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Gen quimérico para el desarrollo de aproximaciones
terapéuticas a la intolerancia hereditaria a la fruc-
tosa.

Comprende un promotor unido al gen o al ADNc de
la fructoquinasa. Dicho gen quimérico se inserta en
una célula hepatica, permitiendo la expresién de fruc-
toquinasa.

También se refiere a un animal transgénico cuyo
genoma comprende dicho gen quimérico y desarro-
llando, dicho animal transgénico, alteraciones aso-
ciadas a la intolerancia hereditaria a la fructosa tras
la administracion de fructosa, sorbitol o sacarosa.
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DESCRIPCION

Gen quimérico para el desarrollo de aproxima-
ciones terapéuticas a la intolerancia hereditaria a
la fructosa.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en primer lu-
gar a un gen quimérico que utiliza el gen o ADNc
(ADN complementario) de la fructoquinasa (FK,
EC 2.7.1.3.) dirigido por un promotor.

La invencién se refiere también a un animal
transgénico que sobreexpresa dicho gen quiméri-
co y su utilizacién para el estudio de la intoleran-
cia hereditaria a la fructosa y en el desarrollo de
aproximaciones terapéuticas a esta enfermedad.
Antecedentes de la invencién

La intolerancia hereditaria a la fructosa (IHF)
es una enfermedad autosémica recesiva con una
frecuencia estimada de 1 en 20.000 nacimien-
tos, provocada por una deficiencia en aldolasa B
(fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, EC 4.1.2.13.) en
el higado, rinén e intestino. Este enzima par-
ticipa en el metabolismo de la fructosa, ya que
es capaz de hidrolizar la fructosa 1-fosfato (F-1-
P) (formada por accién de la fructoquinasa) en
dihidroxiacetona-P y gliceraldehido (Gitzelman,
R. et al. (1995) Disorders of Fructose Metabo-
lism. The Metabolic Basis of Inherited Disease.
Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, eds.,
7th ed. McGraw Hill, New York, 905-934). Los
pacientes afectados de IHF sufren dolor abdomi-
nal, vémitos e hipoglucemia tras la ingestién de
fructosa, sorbitol o sacarosa, siendo més frecuente
la aparicién de este cuadro clinico al cesar la lac-
tancia materna. Ademds, la ingesta continuada
de fructosa causa una intoxicacién crénica que
puede llevar al fracaso hepético y a la aparicion
de cirrosis, a acidosis renal tubular y a retardo
del crecimiento (Gitzelman, R. et al. (1995) Di-
sorders of Fructose Metabolism. The Metabolic
Basis of Inherited Disease. Scriver CR, Beaudet
AL, Sly WS, Valle D, eds., 7th ed. McGraw Hill,
New York, 905-934).

El estudio histopatolégico de biopsias hepati-
cas muestra esteatosis en las células parenquima-
tosas, cierto grado de necrosis y fibrosis periportal
e intralobular, que en etapas mas avanzadas de la
enfermedad puede dar lugar a cirrosis. Por el con-
trario, en el rifién los cambios son discretos, inclu-
yendo cierto grado de granulacion y vacuolizaciéon
de las células epiteliales de los tibulos proxima-
les (Black, J.A. & Simpson, K. (1967) Fructose
tolerance. Br. Med J. 4, 138-141).

