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PRESENTACION

La diabeles mellitus es la enfermedad metabdlica més frecuente en humanos, Todas
las formas de diabetes mellitus se caracterizan por hiperplucermia, la falta relativa o absoluta
de insuling, asi come, por ¢l desarmolle de patologia microvascular en retina y glomérulo
renal, La mayor parte de Ja poblacidn diabética 3¢ incluye on la clasificacién de diabetes tipo
Il o diabetes no dependiente de insulina. La eticlogia de esta enferrnedad s heterogénca. S¢
han identificado diversos genes cuya alteracidn parece ser causa de diabetes mellitus. Asi, se
han observado mutaciones €n el gen de Ia glucoguinasa, GLUT-2, receptor de la insulina, eic.
en pacientes de diabetes tipo II. Sin embargo, las caosas que afectan a Ia mayoria de la
poblacidn son adn desconocidas.

El trabajo expenimental presentado en ¢sta Tesis Doctoral se ha dividido en dos partes,
Una centrada en ¢l estudio del efecte de |a sobreexpresion de 1a hormona de crecimicnto
{GH} en higado de conejos transpénicos v la ofra, en que se ha imnvestipado el papel de la
sobreexpresion del factor de crecimiento semejante a la insuling [ (IGF-1) en ¢élulas B del
pincreas de mtones transgénicos. Ambos cstudios tienen en comuin la utilizacidn de la
tecnologia de animales transgénicos para el estudio de! posible papel tanto de la hormona de
crecimiento como del IGF-1, mediadar de la acclon de la hormona de crecimiento en los
wiidos, en el desamrolio de diabetes mellitus. La oblencidn de estos modelos animales
pemnitird conocer los efectos a larpo plaze de estas hormonas en el animal entero.

La G egjerce efeclos promotores del crecimiento en anrmales ¥ por 1anto, se ha
consideradn de interdés biotecnolégico en produceidn animal. Asi, el pen de Ta GH se ha
introducido en animales de interés panadero (verdos, ovejas,..) con el fin de mejorar los
catdcteres productivos (animales de crecimiento precoz, con menor contemido de grasa, y por
tanto. mis magros). 8in embargo, estas animales transgénicos de gran tamarfio han presentado
gran mumers de alleraciones {arricis, dlecms, problemas reproductivos,. .}, Amimales
ransgénicos de menor tamaie, ratenes, simuestran un claro incremento del tamaidio corporal
y tg desarrollan patologias hasta edad avanzada (mas de 1 ano). Estos problemas que
aparecen en animales wansgénicos son el rosultado de la accidn crdnica de la hormona,
Niveles cranicamente elevados de hormona de crecimiento, come ¢n el caso de pacienies
acromeralicos, Yunen una marcada accién disbetogénica coracterizada por el desammollo de
un cuadee de resiseencia 2 la insufina. Asi mesmo, la exposicion cronica a la hormona en
ratomes transgénicos que cxpresan hormona de crecimiento provoca 12 aparicidn de un cuadro
de resistencia a Ja imsulina,

La primera parte de este trabajo experimental se centrd en la obtencién de conejos
transgénicos que expresan hormona de crecimiento boving (bGH)Y a fin de estudiar, por un



lado, su posible inwcrés dosde el punto de vistz biotecnoldgico en la obtencidn de conejos de
Creclmiento precoz, ¥ por olra, Wiilizar estos animales patra estudiar los efectos diabetopénicos
dc la GH en una especie de mayor tamanio que &l ratén. Sin embarge, ¢stos conejos no han
presentado unz mejora en el crecimiento, si bien presentaban un menor contenido en prasa.
Ademas, estos arumales presentaron un claro proceso diabético, cuya evelucion estaba
dircetamente relacionada con el nivel de éxpresion de bGH y ¢] tiempo de exposicidn a esta
hormona. El estudio de los efectos diabetopénicos de Ta GH en estos animales era de gran
interés, dado gue actualmentz al obtenerse GH recombinante, un incremento de su uso en
clinica humans {para la mejora del ¢recimiento de nifios o del rendimiento en atietas) podria
llevar a consecuencias indeseables.

For otro lado, la diabetes mellitus se asocia en humanos y modelos animaies a una
teduceitn en suero del factor de crecimiento semejante a 1a insulina-I (HGFE-I). $in embargo,
se ha observado un incremento del factor en humor vitreo y tejido renal, considerindose que
podria estar relacignade con el desarrolly de complicaciones secundarias microvasculares de
diabetes mellies. Por otro lado, se ha descrito gue 1z infusion de IGTF-] inhibe iz secrecion
d¢ insulina actuando en las células [§ a través de su propio recepior. Recientemcenie, se ha
detectado la presencia de IGE-1 inmunoregctivo en las células o de? pAncreas. Probablemente
el IGF-T producido en el istote padria regular la seczecion de insulina. Con el fin de estudiar
el posible papel del ¥GF-1 en la patopenia de 1a dighetes, hemos abtenido ratomes wansgénicos
que expresan K3F-1 murine especiiicamente ¢n Jas céhulas § del pincreas, bajo el control det
promotor de la sulina de rata I, Estos animales son hiperinsulinémicos, hiperglucémicos ¥
presentan un test de tolerancia a 1a glucosa alierado. La respuesia insulinosecretota a elevadas
concentraciones de plucosa es deficiente en isloles obtenidos de los ratones (ransgénicos.,
Ademas, los tatones transgénicos que expresan €l gen guimérico BIP/IGE-! desarmollan
retinopatia, glatcoma ¥ cataratas, ¥ constituyen gl primer modelo de dizbetes mellitus que
desarrolla las complicaciones oculares dé los pacientes humanos, Por tamto, este estodio
demuestra que 1a sobrecxpresitn de 1GE-T en las células B puede tener un papel etioldgico en
la patogenia de la diaboes mellins v oen el desencadenamiento de las complicaciones
secundarias e la enfermedad.
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Parte I: Introduccidn

1. ANIMALES TRANSGENICOS

El térming transgérice, introducido por Gordon ¥ Ruddle en 1981, se refisre a aquellos
animales a los cuales se les ha incorporado en su genoma un gen exdgeno con el fin de
mejorar 0 cambiir cardcteres existentes, o bien introducir nueves cardcteres. Dicho gen se
halla presente en todas las células del organismo y en la linea germingl, ransmitiéndose de
forma mendeliana & la descendencia.

