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@_Resumen:

Animal transgénico no humano que sobreexpresa el
en de la P-enolpiruvato carboxiquinasa para su uti-
ﬁzacién en el estudio de la diabetes mellitus y en el
desarrollo de aproximaciones terapéuticas a la enfer-
medad.
Se refiere a un minigen que utiliza una parte del gen
y del cDNA (ADN complementario) de la PEPCK
(P-enolpiruvato carboxiquinasa) o gen de la PEPCK
modificado por una etiqueta dirigidos por un promo-
tor o fusion de promotores.
También se refiere a un vector de expresidn que per-
mite expresar PEPCK en cualquier tipo celular y a un
animal transgénico no humano que expresa un mini-
en de la PEPCK para su utilizacién en el estudio de
a diabetes mellitus y en el desarrolio de aproxima-
ciones terapéuticas a la enfermedad.
También se refiere a un cromosoma de los anima-
les transgénicos no humanos citados que contiene el
en quimérico citado y a un minigen o gen modi-
ﬁcado de la PEPCK para la utilizacién en estudios
sobre las causas fisiopatolégicas de la diabetes melli-
tus.
Finalmente se refiere a un_tipo celular originado a
partir de animales trangénicos no humanosdy aun
tipo celular que expresa el minigen o gen modificado
de la PEPCK segun cualquiera de los vectores cita-
dos.
Facilita el estudio de la diabetes mellitus.
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DESCRIPCION

Animal transgénico no humano que sobreex-
presa el gen de la P-enolpiruvato carboxiquinasa
para su utilizacién en el estudio de la diabetes
mellitus v en el desarrollo de aproximaciones te-
rapéuticas a la enfermedad.

La presente invencion se refiere en primer lu-
gar a un minigen obtenido tras substitucién de
parte de los intrones y exones del gen de la
P-enolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) por el
fragmento correspondiente de su propio ¢cDNA,
a fin de poder diferenciarlo del gen endégeno de
la PEPCK. También hace referencia al gen com-
pleto de la PEPCK al que se ha unido una eti-
queta, entendiéndose por este término un frag-
mento de DNA exdgeno que permite diferenciarlo
del gen enddgeno de la PEPCK. en un analisis
por Southern blot del DN A aislado de un animal
transgénico no humano o células en cultivo.

Mas concretamente se refiere al disefio de un
animal transgénico no humano que sobreexpresa
un munigen o un gen modificado de la PEPCK di-
rigido por fragmentos de su propio promotor. que
permitan la expresién del minigen o gen modifi-
cado principalmente en higado o en higado v te-
Jido adiposo de los animales. El gen de la PEPCK
codifica por un enzima clave en el control de la via
gluconeogenica principalmente en higado. rinén.
tejido adiposo. vevuno. etc. También estd involu-
cradoen el control de la via glicerogénica en tejido
adiposo. La sobreexpresion de la PEPCK en ani-
males transgenicos no humanos causa hipergluce-
mia, resistencia a insulina y diahetes mellitus.

Lainvencion se refiere también a otros ohjetos
que se describen mas adelante.