El tratamiento de la IHF consiste en la eli-
minacién estricta de la fructosa, sorbitol y saca-
rosa de la dieta. El diagnéstico temprano de la
enfermedad es necesario para su correcto trata-
miento. El diagnéstico de confirmacién se realiza
por ensayo de la actividad aldolasa B en biopsias
de higado o intestino (Gitzelman, R. et al. (1995)
Disorders of Fructose Metabolism. The Metabo-
lic Basis of Inherited Disease. Scriver CR, Beau-
det AL, Sly WS, Valle D, eds., 7th ed. McGraw
Hill, New York, 905-934). La introduccién de
la reaccién en cadena de la polimerasa con oli-
gonucleotidos sintéticos apropiados ha facilitado
el andlisis del defecto molecular subyacente en
la THF. En la poblacién europea mas del 90 %
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de los afectados por IHF presentan la mutaciéon
sin sentido A149P en el gen de la aldolasa B, si-
guiéndoles en frecuencia las mutaciones A174D y
N334K (Cox, T.M. (1994) Aldolase B and fruc-
tose intolerance. FASEB J. 8, 62-71; Ali, M. &
Cox, T.M. (1995) Diverse mutations in the aldo-
lase B gene that underlie the prevalence of here-
ditary fructose intolerance. Am. J. Hum. Genet.
56, 1002-1005).

Tras el descubrimiento de la IHF, la toxicidad
de la fructosa se pensé que estaba limitada a pa-
cientes con defecto en aldolasa B. Sin embargo, al
final de la década de los sesenta. se observé que la
administracién intravenosa de fructosa, incluso a
sujetos sanos, provocaba graves alteraciones, en-
tre las que destacaban hipoglucemia, hipofosfa-
temia, hiperuricemia y acidosis ldctica (Perheen-
tupa, J. & Raivio,K. (1967) Fructose-induced hy-
peruricaemia. Lancet 2, 528-531; Bergstrom, J. et
al. (1968) Lactic acid accumulation in connection
with fructose infusion. Acta. Med. Scan. 184,
359-364). Estudios llevados a cabo en diferentes
animales, tras administracién de fructosa, demos-
traron que en los tejidos capaces de metabolizar la
fructosa como higado, corteza renal y células epi-
teliales del intestino delgado, poseedores de fruc-
toquinasa, aldolasa B y trioquinasa, se producia
un marcado incremento de los niveles celulares de
F-1-P, metabolito practicamente indetectable en
condiciones normales (Gitzelman, R. et al. (1995)
Disorders of Fructose Metabolism. The Metabolic
Basis of Inherited Disease. Scriver CR, Beaudet
AL, Sly WS, Valle D, eds., 7th ed. McGraw Hill,
New York, 905-934). Asi, en el higado la F-1-P
puede alcanzar niveles de hasta 10 mM tras una
sobrecarga de fructosa. El acimulo hepético de
F-1-P se produce por el desbalance existente en-
tre la Vmax (unas 10 U/g) de la fructoquinasa,
primer enzima de la via y sin regulacién alostérica
alguna, y la Vmax de la aldolasa B (unas 2 U/g)
segundo enzima de la via, creindose as{ una su-
puesta “trampa” de ATP, lo que provoca la caida
de los niveles celulares de ATP y de Pi de hasta
el 70 %. Los bajos niveles de ATP, junto con el
actimulo de F-1-P serfa la causa de la inhibicién
de la gluconeogénesis hepdatica. Del mismo modo
parece producirse un bloqueo de la glucogenoli-
sis, supuestamente por inhibicién de la glucégeno
fosforilasa por la F-1-P y la baja concentracion ce-
lular de fosfato inorgénico (P;). Todo lo anterior
explicaria el bloqueo de la produccién hepatica
de glucosa con la consiguiente hipoglucemia (Van
den Berghe, G. (1975) Biochemical aspects of he-
reditary fructose intolerance, in hommes. Normal
and Pathological Development of Energy Metabo-
lism. Van den Berg, C.J. eds, London, Academic,
211-228). Por otro lado, el acimulo de F-1-P en
el higado parece provocar la activacién de la piru-
vato quinasa-L con un aumento de la formacién de
lactato, lo que podria dar lugar a acidosis lactica
(Woods, H.F. et al. (1970) The cause of hepa-
tic accumulation of fructose 1-P on fructose loa-
ding. Biochem. J. 119, 501-510). La causa de
la hiperuricemia hay que situarla en el aumento
del catabolismo de purinas por activacién de la
AMP deaminasa por caida de la concentracién ce-
lular de ATP/GTP y Pi, inhibidores fisiolégicos
de este enzima (Van den Berghe, G. (1978) Me-
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tabolic effects of fructose in the liver. Curr. Top.
Cell. Regul. 13, 97-137).