1.1. Antevedentes

Durante Ja década de los afios 60 s desarrollaron éenicas de manipulacidn de embriones
que llevaron 2 la obtencién de animales guimericos por fusidén de momlas o myeccion de
células de un blastocisto en otro (Mintz, 1965; Gardner, 1968). Posteriormente, Graham y
Van Der Erb (1973} consiguieron introducir DNA dentro de células animales en cultivo. En
1974, Jacmisch y Minz obluvicron los primeros ratones qué contenian un gen exdgeno
integrado en su genoma mediante T inyeccidn de DNA del virns V40 en la cavidad Jel
blastocisto. Sin embargo, no es hasta 1981 que se obfuvieron los primeros ratones
Iransgérucos proplamente dichos, gracias al establecirointo de la téenica de microinyeccidn
de DNA en el pronicles masculing de ovocitos fecundados (Gordoa y col., 1930; Brinster,
1981: Constantini y Lacy, 1981: Wagner v col, 1981; Harbers y col., 1981}, Un afo
después, se consiguid ung alleracién fenotipica al obtenser ratones giganies que expresaban
hormona de crecimiento de rata (Palminter y col., 1932). En los afos posteriores, se ha
empleado esta técnica para la obtencion de animales transgénicos de ottas especies animales,
come ratas (Mullins y col, 1990), peces (Brem y col., 1938), aves (Bosselman y col., 1989,
cerdos, ovejas (Hammer v col., 1983) y vacas (Roshclau y col., 1989). Tanto los primeros
animales transgénicos que se realizaron, como la mayoda de los modelos actuales, han
sepuido la aproximacion experimental de ganancia de funcidn {pene angmentarion) {Rusconi,
1991},

1.2. Bascs de |z tecnologia

EFata técnica consisic ¢n la microinycccidon de un gen exdgeno en el promicleo
masculine de un zigotwy antes de que tenga lugar la fusion de los dos pronacleas, masculine
y femenino. Posteriormente, ©l zigoto ¢s transferido al oviducto de una hembra receptora que
llevard a caho ia gestacion.

Mediante 1a técnica de microinyeecion s¢ han introducide en el genoma de distintas
especies animales upa Jarga lista de genes. En algunos casos, s¢ ha inyectado un gen
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complete, compuesto por la secuencia codificante y la regién reguladorz del gen. Sino
embargo, frecuentemente se suele introducic un gen quimérico, formado por la fusiGn del gen
de interés con un promotor de un pen distinto. La eleccidn del promotor es clave en el
momento de disefiar un nuevo modele de animal wansgénico.

El raidn ha sido el animal mds emplezde, por las munerpsas ventajas que presenta
frente 2 otras especies. Posee un periodo de gestacion corto, de tan s6lo 21 dias, y camadag
numerosas, de alrededor de 10 criag, En peneral, nacen de on 20 a un 30% de los embriones
transfedidos. De ¢sios animales nacidos, sélo de un 10 a un 20% son transgénicos. Estos
porcentzjes vartan en gran medida dependiendo del gen inyectadg, {a calidad del equipo y 12
experiencia del téenico (Jaenisch, 1988} (Esquema I).

Hembra danadora

0 ® '

Hembra r

SOUTHERMN BLOT v x

Andlisis de la
descendencia

Esguema 1. Técnica de obtencidn de ralones transgénicos mediante microinyeccidn de DNA en
el premiclea masculino de ovocitos fecundados. A partir de upa hembra donadora, previamente
cruzada con un macho, se gblienzn los zigotos en estadio de dos prondclecs. Bstos sc microinyectan
con el pen de interés v se transfioren a hembras receploras, que levan a ienmoo la gostacidn, La
descendencia sc analiza para detectar aguellos animzales que han integrade en su genama el gen micrainyoctads.
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For oura parte, el congjo ha sido una especie muy poco utilizada en la obiencion de
amimales transgénicas. La duracidn de la gestacidn v el nimero de crias, asf como otros
pardmelros reproductivas, son bastante similares a los de Ia especie murina. El conejo puede
ser utilizado tanto en los provectos de investigacion bisica en que el pequeno tamafio del
ratdn es un factor iimitante, como en proyectos de interés en produccidn animal (obtencidn
de animales Tesistentes a enfermedades (Ernst ¥ col., 1991, Weidle y col., 1991), animales
productores de firmacos (Biihler, y col., 19909, etc.). No obstante, el coste mas elevado de
Una txperiencia ¢on uma especie animal de mayor tamafo, obliga siempre a4 comprobar con
anterioridad el funcionamienio del pen de interés en el ratén. Sin embargo, los resultados
obtenidos en diferentes especies animales ne son sicmpre exumpolables.

1.3, Integracidn, expresion ¥ regulacidn de la expresidn del gen exdgeno

Los mecanismos moleculares por los que se produce la integracidn de un gen exdgeno
noe 5on bien conocidos, aengue se ha propuesto la intervencidn de los sistemas de reparacién
def DNA. Generalmente, se intégran una o varias copias del transgén orientadas cabeza-cola
en un unice cromosoma. El lugar de integracién es al z2zar, pudiendo interrumpir en alguna
ocasién un gen enddgeno y tener consecuenclas indeseables, Asi pues, cada animal fundador
obtenido mediante microinyeccion presenta un lugar de intepracidn del gen exdgena distinto
al de otros aninales fundadores. Otro fendmeno que se observa frecuentemente es la
aparicidn de animales mosaico, qué en alpunas ocasiones puede llepar al 25% de los animales
fundadores. En estos casos se produce una integracién tardia, pudiendo quedar el transgén
confinado 3 un compariimento del desarmollo o linea celular, La wansmsidn det caracter a
la desecndencia queda entonces disminuida o anolada dependiendo de si las células germinales
presentan o no el transgén.

La eficiencia de gbtencion de animaies transgénicos es variable y depende de
diferentes factores, alpunos de ellos no bien conocidos. Se ha observado que la integracion
dé un gen exdgeno es mucho menor cuanda se inyecta ¢l DNA circular incluido en un vector
plasmidico, que cuando s¢ inyecta en forma lineal desprovisto de las secuencias procariofas.
Sin embarga, las diferencias en el porcentaje de integracién que se obticnen para distinios
penes parecen indicar una influencia de sus propias scovencias, Cuando so micrdinyectan
construcciones distintas, se observan variaciones importantes de expresion. En algunos casos
el porcentaje de fundadores que expresan ¢l transgén es muy bajo o ineluso nulo. Ademds,
para una misma construccion pénica los niveles Je expresion son también diferentes de ona
linga a otra de transgéricos, wfluyendo el lugar de integracién cromosémica y, aungue no
de una fortna wotalmente correlacionada, el nimero de coplas mcarporadas del transgén
(Rusconi, 19913,

Los mejores resultados, et cuantoe a mivel ¥ patrdn de expresién, se oblienen cuande
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s microinyecta la secuencia gendmica completa del gen de interés, incluyvendo ¢] tnicio de
traduccicn, los mtrones y 1a sefial de poliadenilacidn intepra. Sin embargo, hay ocasiones en
gue el pen de interés és demasiado grande o sdlo sz dispone del ¢cDNA. Brinster y Palminter
han descrito que la presencia de intrones en un gen quimérico es crucial para conseguir un
buen nivel de expresion. Incluso la presencia de un fnico intrén perieneciente a otoo gen no
relacionado resulla muy benefictosa (Brinster y col., 1988; Palminter y col., 1991). En el
vasn de penes demasiado grandes para ser microinyectados, s¢ puede coDstruir un minigen
que comprenda una porcidn del DNA gendmico y otra del cDNA del mismo gen. De este
modo, se asemeja lo mas posible ¢ gen quimérico a un pen estruciural eucariots completo
(Valera y col., 1994a),