Antecedentes de la invencién

La diabetes mellitus no dependiente de insu-
lina (NIDDM) es el desorden metabdlico mas co-
min. Comprende una gran variedad de sindromes
con distintas etiologias que afectan colectivamen-
te del 1 al 6 % de la poblacién mundial (Taylor. R.
and Agius, L. (1988) Biochem. J. 250. 625-640;
McGarry. J. D. (1992) Science 238. 766-770). La
NIDDM. al menos en estadios iniciales, no pre-
senta una deficiencia de insulina sino una inca-
pacidad de la hormona de actuar eficientemente
en tejidos diana como musculo. higado o tejido
adiposo. proceso conocido como resistencia a la
insulina (McGarry, J.D. (1992) Science 258, 766-
770). Todas las formas de diabetes mellitus no
dependiente de insulina se caracterizan por la pre-
sencia de hiperglucemia y desarrollo de patologia
microvascular en la retina y en los glomerulos del
rinén y de complicaciones neurolégicas (Ruder-
man, N.B.. et al. (1992) FASEB J. 6. 2905-2914:
Williamson, et al. (1993) Diabetes 42, 801-813).
Como consecuencia de esta patologia microvascu-
lar. la diabetes mellitus es la principal causa de
ceguera en adultos y la responsable de gran ni-
mero de casos de fallo renal crénico. La diabetes
también incrementa el riesgo de desarrollo de ate-
roesclerosis prematura y aumenta la mortalidad
por infarto de miocardio, enfermedad cerebrovas-
cular y vascular periférica (Schneider. D.J. (1993)
Diabetes 42, 1-7). Ademas, la NIDDM se asocia
a menudo con obesidad (DeFronzo. R.A.. et al.
(19920 Diabetes Care 15, 318-368).
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A pesar de una gran inversion de recursos,
existe ain una clara comprensién de los mecani
mos patogénicos basicos de la diabetes. Ava
ces recientes en este campo han mostrado la gr4
complejidad del problema. Varios defectos m
leculares se han asociado con la resistencia a
insulina: por ejemplo defectos genéticos en el t
ceptor de la insulina (Taylor, S.I., (1992) Diab
tes 41, 1473-1490; Flier, J.S. (1992) Diabetes 4
1207-1219). mutaciones en el gen de la glucoqu
nasa (Permutt, M.A.| et al. (1992) Diabetes 4
1367-1372: Rnadle. P.J. (1993) Diabetologia 3
269-275) o de la glucdgeno sintasa (Groop. L.(].,
et al. (1993) N. Engl. J. Med. 328, 10-14}. Si
embargo, estas alteraciones genéticas son respoi
sables unicamente de un pequeno nimero de casc
de NIDDM. Las causas primarias de la mayor
de los casos de esta enfermedad son desconocidas.

El principal factor que contribuye a la hiper
glucemia en ayuno en la diabetes mellitus no d4
pendiente de insulina, es la produccidn excesiv
de glucosa por el higado. Un incremento en }
via gluconeogénica es el responsable de los nive
les elevados de glucosa en NIDDM tras el ayun
nocturno. lo cual, a su vez. provoca una demand
de secrecién de insulina incrementada y sostenid
(DeFronzo. R.A. et al. (1989) Metab. Clin. Exj.
38. 387-395: Consoli. A.. et al. (1989) Diabetc
38. 550557 Magnuson, L., et al. (1992) J. Cliy.
Invest. 90. 13231327). La forma citosdlica d
la PEPCK es un enzima regulador de la glucc
neogénesis (Exton. J.H. and Park, C.R. (1967) 1.
Biol. Chem. 242. 2622-26360. La actividad de |
PEPCHK estéd regulada a nivel de la transcripcio
de su gen. El AMP ciclico y los glucocorticoidd
incrementan la expresién de la PEPCK en higadq.
mientras que la insulina la inhibe (Lamers. W.H|.
et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79,
5137-5141; Granner, D.K., et al. (1983) Natur
305. 549-551: Magnuson, M.A., et al. (1987) 1.
Biol. Chem. 262, 14917-14920). Por tanto, este
gen es altamente sensible a las principales hormd
nas reguladoras de la homeostasia de la glucosd,
el glucagdn y la insulina.

A fin de determinar el papel de la PEPCI
en el incremento de la produccién hepéatica d
glucosa y en el desarrollo de resistencia a insu
lina y NIDDM se ha sobreexpresado en anima-
les transgénicos no humanos un minigen de 1
PEPCK bajo control de su propio promotor. Ed
tos animales muestran que la sobreexpresién d
un unico enzima, la PEPCK, provoca hipergluce
mia en ayuno, hiperinsulinemia, descenso en e
almacenamiento de glucdgeno en higado y tes
de tolerancia a la glucosa alterado, caracteristica
presentes en NIDDM en humanos. Estos animal
les transgénicos no humanos pueden proporciona
informacién sobre los mecanismos mediante lo
cuales la hiperglucemia puede llevar a resistencis
a insulina y diabetes. Ademds, este modelo ani
mal puede ser utilizado en el desarrollo de nueva
teraplas para el tratamiento de la diabetes.
Descripcidn de la invencidn

La invencién tiene por objeto un minigen qué
utiliza el gen de la PEPCK en el que se ha sus}
tituido parte de los exones e intrones por el fragt
mento correspondiente de su propio cDNA (ADY
complementario) dirigido por su propio promotof
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o fusién de promotores, preferentemente regula-
bles y activados por el proceso diabético.