Hasta el momento, no se han descrito modelos
animales de IHF. Sélo se ha descrito un modelo
de intolerancia a la fructosa por la expresion de
la fructoquinasa en levaduras, las cuales acumula-
ban fructosa 1-P en presencia de fructosa y enlen-
tecian su crecimiento (Donaldson, A. et al. (1993)
Expression of rat liver ketohexokinase in yeast re-
sults in fructose intolerance. Biochem. J. 291,
179-185). As{ pues, los animales transgénicos de
la presente invencién constituyen un modelo ani-
mal adecuado para el estudio de las alteraciones
patolégicas asociadas a ITHF.

Descripcién de la invencién

La presente invencién se refiere a una cons-
trucciéon génica que comprende un promotor o
fusién de promotores unido/s operativamente al
gen o el ADNc de la fructoquinasa caracterizado
en que cuando se inserta en una célula hepética
permite la expresion de fructoquinasa.

En una realizacién preferida de la invencién,
dicho promotor es el promotor de la PEPCK (fos-
foenolpiruvato carboxiquinasa).

La presente invencién también se refiere a un
vector de expresién (viral o no viral) que com-
prende dicha construccién génica. Un ejemplo
de vector de expresién segin la invencién es un
vector plasmidico que contiene el gen quimérico
PEPCK/FK.

También son objeto de la presente invencién
células hepéaticas que expresan un transgen segtin
la invencién. La introduccién de dicho transgen
en dichas células se realiza mediante un vector de
expresion segln la invencion.

La presente invencién hace referencia también
a animales transgénicos cuyo genoma contiene un
transgen que comprende un promotor o fusién
de promotores unido operativamente al gen de la
fructoquinasa. En una realizacién preferida de la
invencion, el genoma de dichos animales transgé-
nicos contiene un transgen que comprende el pro-
motor de la PEPCK unido operativamente al gen
de la fructoquinasa. Dichos animales se caracte-
rizan por el hecho de que desarrollan alteraciones
asociadas a la intolerancia hereditaria a la fruc-
tosa tras la administracién de fructosa, sorbitol o
sacarosa.

En una realizacién preferida de la invencién,
dicho animal transgénico es un mamifero y en una
realizacion atin més preferida, dicho animal trans-
génico es un raton.

Los animales transgénicos segin la inven-
cién muestran un incremento en los niveles de
ARNm de fructoquinasa en higado respecto a ra-
tones normales. Dicho incremento es més acen-
tuado en condiciones de ayuno que en condicio-
nes de alimentacién, ya que es en estas condicio-
nes cuando se expresa principalmente el promo-
tor de la PEPCK. Como consecuencia, los rato-
nes transgénicos segin la invencién muestran un
considerable aumento de la actividad fructoquina-
sa respecto a ratones normales. Al aumentar la
actividad FK se produce un gran aumento en la
concentracién intracelular de fructosa-1-P, debido
a la incapacidad de la aldolasa B de metaboli-
zarla con suficiente velocidad en dihidroxicetona-
P y gliceraldehido. Este incremento del desajuste

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

entre las actividades FK y aldolasa B en higado
causa un actimulo crénico de fructosa-1-P.

De forma ventajosa, la expresiéon de fructoqui-
nasa por parte del higado en los animales transgé-
nicos segin la invencién es compatible con la su-
pervivencia normal del animal, que presenta unos
niveles tanto de insulina como de glucosa en suero
similares a los de los ratones control.

Los animales transgénicos segin la invencién
presentan intolerancia a la fructosa, de manera
que si se les inyecta fructosa por via intravenosa,
se observa un un aumento considerable, de 3 a
5 veces, en los niveles de fructosa-1-fosfato y una
disminucién de més del 50 % en los niveles hep4ti-
cos de ATP en los transgénicos respecto a ratones
normales.