A fin de conseguir una expresién adecuada del pen de interds se& han whhzado
diferentes promotores gque le proporcionan regulacidn hormonal, especificicidad de tejido ¥
un determinado patrén de expresion a lo largo del desarrollo (Dynan, 1989; Micchell ¥ Tiian,
1989}, En algunos casos se afladen enhancers, elementos reguladores en cis que estimulan
fugricmente la (asa de transcripcidn, Actian independientemente de la orentacidn de so
seguencia, posicidn y distanciz del inicie de transeripcién. Los mas otilizados ¢n estas
técnicas son de origen viral, como, por ejemplo, €l enhancer del virus SV40 (Brinster v col.,
1984). Por otra parte, los anmales transgénicos e estdn utllizado frecuentemente para tl
analisis de los promotores ir vive. Asi, los elementos reguladores, que confieren las
camacteristicas propias de cada promotor, s¢ delimitan microinyectando diferentes fragmentos
del promomr ¢n combinacidn con un gen marcador como el de la cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), 1a B-palactosidasa, la leciferasa, la hormona de crecimiento, eic.

La espeeiiicidad do tejido de] promotor s un criterio clave & tener en cuenia coando
se plantea su emplec en un modelo de animal transgénico. Existen promotores capaces de
dirigir la expresién de manera inespecifica a pricticamenie todas las células del organismo,
micntras que ¢irns son especilicos de un solo dreano o tipo celular. Ei promoror del gen de
la metalotionegina-1 es un ejemplo del primer grupo va que diripe 13 expresion de genes
quiméricos a la mayor parte de células del organismo. En cambio, los promotores empleados
en este trabajoe, el del gen de la P-enolpiruvato carbosigquinasa {PEPCE) y el del gen de la
insuling, dirigen respoctivamente la expresion de genes a hipado {(McGrane y col., 1988} ¥
células [ de los isloles pancredticos (Selden y col., 1986a),

Tambiin es importante tener en cuenta la regulacion de cada promotor a corto plazo
¥ a lo largo del desammolle ¥ wida del amimal. Diversas hormenas {por ejemplo
glucocorticoides o insulina), factores nutricicnales (glucosa‘fructosa, 4cidos grasos
poliinsawradns, colesterol), minerales especificos {come hierrg o Zine), y dcido retinoico
nencn un papel regulador de la transcripeion a través de ios elementos del prometor (Clarke
¥ Abraham, 1992). La eleccién de un promotor regulable es de gran interés cuando
diseftameos un modelo de animal wansgénico. Espeeialmente, si nos permite manipular la
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expresion del gen imteprado desde el eartrior, estimulindola o inhibiéndola. Por efemplo, se
puede activar la expresion de geénes quiménicos que coatenien el promotor de la
mealotioneina anzdiendo melales 3 la dieta de andmales transgénicos (Palminter y col., 1983).
Otros promotores regulables por hormonas o factores nuiticionales que se han estudiado en
ratones transpénicos son €l de la PEPCK (McGrane y col., 1938, 199); Short y col., 1992;
Bezle ¥ col., 1952}, el de la piruvato quinasa (Cuif ¥ col., 1992} ¢l de 1a insulina (Selden
y col., 1936a; Buchini y ¢ol., 1986; Dandroy-Dron y col., 1991), o el de la glucoquinasa
(Liang ¥ col., 1994},

1.4. Aplicaciones de la tecnu]néia de pbiencién de animales iransgénicos

Se distinguen dos campos de aplicacidn de la tecnologia de obtencién de animales
transgénicos. Por un lado, estos animales pueden sgr utilizados para esmdios de ciencias
basicas empleandc fundamentalmente especies de laboratorio. El abanico de aplicaciones en
gsle campo es muy amplio, abarcando las distinias ramas de la biomedicina. Ademds del
¢studio i vivo de la expresion de genes y su regulacion, se llevan a cabo investigaciones
generando modelos de enfermedades humanas (cancer, alleraciones metabdlicas v del sistema
endocring, cnfermedades hereditarias, etc. ), También se estdn realizando egmudios que
exploran la funcidn de determinadas proteinas involucradas en €l sistemz iumuenitario, el
sistemna nervioso o en el desarrollo embrionario, entre otros (Jaenisch, 1988 Merlino, 1991).

Por otro lado, en relacidn a los animales de interds en produccidn animal, estas
tecnologias se estin aplicando en diversas ramas; 2} mejora del crecimiento y mayor
aprovechamicnto de los alimentos eén nutricidn animal, b) desarrollo de resistencia a
enfermedades de los animales de proeduccidn , c) adaptacian de los productos animales (leche,
lana, huevas, etc.) a la alimentacién humana y al use industrial, di empico de ammales para
la produccién de proteinas de interds terapedtico {animales como bioreactores) v f)
manipulacion pendlica de animales donadores de drpanos para so tansplante a humanos. $¢
trata Je estedios 2 largo plarg, mas complejos, ¥ que requieren una loversion ccondmica
muche mayoer que los realizados en ratdn. Algonos de estos proyecios han dado jugar a
attimales transeénicos con aplicaciones productivas. Por ejemplo, el equipo de Clark inicié
en Edimburge un proyecto de obtencién de ovejas transgénicas parz la producein de
proveinas de interés farmaceitico en la leche. Con este fin, empled el factor IX de la
coagulacion v la ol-aotieripsina (Wilmut ¥ col., 1951}, En la acwalidad, ya se comercializa
la al-antitripsina obtenida de las ovejas transgiénicas.
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2. HORMONA DE CRECIMIENT (O

La hormona de crecimiento (GH) pertenece a un grepo de peptidos muy relacionados
evolutivamenie, entre los que se incluyen la prolacting y el lactdgene placentario (Moore y
col., 1982). Esta hormona se produce en la hipofisis anterfor, tiene 22 kDa de peso y estd
compuesia por una unica cadena potipeptidica de 191 aminoacidos, con dos puentes disulfuro
que generan un lazo mayor ¥ un lazo menor. Es la hormona méds abundante de [a hipéhsis,
aunque existe v fomma variante de 20 kDa que se diferencia dnicamente en la deleccion de
los residuos 32 al 46 (Baumann y cal., 1983). La regulacidn de los niveles plasmiticos de la
hommena de crecimiento se produce tanto a nivel wanscripcional como a pivel de secrecidn
de la proteina. Lz secrecidn hipofisaria de la hormona depende de 12 accion concertada de dos
péptidos hipotalimicos, ¢l GHRH (Growth Hormone Relfeasing Hormone) v 1a somatostatina
{85), con accidn estimuladora e inhibidora respectivamente (Rivier v col., 1982; Brazeau y
col., 1973). La secrecién de GH es pulsitil y sigue un patrén fimico con variaciones a o
larpo del dia. Su repulacion conduce a cambios en lz frecuencia y amplimd de los pulsos
{(Miller y col., 1982).