La P-enolpiruvato carboxiquinasa es un en-
zima clave en el control de la via gluconeogénica,
y se encuentra principalmente en el higado. rinén
yeyuno y tejido adiposo. La actividad de este en-
zima se regula a nivel de la expresién de su gen
(Hanson, R.W., et al. (1976) Gluconeogenesis:
Its regulation in mammalian species. John Wi-
ley & Sons, Inc. New York). La expresion del
gen de la PEPCK se encuentra finamente regu-
lada por hormonas. En los fragmentos del pro-
motor de la PEPCK utilizados (-450 pb a + 73
pb y -2080 pb a +73 pb) se han descrito secuen-
cias que responden a AMPc, a glucocorticoides y
a insulina (Wynshaw-Boris. A., et al. (1984) J.
Biol. Chem. 259. 12161-12169: Wynshaw-Boris,
A.. et al. (1986) J. Biol. Chem. 261, 9714-9720:
Short. J.M., et al. (1986) J. Biol. Chem. 261,
9721-9726: O'Brien, R.M.. et al. (1990) Science
249, 533-537). El glucagdn actuando via AMPec, v
los glucocorticoides activan la expresion del gen.
mientras que la insulina inhibe dicha expresion.
En animales diabéticos. la expresién del gen de
la PEPCK estd incrementada debido al aumento
de los niveles plasmaticos de glucagon v al des-
censo en los niveles de insulina (Tilghman, S.M..

et al. (1974) Proc. Natl. Acad. Sc. USA
T1. 1304-1308: Hopgood. M.F.. et al. (1973)
Biochem. J. 134. 445-433: Kioussis. D.. et al.

(1978) J. Biol. Chem. 253. 4327-4332). Estos
fragmentos del promotor de la PEPCK son ca-
paces de dirigir la expresion del gen de la hor-
mona de crecimiento de manera regulada y es-
pecifica de tejido en animales transgénicos no hu-
manos (McGrane. M.M.. et al. (1988) J. Biol.
Chem. 263. 11443-11451: McGrane. M.\, et al.
(1990) J. Biol. Chem. 265. 22371-22379: Short.
M.K.. et al. (1992) Mol. Cell. Biol. 12. 1007-
1020: Eisenberger. C.L. (1992) Mol. Cell. Biol.
12. 1396-1403). Se ha demostrado que e} promo-
tor de la PEPCK puede dirigir la expresion del
gen quimérico PEPCK /hormona de crecimiento
a higado. rindn. yenuno y tejido adiposo de ani-
males transgénicos no humanos. Ademas, y de
manera similar al gen enddgeno de la PEPCK. los
genes quimeéricos dirigidos por el promotor de la
PEPCK no se empiezan a expresar hasta después
del nacimiento (McGrane, M.M., et al. (1990)
J. Biol. Chem. 265, 22371-22379; Short, M.Kk.,
et al. (1992) Mol. Cell. Biol. 12, 1007-1020:
Eisenberger. C.L. (1992) Mol. Cell. Biol. 12,
1396-1403). Asi pues. el promotor de la PEPCK
puede dirigir la expresién de un minigen PEPCK
de manera regulada fisiologicamente a los mismos
tejidos en que se expresa el gen enddgeno de la
PEPCK.

Por tanto, al fusionarse este promotor de la
PEPCK a un minigen de la PEPCK, o a un
gen modificado de la PEPCK. se sobreproducira
PEPCK en los tejidos donde se expresa su promo-
tor. los cuales son los mismos que los que expresan
la PEPCK enddgena.

