de los pacientes con CU.

Las secciones colénicas de los ratones IL10/Nox1¢KC mostraron un aumento en el nimero de células positivas para
PCNA y fosfohistona 3, lo que sugiere un aumento en la proliferacién epitelial. Una microscopia electrénica de
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barrido (SEM) mostré un aumento del ~ 30 % en la longitud de la cripta en los ratones IL10/Nox190. De forma
interesante, la SEM mostré un amplio espectro de alteraciones ultraestructurales de la mucosa idénticas tanto en los
ratones IL10/Nox19% como en la mucosa coldnica no afectada de pacientes con CU que incluye una distorsion de la
cripta, visibles aberturas en la cripta dispuestas en fila, unos bordes glandulares edematosos y una dilatacion de la
luz de la glandula. A pesar del aumento en la proliferacion del colon, la tincion y la evaluacion cuantitativa de las
células apoptéticas indico que la disminucion en la expresion de las células caliciformes en los ratones 1L10/Nox19K©
era debida a un aumento en la apoptosis en el colon.

Para la evaluacién del papel patégeno de las células caliciformes en la CU, se sometieron los ratones WT y Nox1X°
a la administracién oral de DSS o a la administracion rectal de TNBS. No se observaron diferencias significativas en
la DAI ni dafios histolégicos en la mucosa del colon entre los dos modelos de ratén, lo que sugiere que la
inflamacioén inducida quimicamente es probablemente independiente del aumento en la expresion de las células
caliciformes. Por el contrario, el tratamiento con tunicamicina, un inductor candnico del ERS, indujo
significativamente una colitis mas grave en los ratones que sobreexpresan las células caliciformes con respecto a los
ratones WT, lo que indica que la propia célula caliciforme puede ser un participante directo en el desarrollo de la
colitis como consecuencia del ERS. Consecuentemente, los ratones IL10/Nox19€© mostraron alteraciones del ERS
en la mucosa del colon antes que unos dafios inflamatorios, segin se ha descrito previamente en los pacientes con
CU . Las ramas de sefalizacion IREl-beta y ATF6alfa estaban extendidas en las células epiteliales del colon, segln
evidenciaba un aumento en el corte y empalme del ARNm de XBP-1, la induccién de GRP78, de GRP94, de PDI
tanto a nivel del ARNm como de las proteinas, y unas cisternas dilatadas y una grave distorsiéon del ER en las
células caliciformes. De forma interesante, se observé una idéntica fosforilacion defectuosa del elF2a correlacionada
con una baja ATF4 tanto en la mucosa del colon no afectada de los ratones IL10/Nox1¢K° como en los pacientes con
CU . Coherentemente con la reducida fosforilacién del elF2a, se detectd un aumento en la expresion de la
PPP1R15A/GADD34, una proteina inducible por estrés que recluta la subunidad catalitica de la fosfatasa de
proteina 1 y promueve la fosforilacion del elF2alfa, en concordancia con nuestros datos previos en seres humanos .
La fosforilacion de EIF2alfa es citoprotectora durante el ERS, debido a que las células estan sensibilizadas frente a
la muerte celular cuando esta ruta esta anulada genéticamente 33 y estan protegidas cuando es forzada
ectopicamente 34. Para probar si un inhibidor farmacoldgico selectivo de la fosforilacion del elF2alfa mediada por la
GADD34 podria aliviar la colitis, se trataron ratones IL10/Nox19K° con 1 mg/kg de salubrinal 3% durante hasta tres
semanas. Demostramos que el salubrinal redujo de forma importante la puntuacién de la colitis histolégica en todo el
colon, previno notablemente la infiltracion de células inmunitarias y restaurd la arquitectura de la mucosa intacta con
células caliciformes normales. El salubrinal provocé una robusta fosforilacion del elF2alfa y protegi6é la mucosa del
colon frente a la apoptosis, al menos en parte por su actividad anti-apoptética sobre la expresion de la CHOP.
Adicionalmente, habia una tendencia a una reduccion en la expresion de Grp78/Bip y de Grp94 en los ratones
tratados con salubrinal, lo que demuestra que el salubrinal participa en el brazo de control de la traduccién de las
UPR mediante la induccién de la fosforilacion del elF2alfa, y actia como un regulador de la proteostasis reduciendo
el plegamiento de las proteinas en las células estresadas. De forma interesante, demostramos que la fosforilacion
inducida por el salubrinal del elF2alfa se detectaba principalmente en las células epiteliales del colon. Finalmente,
los niveles de citocinas proinflamatorias y la cantidad de linfocitos Treg colonicos y esplénicos disminuy6 fuertemente
hasta su nivel basal en los ratones IL10/Nox19O tratados con salubrinal.