Ez bien conocido que la hormona de crecimiento de diferenies especies promueve el
crecimiente (Martin, 1978, Falminter y col., 1982} v ¢s responsable de gran variedad de
efectos A nivel de metabolisme mineral, metabolismo de carbohidratos, lpidos y proteinas
{Press, 1888). Se considera que su accion estd mediada por factores séricos, qué inicialmente
recibieron el nombre de somatomedinas {Salmon y Daughaday, 1957}, ¥ que actualmenie se
conocen como factores de crecimiento similares a insulina (K=Fs) (Phillips ¥ Vassilopoulou-
Scllin, 1980) (Esquema 1T},

Hipatdlama

o=
8 - ¢+ CHRH

-, Q Hipéfisis

Torrante circulatorio

Esquema 11. Regulacién de la
secrecibn ¥y accidn de da

hormona de crecimicnta. GH o W GHOP
55, somatostatina;  GHRH,
hormona  liberadota de GH, ACCIONES DIRECTAS
GH. hormena de crecimiemo,
GHBF, procina de woidn a GHA
GH; GHR, reccptor de GH,
IGE-I, [actor de crecimicnto Tejidos
semejanee a ta insulina. periléricos
-+

IGF-1 ACCIONES INDIRECTAS
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2.1. ESTRUCTURA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

Se han clonado €] gen v el cDNA de la GH de varias especies: humana (Goeddel ¥
col., 1979; DeNoto v ¢ol., 1981}, rata (Seeburp y col., 1977), bovina (Woychick y col.,
1982} y porcina (Seeburg y col,, 1983). El esiundio de sus secuencias ha revelado que poseen
cinco exones y cuatro intrones. Los exones estdn altamente conservados, perg los intrones son
de longitud variable. En la regién promotora se describen también imponantes homologlias
{Woychick y col., 1982}, 5¢ han identificado elementos de respuesta a glucocoricoides,
hormenas tirpideas y icido retinoico, tedos ellos estimuladores de la ranseripeidén (Evans y
coi., 1982, Bedd y col., 1989).

La estructura tridimensional de la GH se ha conocido tmas cristalizacion de Ia hormona
porcina (Abdel-Meguib v col, 1987). El alto grado de homologia de 1as GIIs de lag distintas
especies mamiferas pemite utilizar esta estructura cristalografica como base para los estudios
moleculares. Asi, st han esidiado Ias diferentes regiones de Ja hGH involucradas en el
reconocimiente de dos receptores, el receptor hepético de GH ¥ el receptor de 1a prolactina
{Cunningham y col., 198%a,b, 1990a,b y 1991). La homnona de crécimiento humana tiene
afinidad por los dos tipos de receprores, a diferencia de 12 GH de otms especies como la
boving que se unen an sélo al receptor propio de la hormona.

2.2, EI. RECEPTOR DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO {GHR)

Se trata de un receptor anclado en la membrana que consta de un dominio extracelular
dc union a GIT de 246 residuos de aminodcidos, una Gnica regidn transmembrana hidrofobica
de 24 residuos ¥y un dominio intracejular de 350 aminodcidos. Esta proteina estz altamente
conservada entre diferentes especies. Asi, la humata ¥ de conepo preseman un 84% de
identidad (Leung v col., 1987), mieniras la de rata solo presenia un T05% (Mathews v col.,
1989,

El receptor de GH, junte al de Ja projacting, se ha englobado recieniemente dentro de
una familia de receplores que presenlan una estructura $imilar en ) dominio eximeclalar y
que incluye receptores de numerasas citoquinas {Bazan y col,, 1989, Thoreau ¥ col., 1991,
Kelly ¥ cal., 1991}, Del dominio intracelular se conoce que posee resideos de tirosing y
enrina fosforilados. 8in embarpo, 1o tene actividad tirosina-quinasa {Foster y col., 1988).
El receptor se asocia a upa tirosina proteina quinasa denomninada JAKZ gue inicia una cascada
de fesforilaciones wia MAP quinasa (Campbell ¥ col., 1993). Ouwa via por la que parece
actuar la GH es la de los fosfatidilinositoles ¥ de la proicia quinasa C (Le Cam y
Legravercnd, 1993).
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Pricticamente todas las células del organismo poseen receptorss de hormona de
crecimiento, aungque es £l higado el que presenta mayor ndmerd, seguide del tejido adiposs,
corazon ¥ rifion. En los ejidos del sistema esqueléiico {mdscule v cartilago) también estd
presente (Mathwes y col., 1989, Kelly v col., 19913, S¢ observa una correlacion enire los
niveles de mRNA del ceceptor en 105 diversos Organos a Io largo del desarrollo y 1a velocidad
de crecimienio de ésios. Los niveles de recepior estin regulados por hormona de crecimiento.
Una exposicidn prolongada a GH incrementa los niveles de recepior en higade y adipocitos
{Baxter ¥ col., 1984, Gause y Eden, 1986; Maiter y cel., 1988). Aunque, se considera que
£l crecimiento fetal es independiente de GH. Se ha detectado la presencia del receptor en
célelas hepiticas, en tejido endocrine ¥ conductos del panereas ¥ en epitelio wbular renzl de
fetos hurnanos (Hill ¥ col., 1992).

2.3, PROTEINA DE UNION A HORMONA DE CRECIMIENTL) (GHEF}

En 1978 s postule que ¢l 50% de la honnona de crcimivnto plasmitica se halla
unida a una protelna transportadora de 60-65 kDa (Growth Hormone Binding Protein, GHBP)
(Ellis y col_, 1978; Hadden y col., 1964; Herington ¥ col., 1986; Baumann ¥ col., 1986}
Con la clonacidn de los receptores de GH en 1987, se descubrid gque la secuencia
amingacidica de la GHBP sérica se corresponde eon la del domlinio extracelular del teceptor
{Leung y col., 1987). En estos dltimos afios se han realizado numercsos estudios que
confirman su papel de transportadora de GH y abren nuevas éxpeclativas en cuanto a su
funcién.