La invencién tiene, pues, por objeto la crea-
¢ién de un minigen PEPCK/PEPCK modificada.
Este minigen se ha introducido en células de hepa-
toma en cultivo mediante transfeccién transitoria,
observandose que se producia en estas células un
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incremento en los niveles de RNAm especifico de
la PEPCK.

La invencidn tiene también por objeto un pro-
cedimiento de fusidon de promotores o elementos
reguladores de genes que permitan incrementar el
nivel de expresion en los mismos tejidos u érganos
que el gen endégeno de la PEPCK (higado, rifién,
tejido adiposo, 1ntestino, etc.).

Esta invencién también tiene por objeto un
vector de expresidn que permite sobreexpresar
PEPCK al introducirse en diferentes tipos celula-
res, mas particularmente, un vector plasmidico
pPEPCKminigen. También pueden utilizarse
otros vectores de expresion virales (retrovirus.
adenovirus, herpes virus, papilomavirus. etc.) o
no virales.

La invencidn tiene por objeto, ademads. anima-
les transgénicos no humanos que sobreexpresan
diferentes minigenes de la PEPCK, asi como un
tipo celular originado a partir de estos animales
transgénicos no humanos.

En el laboratorio se han obtenido ratones
transgénicos mediante la técnica de microinyecion
de DNA (minigenes PEPCK) a 6vulos fecundados
de ratén antes de la fusidén de los dos pronucleos
femenino y masculino.

Otro objeto de la invencidén es el cromosoma
de los animales transgénicos no humanos que con-
tiene el minigen.

Finalmente. la invencion tiene por objeto un
minigen del tipo descrito anteriormente. para la
utilizacién en el estudio del proceso diabético y en
el desarrollo de aproximaciones terapeuticas para
diabetes mellitus.

Breve descripcién de los dibujos

Para mejor comprensién de cuanto se ha ex-
puesto se acompanan unos dibujos referidos a
ejemplos de reahzacion.

En dichos dibujos, las figuras 1 v 2 repre-
sentan la construccién de dos minigenes de la
PEPCK. a partir del plasmido pB7.0 que con-
tiene el gen de la PEPCK de rata y el plasmido
p(-2000)PEPCK. que contiene un fragmento del
promotor de la PEPCK de 2000 pb. Estos mi-
nigenes de la PEPCK han sido utilizados en la
obtencién de animales transgénicos no humanos.
Ejemplos de realizacion

Para la construccidén del {-485 pb) minigen
PEPCK (Fig. 1) se partié del plasmido pB7.0
(Yoo-Warren, H., et al. (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80, 3656-3660) que contiene el gen de la
PEPCK de rata y 485 pb de la zona flanqueante
5. El fragmento Sphl-Sphl de dicho gen (del
exén 4 al 10) se elimind y se sustituyé por el frag-
mento SphI-Sphl del cDNA de rata, obtenido tras
digestién con Sphl del plasmido pPCK10 (Yoo-
Warren, H., et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80, 3656-3660). De esta manera se obtenia
un minigen que contenia las secuencias codifican-
tes de la PEPCK completas y del que se habian
eliminado inicamente parte de los intrones no co-
dificantes. Los intrones 1-3 presentes en el mini-
gen permiten expresar el minigen “in vivo” y es-
tabilizar el RNAm del minigen. Este plasmido se
ha denominado p(-485)PEPCKminigen.

Para la construccion del (-2000 pb) minigen
PEPCK (Fig. 2) se obtuvo el fragmento Xbal-
Xbal de la PEPCK, que contenia las secuen-
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cias -2000 a -485 pb, a partir del plasmido (p(-
2000)PEPCK) (McGrane, M. M., et al. (1990) J.
Biol. Chem. 265, 22371-22379). Este fragmento
se introdujo en el lugar Xbal (-485 pb) del mini-
gen de la Fig. 1. De esta manera se obtenia un
minigen de la PEPCK dirigido por un fragmento
de su propio promotor de 2000 pb. Este pldsmido
se ha denominado p(-2000)PEPCKminigen.