Nuestros hallazgos refuerzan que la fosforilacion defectuosa del elF2alfa es un importante factor en la CU y puede
abrir nuevas vias terapéuticas. Los tratamientos actuales de la CU no pueden cambiar el curso natural de la
enfermedad. Estas dificultades para gestionar la CU pueden explicarse por el uso de inmunomoduladores, que estan
disefiados principalmente para modular la actividad de las células inmunitarias y que son muy poco eficaces en la
reparacion de las anomalias epiteliales tempranas. Por lo tanto, los moduladores del elF2a podrian definir una nueva
clase de farmacos basada especificamente en los mecanismos intimos de la CU, que probablemente podrian
cambiar el paradigma para el tratamiento de la CU desde los inmunomoduladores hacia los epiteliomoduladores.
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REIVINDICACIONES

1. Un modelo animal transgénico no humano para la colitis ulcerosa y sus principales complicaciones, tales como la
colangitis esclerosante primaria y el cancer colorrectal, que comprende una alteracién dirigida en los genes de la
interleucina 10 (IL10) y de la oxidasa de NADPH 1 (NOX1), de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en
dicho animal, y en el que se lleva a cabo una apendicectomia o una extirpacion del suelo cecal en el animal.

2. El modelo animal transgénico no humano segun la reivindicacién 1 que esta inactivado para la IL-10 y la NOX1.
3. El modelo transgénico no humano segun la reivindicacion 1 o 2 que es un roedor, tal como un ratén o una rata.

4. Un método no terapéutico para el cribado de un compuesto candidato para su uso como farmaco para el
tratamiento o la prevencion de la colitis ulcerosa y/o de sus principales complicaciones, tales como la colangitis
esclerosante primaria o el cancer colorrectal, que comprende i) la administracion del compuesto candidato a un
modelo animal transgénico no humano que comprende una alteracién dirigida en los genes de la interleucina 10
(IL10) y de la oxidasa de NADPH 1 (NOX1) de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en dicho animal, ii) la
caracterizacion del fenotipo del modelo animal no humano después de la administracion del compuesto candidato, y
iii) la seleccion positiva del compuesto candidato que revierte o que retrasa el fenotipo de colitis ulcerosa en el
modelo animal no humano.

5. El método de la reivindicacién 4 en el que el modelo animal transgénico no humano esta inactivado para la IL-10 y
la NOX1.

6. El método de la reivindicacion 4 o 5 en el que el modelo animal transgénico no humano es un roedor, tal como un
ratén o una rata.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 en el que se lleva a cabo una apendicectomia o una
extirpacion del suelo cecal en el modelo animal transgénico no humano.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 en el que el compuesto candidato ha sido
previamente caracterizado como un inhibidor de la PP1R15A/GADD34 que restaura la fosforilacion del elF2a.

9. Uso de un animal transgénico no humano que comprende una alteracion dirigida en los genes de la interleucina
10 (IL10) y de la oxidasa de NADPH 1 (NOX1) de forma que la IL10 y la NOX1 no son expresadas en dicho animal,
como modelo de la colitis ulcerosa y de sus principales complicaciones, tales como la colangitis esclerosante
primaria y el cancer colorrectal.

10. El uso de la reivindicacion 9 en el que el animal transgénico no humano esta inactivado para la IL-10 y la NOX1.

11. El uso de la reivindicacion 9 o 10 en el que el animal transgénico no humano es un roedor, tal como un ratén o
una rata.

12. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 en el que se lleva a cabo una apendicectomia o una
extirpacion del suelo cecal en el animal transgénico no humano.
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