Mediante estadios in vitre s¢ ha comprobado que la GHBEP bloquea 13 unidn de la
hermona de crecimiento a2l receptor. Esto sugiere una funcidn de Ja proteina $€1ca como
reguladora de la accidn de la GH impidiendo la unién de la hormona 2 los wejidos diana in
vivo. De este modo. incrementa la vida media de la GH en sangre, alarpando el efecto de log
pulsos de secrecidn de la hormona (Lim vy col., 1990),

En numerosos cusos s& ha observado que el nivel de GHEBF circolante sé correlaciona
con el de receptores en los tejidos. Asi, individuos con el sindrome de Largn, con una lalta
tolal de receptor de GH, tampoco presentan GHBP en suero (Davghaday ¥ Trivedi, 1987).
Estos dalos concuerdan con la hipdtesis de que la proteina de unide a GH se origing por
proteclisis del receptor. Unicamente, €n rata ¥ raidon se ha detectado la presencia de on
mRNA de 1,2 Kb cspecilicn para GHBP. Se distingue perfectamente del (rnsenito de 4,5 Kb
de GHR y sc obticne por procesamicnte altematwo del mismo gen (Sadeghi y col., 1990},
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2.4. ACCIONES BIOLOGICAS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

En 1910 s¢ observd que la hipofisectomia detiene el crecimiento en perros (Crowe y
col., 1918). Diez afies después, se demostré que la administracion de extractos salinos de
hipdifisis de origen bovino aceleraban el crecimiento en ramas (Evans y col., 1921}, Sin
embargo estos cfectos no s¢ consiguieron reproducir en humanos hasta 1957 con la
purificacién de la hormona (Beck y col., 1957; Raben y Hollenberg, 1959%. La GH no sélo
actita en el crecimiento somatico (Martin, 1978; Palminter y col., 1982}, sino también sobre
¢l metabolismao intermediario estimulando el anabolismo proteice y la lipolisis. Promueve un
mayor aporte de aminodcidos v glucosa a Jos tejidos, facilitando los procesos de biosintesis
y disminuyends los de catabohsmo protetco (Milman y Russel, 1950; Raben y Hollenberg,
1659, Swislocki ¥ col., 1970; Pandian y eol., 1971; Goodman y col., 1986).

2.4.1. Accipnes metabdlicas de Ia hormona de cre¢cimiento

Los efectos metabdlicos de 1a hormona pueden subdividirse en dos categoriag: a)
acciones semejanies a la insulina ¥y b) efectos diabetogénicos ¢ antiinselinicos, lo gue se
corresponde con sus efecitos agudos o cronicos, respectivamente. Ambos efecios son
intrinsecos de la molécula de 1a hormona de crecimiento (Kostyo y col., 1985: Ader v col.,
1987). Diversas observactones sugieren que alguncs de los efectos agudos y ransitorios,
como la estimulacion de la captacion de gincosa del masculo, son mediados por |2 insulina
{CGoodman, 1968). Otres, come la estimulacion de la simtesis proteica en miisculo, no parecen
depender de esta hormona (Kostyo, 1968),

a) Efectos apudos de [a hormana de crecimiento

Se han descrito efectos semejantes a 12 insulina dé¢ Ta hormona de crecimicnto, agudos
¥ transitorios, sobre el metabolismo de las proteinas, los lipidos y carbohidratos, in vitre la
hormona de crecimicnio estimula la capracién de aminodcidos en células musculares en 20
minutos, micntras que la insulina o hace en 5 minugs. También estimula la sintesis de
preieinas, Este sepundo cfcetn no es debido a [a mavor disponibilidad de aminedcidos, m a
uh aumenta ¢n los niveles de insulina ¢ 1GE-I en plasma {Kostyo, 1968; Ahren y col., 1968},
En ¢l tejido adiposo, la hormona ejerce efectos agudos semejantes 2 insulina. La lipolisis es
inhibida y Jos niveles plasmdticos de los dcides grases libres disminuyen muy aceniuadamenie
{Bimbaur y Goodman, 1976; Swislocki y Szego, 1965, Biorgell ¥ col., 1984}, En cuante
al metabolismo de carbohidratos, [a GH aumentz Ja captacién de glucosa v 13 glucolisis en
tiscolo de rata, rifidn y tejide adiposo en 20-60 minutos (Mabler y Szabo, 1969, Goodman,
1968). En ¢ste caso, se ha sugerido que tales efectos son mediados por 12 insuling.
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b) Efectos crénicos de la hormtona de crecimiento

Cuando la hormona es administrada de manera puntmal ¢ aguda, €5 relativamente Ficil
separar los efectos propios de la hormona de los del IGF-I u otras hormonas. Sin embargo,
elevaciones cronicas de los niveles de hormona de crecimiento provocan necesartamente
aumentos en los valores circulantes de IGF-1y de Ia propia insulina (Metcalfe y col., 1981;
Rizza y col., 1982}, Mientras que s¢ acepta que el IGF-I es el mediador de las propredades
de estimulacién dei crecimicnte de Iz GH, el incremento de los niveles de insulina
plasmaticos es critico para poder explicar los efectos anabdlicos de la GH, actuapdo la
msuling en colaboracion con el IGF-I. Se ha implicado ta insulinag tanto en g} aumento de iz
Tetencidn de nitedgens como en el efecto estimulador de la sintesis proteica de 1a GH (Milman
¥ col., 1951; Manchester, 1970},

Los efectos antilipoliticos, al igual que los otros efectos semejantes a insulina, duran
s6lp 1-2 horas. Pasteriormenie se aprecia un incremento en la lipolisis im vitre (Faio y col.,
1971} € int vive, aumentando los cuerpos cetdnicos ¥ 1os Acidos grasos libres (Chemnick v col.,
1972},

Cuanda s¢ administran extmmetos dc pdfiss a animales adultos, ¢stos desarrollan un
cuadro similar al producido por diabetes mellitus {Altszuler y col., 1968). Los pacientes
tratados con hormena de crecimiento presentan niveles elevados de insuling plasmatica tanto
en estado basul como postprandial (Watker y col . 19809). También pacicates con una
elevacion crdnica de los niveles de GH plasmatica muestran un incremento de la
concentracion de insuling ¥ una respuesta exagerda de la insulina a la glucosa (Beck y col.,
1963). La GH actiia directamente sobre las célufas ff estimulando la sintesiz de DNA y la
rephcacidn celutar, ¥ lo hace independtentemnente de la concentracidn de glucosa plasmaética
{Nielscn, 1982; Rabinoviich y col., 1983), Ademids Je csios cfecios estimuladores de la
proliferacion de las ciélulas B, 1a GH conduce a un aumento de ta secrecion de insuling en
células B de rata en cuitivo (MNielsen, 1982; Niclsen y cal., 1989, Do hecho, 1a transfeecion
de células de la linca mmeral de islotes de rata RINSAH con el cDDNA del receptor de ia
hormona de erccimeento, merementa |2 sintesis de insulina dependiente de GH {Moldrup ¥
col., 1901),

Los ratones transgénicos que sobrecxpresan OiH son un buen modelo para el esmdio
de los efectos crémices de la bovmona. En estos animales se observa um aumento de la
toncentracion de insulina sérica que no se acompafia de un descenso de la glucetnia, Situacidn
que se correspondc con un etadro de resistencia a la insulina (Quaife y col., 1989; MacGrane
y col., 1990). Los animales transgénicos PEPCK/BGH presentan resistencia a la insulina en
parimetros claves de la glucolisis, gluconeopénesis ¥ metabolisme hepatico del glucdgeno
(Valera y col., 1993).