Los animales transgénicos segin la invencion
son especialmente ttiles para el estudio de la in-
tolerancia hereditaria a la fructosa y en particular
para el desarrollo de aproximaciones terapéuticas
a dicha enfermedad.

Ejemplos

A continuacién se muestran algunos ejemplos
a modo ilustrativo no limitativo de la invencién.
Ejemplo I
Obtencion de un gen quimérico que incluye el
ADNc de la fructoquinasa

Para obtener el gen quimérico PEPCK/FK, se
fusioné el promotor del gen de la P-enolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) (fragmento Xbal- Bglll
de -450 pb a 473 pb) al ADNc del gen de la
fructoquinasa (FK) de rata. Para obtener nive-
les elevados y estables de ARNm in vivo a par-
tir de un ADNc, es necesario introducir intrones
y exones de otros genes. Para ello, se han utili-
zado los intrones y exones del gen de la 3-globina.
El ADNc de la FK se ha introducido en el se-
gundo ex6n de la S-globina (lugar de clonacién
EcoRI) en el vector PEPCK/S-globina (Valera
et al. (1994) Overexpression of mitochondrial 3-
hydoxy-3-methylglutaryl-CoA synthase in trans-
genic mice causes hepatic hyperketogenesis. J.
Biol. Chem. 269, 6267-6270). Este vector per-
mite la expresion de genes exégenos en el higado
de animales transgénicos.

Ejemplo II
Ratén transgénico que expresa el ADNc de la
fructoquinasa en higado

II.1. Generacion del ratén transgénico

El ratén transgénico se obtuvo a partir de
la microinyeccién del gen quimérico PEPCK/FK
descrito en el ejemplo anterior.

Los oocitos fertilizados se recogieron mediante
el vaciado de los oviductos de las ratonas donan-
tes 12 horas después del apareamiento. A conti-
nuacion se inyectaron de 2 a 3 pl de una solucién
de ADN (4 ng/ul) que contenia el gen quiméri-
co, separado del resto del pldsmido, fragmento
Notl-Xhol, en el prontcleo del zigoto. Los zi-
gotos inyectados se implantaron en el oviducto
de hembras pseudogestantes, aproximadamente
10 zigotos por lado [Hogan et al. (1986) Mani-
pulating the Mouse Embryo. A Laboratory Ma-
nual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York].

A las 3 semanas después del nacimiento se
analizé la presencia del transgén en la descen-
dencia mediante anélisis de transferencia e hibri-
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dacién Southern (Southern blot) de 10 ug de ADN
procedente de la cola de cada uno de los anima-
les. Las muestras de ADN fueron digeridas con
el enzima de restriccion Bglll y se hibridaron las
membranas con una sonda especifica para el exén
7 del gen de FK de rata. Se observé la presencia
de una banda de aproximadamente 5 Kb corres-
pondiente al gen endégeno de la FK y una banda
de 0,91 Kb caracterfstica del transgén, cuya pre-
sencia s6lo era detectable en los ratones transgé-
nicos.

I1.2. Andlisis de la expresion del gen quiméri-
co

Se pudo comprobar la expresién del gen qui-
mérico en el higado de los ratones transgéni-
cos mediante el andlisis del ARN total extraido
del higado de los animales control y transgéni-
cos, tanto en condiciones de alimentaciéon como
después de un ayuno de 20h. El ARN total se
obtuvo empleando el método del isotiocianato
[Chirwin et al. (1979) Biochemistry 18, 5294-
5299] y, a continuacién, se separaron muestras de
ARN (30 ug) en un gel de electroforesis de aga-
rosa al 1% que contenia formaldehido 2,2 M y se
transfiri6 (Northern blot) a una membrana para
su hibridacién con una sonda de la fructoquina-
sa. marcada con 32P, empleandose como sonda el
ADNc de la FK de rata. Para ello, se marcé dicha
sonda con [a-*?P]dCTP siguiendo el método de
oligopriming descrito por el fabricante. La activi-
dad de la sonda de ADN fue de aproximadamente
10° cpm/ug ADN. Las membranas de transferen-
cia se pusieron en contacto con peliculas Kodak
XAR-5. Se observé un nivel de ARNm de FK
maés elevado en los ratones transgénicos que en
los controles. No obstante, las diferencias obser-
vadas entre controles y transgénicos fueron mucho
mayores en condiciones de ayuno, ya que el pro-
motor de la PEPCK se expresa principalmente en
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este estado.