A continuacidn se expone brevemente el pro-
ceso de obtencién de un animal transgénico no
humano que expresa el (-485)minigen PEPCK y
(-2000)minigen PEPCK.

Una vez verificado que los minigenes eran fun-
cionales mediante transfeccion de células en cul-
tivo, se procedid a microinyectarlos {fragmentos
BamHI-BamHI) a évulos fecundados de ratén an-
tes de la fusién de los dos pronucleos femenino v
masculino segin el método descrito por Wagner,
et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78,
5016. Estos embriones eran posteriormente tran-
sferidos a una madre receptora. De los animales
obtenidos se aislé DNA a partir de un fragmento
de cola y a continuacidn. se analizo la presencia
del transgén mediante Southern blot v posterior
hibridacion con una sonda especifica fragmento
Sphl-Sphl del ¢DNA de la PEPCK. Con los ani-
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males transgénicos no humanos se han establecidlg
colonias, en las que se ha analizado la expresifn
del minigen. Asi. los animales transgénicos g
humanos obtenidos expresan el transgén en lpd
tejidos donde normalmente se expresa la PEPCK]
enddgena. Este incremento en la expresidn de
gen de la PEPCK se refleja en un incremento ¢
la produccién de glucosa a partir de precursorks
gluconeogénicos en hepatocitos en cultivo primpa
rio de los ratones transgénicos. Estos animaled
presentan niveles séricos de glucosa en ayunag
mds elevados que los de ratones control. Esta Hid
perglucemia viene acompanada de hiperinsuling]
mia, lo cual indica que los animales transgénicps
no humanos han desarrollado resistencia a insii-
lina. Los niveles de glucdgeno hepatico tambidn
estan mas disminuidos en los ratones transgénicds
respecto a los controles. lo cual es caracteristigol
de resistencia a insulina. Estos animales presef-
tan una curva de tolerancia a la glucosa alteradn.
dado que tras una inyeccidn intraperitoneal de|
glucosa se alcanzan niveles séricos del azdicar mii-
chomas elevados que en animales control. Ello ih-
dica que estos ratones desarrollan diabetes melii-
tus no dependiente de insulina. '
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REIVINDICACIONES

1. Minigen que utiliza una parte del gen y del
¢DNA (ADN complementario) de la PEPCK (P-
enolpiruvato carboxiquinasa) o gen de la PEPCK
modificado por una etiqueta dirigidos por un pro-
motor o fusiéon de promotores.

2. Minigen segun la reivindicacién 1, caracte-
rizado por el hecho de que los promotores son re-
gulables y son activados por el proceso diabético.

3. Minigen segun la reivindicacidn 2, carac-
terizado por el hecho de que se obtiene por la
fusion del minigen de la PEPCK al propio pro-
motor de la PEPCK.

4. Procedimiento de fusién de promotores o
elementos reguladores de genes que permitan ex-
presar la PEPCK en cualquier tipo celular.

5. Vector de expresion que permite expresar
PEPCK en cualquier tipo celular.

6. Vector plasmidico pPEPCRminigen segin
la reivindicacién 5. que permite expresar PEPCIX
en cualquier tipo celular.

7. Vector retrovirico vVPEPCKminigen segin

10

20

30

40

50

60

65

la reivindicacidn 5, que permite expresar PEPCK
en cualquier tipo celular.

8. Animal transgénico no humano que expresa
un minigen de la PEPCK segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

9. Tipo celular originado a partir de los ani-
males transgénicos no humanos de la reivindi-
cacion 8.

10. Cromosoma de los animales transgénicos
no humanos de la reivindicacion 8, que contiene
el gen quimeérico segin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3.

11. Minigen o gen modificado de la PEPCK
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
para la utilizacidn en estudios sobre las causas
fisiopatoldgicas de la diabetes mellitus.

12. Anumal transgénico no humano segin la
reivindicacién 8 para su utilizacion en el desarro-
llo de aproximaciones terapetticas para diabetes
mellitus.

13. Tipo celular que expresa el minigen o gen
modificado de la PEPCK segin cualquiera de los
vectores de las reivindicaciones 5 a 7.
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