1)
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2.4.2. Acciones promotoras del crecimiento

Actualmente se admite que muches de 1os efectos de 1a hormona de crecimiento vienen
mediados por la accion del IGF-I, que es producido en el higado y liberado al torrente
circulatorio en respuesta 4 la homona (Salmon v Daughaday, 1957, Daughaday y col.,1976;
Froesch v col., 1935), Schoenle y eol, fueron los primercs en demosirar que el tratamiento
pralongado  con  infusiones subcutdneas de IGE-] preduce crecimiento en  ratas
hipofisectomizadas, el cual s dependiente de la dosis empleada (Schoenle y col., 1982).
Otras expericncias posteriores describen este mismo efeclo en ralas normales, en ratas
diabéticas y en deficientes en GH (Hizuka y col., 1986; Skotiner ¥ col_, 1989},

Estudios de replicacion celular con diferentes tipos celulares como céliulas de maisculo
liso, condrocilos o células dseas, han demostrado que todas ellas responden al KGF-1 con un
mumentd de lz praliferacién y/o un incremento en 12 formacion de matriz. Es evidente que
en estas células el IGF juega un papel importante €n la regulacidn de la proliferacion, la
diferenciacion y Ia sintesis de productos especificos (Froesch y col., 1985). Sin embargo, por
1z accidn uinica de log IGFE no se consigue un crecimiento cormal. Para ello, es necesaria Ia
acridn directz de la GH en los tejidos (Isaksson y col., 1982: Guler ¥ ¢ol., 1588).

La hip&tesis mds aceptada es que la accidn combinada de ambas es 1a que conduce al
crecimiento normal ¥y que el IGF-I juega también su papel de promotor del crecimicnto a
nivel paracrino (Green y vol., 1985}, La estimulaciin del crecimiento longitudinag) del hueso
por administracidn local de GH, queda completamente bloqueada cuando se afladen
anticuerpos anti-IGE-1 (Schlechter y col., 1988). Asi mismo, la inyeccidn de hGH en ratas
hipofiseciomizadas condece a un incremento del mRNA de IGF-1 distinto para cada drgang
{masculo esguelétice, higado v riitdn, por ¢jemple), que se correlaciona fuertemente con el
aumento de peso de cada uno de ellos {Murphy y col., 1987},

La comparacidn del fenotipn de Tos animales ransgénicos que sobreexpresan GH con

ol de 105 que sobreexpresan IGF-1 ha permitido discemir los cfectos de une ¢ otro cfector en
el crecimiento Jde los diferentes dreanos (Quaife y col., 1985

11
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2.5, ANTMALES TRANSGENICOS Y CRECIMIENTOD
2.5.1. Ratones transgénicos que sobrecxpresan genes relacionados con el crecimiento

El primer ratdn tansgfnico giganie se obtuvo empleando el promeotor del gen de la
metalationeina 1 (MT-I) que dirigia la expresién de la hormona de crecimiento de rata
(Palminter y col., 1982}, Posteriormente, se han obienido otras lineas de ratongs ransgénicos
mediante microinyeceion de genes quiméncos formados per este mismo promotor unido a fa
GH humana, bovina u ovina (Palminter y col., 1983; Shea y ¢ol., 1987; Ocian y col., 1989).
En todos los casos los animales crecen pricticamente ¢l doble que sus hermanos control. Asi
Mo, presentan uoa concentrzcion plasmiética de IGF-I dos veces superior a la de los
controles.

Debido al efecto fenotipico que produce y a la ficil determinacion de la hormona, el
gen de 1Ta GH ha sido ampliamente utilizado como gen marcador para ¢l estudio ¥
caracterizacion de promotores de distintos penes en animales transgénicos. Ejemplas de estos
genes son: P-enolpiruvato carboxiguinasa (PEPCK) (McGrane ¥ col., 1988, Short ¥ col.,
16923, elastasa I (Rose y col., 1594), plucogquinasa (Jetton y col., 1994), etc. Asi, los
animales que sobreexpresan el gen quimérico MT/GH se caracterizan por la amplia
distribucion de la expresion del transgén. Ademdés de en higado, se detecta la presencia de
transcrivo de GH en péncreas, tesiiculo, corazén, pulmém, tifidn y cerebro. La mixima
expresion del transgén la alvanzan cuande so oafade zine a Ja dieea, meostrande la mistna
regulacidn que el pen enddgeno MT-I (Palminter ¥ col., 1983).

Un modelo de ratdn (ransgénice de gran interds es el que sobreexpresa el gen
quimérico formado por €l promotor de la PEPCK fusionado a la hormona de crecimiento. La
region promotera reguladora (-4307+73 pb) del gen de Ia PEPCK es capar de dingir 1a
expresion de difcrentes genes estructutales cuando son introducidos en células ¥ animales
{Hatzoplou v enl., 1988; McGrane v col., 1588). Al scr la PEPCK un enzima clave de la via
tluconeogénica, la expresion del gen se produce fundamentalmente en hipado y rindn, y estd
repulada por hormonas ¥ cambuos nuiricionales. E glocagdén y los glucocorticoides
incrementan la expresidn, mientras que la inswelinz la inhibe (Short y col,, 1986), Los
clementos repulados por cstas hormonas, asi como las secuencias que confieren la
especificidad e Igpdo, estin contenidos en este fmagmento de la regidn flanqueante 57
(Wynshaw-Boris y col., 1986: Shorl ¥ col., 1986; Magnuson y ¢ol., 1537 O'Brien y col.,
19507 (Esquema I3,

12
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Exquema I11. Regidn promotora/reguladora del pen de la P-ecolpiruvato carboxiquinasa de rata.
Sitios de unidn a factores de wanscripeidn. Elementos involucrados en la transcripeion del gen: caja
TATA, CRE-1, F1, P3 ¥ P4 Elementos que confieren especificidad de lejido: P2 v P3. Elementos
de respuesta a cAMP: CRE-1, CRE-Z, F1 ¥ P4, Elementos de respuesta a glucocorticoides: PS5, IRE
¥ P4, Elemento de respuesia a Ia insulina: [RE.

La regulacién hormonal del promotor de 1a PEPCEK se conserva cuando se obtienen
ratones tEnsgenicos que sobreexpresan el gen quimernce PEPCK/BGH, pudiéndose regular
la expresion del transgén mediante cambios en la dieta, De esta forma, cuando el animal se
somete a una dieta alia en profeinas se induce la expresion del trnsgén, micntras que ésta se
inhibe cuando s¢ le proporciona una dieta alta en carbohidratos (McGrane v col., 1988). En
£5tos ratones transgenicos también se observa la especificidad de tejide propia del pen
end{égeno. Se ha podido comprobar que ¢l fragmente de 454 pb del promotor de la PEPCK
us capar de dingir Ta expresidon de forma especifica a higado v rindn, y que dicha expresidn
no sc produce hasta después del nacimiente. De este moda, ¢ ammal ne ¢std sometido a
niveles elevados de cxpresion del rransgeén durante el desarrollo embrionario {McGrane y col |
1988).