I1.3. Andlisis de los niveles de glucosa e insu-
lina

Se obtuvieron muestras de sangre de ratones
control y transgénicos para analizar los niveles de
glucosa e insulina circulantes.

La concentracién de glucosa se determiné me-
diante el sistema Glucometer Elite”™ de Bayer.
La insulina se determiné mediante radioinmuno-
ensayo (RIA) con el kit comercial de INSULIN-
CT de CIS Biointernational, Francia.

Se observé que los ratones transgénicos pre-
sentaban unos niveles de glucemia e insulinemia
normales respecto a los controles. Estos resulta-
dos indican que la expresion de fructoquinasa por
parte del higado en estos animales transgénicos es
compatible con la supervivencia normal del ani-
mal.

I1.4. Andlisis de la actividad fructoquinasa en
higado

Se determiné la actividad FK en higado tanto
en animales control como transgénicos. Se ob-
servé que, en condiciones de ayuno, los animales
transgénicos mostraban un incremento de 2 a 3
veces en la actividad FK respecto a los controles.

I1.5. Andlisis de la toxicidad aguda de la fruc-
tosa

Se realizé un estudio de toxicidad aguda de
la, fructosa con el fin de determinar si los ani-
males transgénicos presentaban intolerancia a la
fructosa. En dicho estudio, tras una inyeccion
aguda de fructosa por via intravenosa, se observé
en higado un incremento de 3 a 5 veces en el con-
tenido de fructosa-1-fosfato (F-1-P), asf como una
disminucién de més del 50 % en la concentracién
de ATP respecto a los controles. Estos resultados
indicaban que los transgénicos presentan intole-
rancia a la fructosa, debido a la incapacidad de la
aldolasa B de contrarestar el incremento de F-1-P.
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REIVINDICACIONES

1. Gen quimérico caracterizado por el he-
cho de que comprende un promotor unido al gen
o al ADNc de la fructoquinasa, insertdndose, di-
cho gen quimérico, en una célula hepatica, lo que
permite la expresiéon de fructoquinasa.

2. Gen quimérico segln la reivindicacién 1,
donde dicho promotor es el promotor de la
PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinasa).

3. Vector de expresion que comprende un gen
quimérico segun la reivindicacién 1 6 2.

4. Célula hepética transformada por un vector
de expresion segtn la reivindicacién 3.

5. Animal transgénico caracterizado por el
hecho de que comprende un gen quimérico segtin
la reivindicacién 1, desarrollando, dicho animal
transgénico, alteraciones asociadas a la intoleran-
cia hereditaria a la fructosa tras la administracion
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de fructosa, sorbitol o sacarosa.

6. Animal transgénico segin la reivindica-
cién 5, donde dicho animal transgénico es un
mamifero.

7. Animal transgénico segin la reivindicacién
5 6 6, donde dicho animal transgénico es un ratén.

8. Tejido o tipo celular originado a partir de
un animal transgénico seglin cualquiera de las rei-
vindicaciones 5 a 7.

9. Utilizacién de un gen quimérico segtin la
reivindicacién 1 para la obtencién de animales
transgénicos.

10. Utilizacién de un gen quimérico segin la
reivindicacién 9, donde dichos animales transgé-
nicos son ratones.

11. Utilizacién de un animal transgénico se-
gln la reivindicacién 9 6 10 en el desarrollo de
aproximaciones terapetlticas para la intolerancia
hereditaria a la fructosa.
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