For oirg lado, se han obtenido también madelos relacionados con la fisiologia del
crecimiento que emplean otros genes unidos al prometor d¢ la metafotioneina, Asi se han
renerado animales transgenicys gque expresan &l gen quimérico que contiene el factor liberador
de hormona de crecimienio (MT-I'GHEH o GHRF) y asmmales wansgénicos que
sobreexpresan IGF-I (MT/1GF-D). Los primeros, que scbreexpresan ¢l péptido hipotalamice
que estitnula la seerecién hipofisarta de GH, presentan un incremento de peso de 1,5 veces
respecio a animales control (Hammer ¥ col., 1985). Los animales transgénicos que expresan
¢l pen quimérico MT/AGE-T presentan un aumento de peso de 1,3 veees resultante de una
organomegalia selectiva (Mathews y col., 1988).

13
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2.5.2. Cambios fisioldgicos

Los animales transpénicos que expresan GH son un excelente modelo para el estadio
de los complejos ¥ poco conocidos efectos reguiadores de 1a hormona de crecimiento. Una
de las consecuencias mas caracieristicas de la expresiin del transgén es ] mayor crecimicnto
somatico de es5t0s animales a parix de las tres semanag de edad. En el crecimiento de los
diferentes componentes esquelieos, aungue en una escala de tamafic mayor, $¢ conserva la
relacién de proporciones de los ratones no imnsgémicos {Shea y col., 1990), Esmdios
anatomopatoldgicos indican qué la hiperestimulacidn del crecimiento tieng lugar én todos los
Organcs con excepcidn del cerebro, Este incremento en el crecimiento es mds pronunciado
en higado y corazon, al igual que ocurre en 1z acromegalia (Shea y col., 1987).

For 2] contrario, 1os animales que expresan el gen quimérico MT/IGF-I no manifiestan
un meremento aparente del crecimiento esquelético, aunque si cierta inhibicidn de los niveles
circolantes de GH e IGF-1 enddgenos {Mathews vy ¢ol., 1988). Con unos niveles de IGF-I
plasmdtico de 1,5 wveces los de un animal control, presentan un patrdn distite de
organomegalia a los transgénicos que sobreexpiresan el gen quimérico MT/GH. Bazo,
pancreas, ¢erebro ¥ rifdn son los drganos que mds aumenian de peso (2, 1.8, 1.5, y 1.4
veces, respectivamente). Ademds, presentan un aumento de la masa muscular y/o el efido
conectivo. A diferencia de los animales gue expresan el gen quumerico MT/GII, higado ¥
COrazon No MUESsiran mas que un ligero incremento.

A diferencia de los modelos animales que expresan GH bovina, ovina ¢ de rata, los
amtmales que producen GH humana presenian alteraciones de la fertilidad consecuencia de 1a
accidm prolactina de la hormona homana. Las hembras presentan un fallo luteal que ng
permite Tlevar a térming 13 gestacion (Barke y col., 198R). Mientras que los machos no dejan
gestantes a las hembras, a pesar de tener suficiente produccion espermélica (Bartke y col.,
19492}, Tanto machos como hembras muestran alteraciones en la secrecidn hipotalimica de
gonadotrofinas y prolactina {Chandrashekar y Bartke, 1983). Por el contrane, los machos que
expresan bGH no presentan problemas reproduciivos hasta edad muy avanzada y las hembras
son fértiles dependiendo de 10s niveles de hormona circulantes (Naar y col., 1991; Banke y
col,, 1992},

1.5.3, Cambios metabdlicos

Todas los animales que sobreexpresan genes quiméricos que contienen GH poseen
unos valores séricos de insulina mds elevados que bos de animales control {entre 3 ¥ 10
veces), Este incremento depende de los niveles de GH circulante, los cuales varian segun la
expresin del transgén. Por otro lado, se ha descrito que los animales que expresan &l gen
qQuitnérico MT/bGH, a diferencia de los que expresan PEPCE/bGH, expresan £l transgén en
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las células § del pancreas, La GH producida en esta localizacién podria tener un efecto mis
dizecto sobre la sintesis y secrecidn de insuling {(Welsh vy col., 1986). Los cambios
metabdlicos de los animales que sobreexpresan GH son probablemente resultado de las
acciones de 1a GH, 12 insulina y de su interacctdn con oleas harmonas {IGF-1, gluocagén, etc).
Los niveles plasméticos de IGF-I se hallan incrementados de 2 a 7 veces en estos animales.
For otra parie, los animales transgénicos que sobregxpresan el gen quimérico MT/AIGF-I
presentan niveles de insulina sérica inferiores a los de los controles ¥ no desarrollan las
alteraciones secundarias de los animales que sobreexpresan GH (Quaife v col., 1989).

2.5.4. Patologia asociadas

Los ratones transgénicos que expresan hormona de crecimiento sufren diversas
alicraciones palelogicas que frecuentemente afectan, eotre otros Grganos, al higado. Ademds
de la hepatomepalia que s¢ observa macrosedpicamente, suele describirse una hipertrofia
hepatocelular con anmento del tamario de células y micleps, que presentan prolifermcion del
réticulo endoplésmico y pseudoinclusiones nucleares. Las lesiones se apgravan a medida que
envejecen los animales. A 1os cinco meses de edad se aprecian algunos megahepatocitos cuyo
nticleo alcanza hasta 5 veces el contenido de DNA  de un bepatocito normal. Presentan
ademds una ligera esclerosis en higado (Quaife y col., 1989).

La longevidad de estos amimales estd acortada. La mayor parte mueren en uf estado
Caquéctico. El examen anatomopatologico post-mortem atribuye estz elevada mortalidad a
fallo remal. Los rifiones presentan uma glomerulopatia que se camacteriza por esclerosis
rlomerular masiva y proliferacidn mesangial, ademnds de una atrofia glomerular ¥ tubular
difusa (Quaife v col., 1989}, Las lesiones renales implican un efecto directo de la GH, puesto

que son compartidas por los animales MT/GRFE ¥ no por 1os que sobreexpresan tnicamente
IGF-I {Doi v col., 1990,

2.5.5. Modelos e animales transpénicos de interés en produccion

Genes quimdéeicos que contienen la hommona de crecimiento también s¢ han introducido
et ¢l penoma dec animales de interés panaderc. Los estudios se han centrado on cerdos y
ovejas con la fmalidad d¢ mejorar los indices productivos. Tras la introduccion del gen de
la GH de diferentes especies, unido al promeotor de Ja metalotioneina, se han obilenide cerdos
que muestran una mejora sigmificativa de 1a ganancia de peso diaria y del indice de
transformacion (kg. de pienso consumide per diafincremento de peso vivo diario) (Pursel y
col., 1989). Csta mejora sc asocia & un reparto distinto det destimo de los nutrientes,
ohservandose wna gran reduccion de la grasa subcutdnca y vn aumento de mascolo, hueso y
viseeras. Por tamto, son animales mds magros, con un porcentaje mayor de miscufo en la
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canal que los controles. Los cerdes que expresan el gen quimérico PEPCE/bGH también
presentan una mejora substancial de los pardmetros de crecimieni) que s¢ acompanan de una
clara reduccién del grosor del tocino dorsal (Wieghan y col,, 1990).

En ios cerdos transgénicos que sobrexpresan hormona de crecimiento se observan las
mismas modificaciones fisioldgicas que en el raidn. Fresentan niveles de IGF-1 plasmirico de
2 a 7 veces superiores {Miller ¥ col_, 1989) v er ayuno alcanzan conceniraciones de insulina
de hasta 20 veces las de sus hermanos contrel. Estos niveles se acompanan de modernda
hiperglacemia, lo que sugiere la aparicidn de un sindrome de resistencia a la insulina. Por
otro lado, sufren pran variedad de patolopias asociadas al exceso de hormona de crecimiento,
como arirosis, mayor susceplibilidad al estrés, dlceras gdsiricas, letargia, anoestro en lag
cerdas y falia de libido en los machos., En los cerdos gque expresan el gen gquimérico
PEPCE/BGH estos efectos secundarios aparecen con retardo {4 a 8 meses de edad) (Wieghart
y col., 1990}, Sin embarpoe, los problernas de los animales de gran [2mafio no aparecen en
los ratomes transgénicos que expresan ¢n ste gen quimérico hasta avanzada edad (> 12
meses) (Steger y col., 1993},

Por otra parte, las ovejas transgénicas que expresan el gen quiménco MT/HGH
presentan niveles alterados de IGE-T plasmdtico sin modificacidn significativa del ¢recimienty
o de sus pardmetros productivos. Los animales muestran sintomas claros de diabetes y mueren
al afio de edad (Ward y col., 1989; Rexroad ¥ col., 19589, Ward v Nancarrow, 1991).
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Parte I: Hipitesis y objetivos

A fin de iniciar la manipulacion genética de anirnales, nos propesimos poner a punto
la técnica de obiencidn de ratones ¥ conejos transgénicos mediante microinyeccion de DNA
a ovocitos fecundados. La puesta a punto de esta tecnolopia, al inieig del trabajo experimental
de esta Tesis [xoctoral, representaria la puesta en marcha de una nueva linea de investigacion
en nuestro laboratorio de aplicacion en biotecnolopia animal y biomedicina, Los objetivos que
s¢ pretendian alcanzar en esta primer patte de [a Tesis Doctoral eran los siguientes:

1- Obtencidn de ratones transgenicos que sobreexpresan el gen quimérice PEPCK/hGH.

La sobreexpresion de hormona de erecimiento en ratones transgénicos conduce a un
incremento del crecimiento {Palminter ¥ col., 1982; McGrane y col., 1988). Par ello, para
porer a punta la téenica de microinyeccidn de DNA a dvulos fecundados, nos propusimos en
primer lugar ia obtencion de ratones transgénicos que sobreexpresaran hormona de
crecimiento humana bajo el control del promotor de 12 P-enolpinevatn carboxiguinasa,

2- Obtenciin de conejos fransgénicos que sobreexpresan el gen quimérico PEFCK/bGH,

El conjo es5 una cspecie de imterés productive eén los paises medilerréness. Sin
embargo, achualmente la seleceidn genética por métodos clisicos de gonética coantitativa no
puede conducir 2 una mejora de los parametros de crecimiento en razas selectas. La obtencidn
d¢ conejos transgénicos que sohreexpeesaran hormona de crecimiento podria ser de utilidad
en prodoceidn animal si estos animales presentaran un crecimiento precoz. Para la obiencion
de estos animales empieamos el gen quimérico PEPCK/bGIH, que se expresa en higado y se
regula por la dieta en ratones transgénicos (McGrane y col., 1988). Estos ratones, que crecen
el doble que sus hermanos conuel, no desarroltan altcraciones patoldgicas ¥ som capaces de
rcproducirse hasta edad avanzada. Por tanto, conejos transpénicos que sobreexpresasaran el
gen quimérico PEPCK/bGI podrian ser un buen modele de crecimignto precoz, ya que los
conejns que se destinan al consamn homano se sacrifican tempranamente (2 meses de edad).
Ademds, estos congjos podrian ser empleados comeo un modelo para el estudio de las acciones
fisiolégicas y metabdlicas de 1a GH on especies de mayor tamafio,

17



Parte I: Hipdtesis y objetivos

Asf pues, los objetivos concretes de esta panie del trabajo fueron:

1- Obtencidn de ratones transpénicos que expiesen de forma regulada el gen quimérico
PEPCE/hGH.

2- Puesta a punto de 12 técnica de obtencidn de conejos transgénicos.
3- Obtencién de conejos (ansgénicos que expresen ¢l gFen guimérico PEPCEK/bGH.
4- Estudio de los pardmetros de crecimiento de los conejos transgénicos.

5- Estudio de los pardmetros snetabolicos de los concios transgénicos que sobreexpresan el
hormena de crecimiento.

6- Estudic anatomopatoldgico de las alteraciones originadas por la exposicion crémica a
hormona de crecimiento en los conejos transpénicos de edad avanzada.
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Parte I: Reseltados

1. OBTENCION DE RATONES TRANSGENICOS CON EL GEN DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO HUMANA

Se mcic el trabajo experimental con la obtencion de ratones transgénicos pata poner
a putte la técnica de microinyeccidn de DNA 2 Ovulos fecundados. Escogimos para su
microinyeccion el gen quimérico formado por la region reguladora del gen de 1a P-
enolpiruvato carboxiquinzsa (PEPCK) fusionada al gen de 1a hormona de crecimiento humana.
El promotar del gen de la PEPCK tenda especial interés por su especifictdad de tejido v su
regulacidn por hormonas. La expresidn del gen es gstimutada por glucagdn ¢ inhibida por
unsulina. FEstas caracigristicas se conservan en los ratones tansgénicos (McGrane v col.,
1988}, Por otro lado, se escogid la hormona de crecimiento para pooer la técnica a punto,
ya que su sobresxpresion produce una clam alteracidn fenolipica en ratén (Palminker y col.,
1982},

1.1. CONSTRUCCION DEL GEN QUIMERICO PEPCK/hGH

Este gen estd formado por la fusidn del fragmento Xbal-BplIl de 1a regién promotora
del gen de 1a PEPCK (460 pb 2 +73 pb} al fragmento BamHI-EcoRI de 2,2 kb que contizne
el gen estructural completo de la hormona de crecimiente humana, Para so consinoceion,
seuin s¢ indica en la Fip. 1, se pantid del plismido pUC12, que contenia el gen de Iz hGH
inscrtado en las dianas BamH] y EcoRI (Selden y col., 1986b). El promotor de Ja PEPCK
se obmva del plismido pTZ18R medianie restriccion con los enzimas Xbal v Sefll y se
insend, a continuacion, delante del gen hGH en las dianas Xpal v BamHI (Fig. 1), El
frapgmento EcoRl de 2,7 kb gque contenia ¢l gen quimérico se utilizd para la oblencion dé
animales transpénicos.
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Fipura 1. Consiruccidn <dcl gen quimérice PEPCE/hGIL Se panid del plismido pUCILZ, que
comtenia el pen estructural de 1a hGH cn las dianas de resiriceidn BamRI y EcoRI del polylinker. Se
introdujo el iragmento Xbal!Bgeill {-460ph a +73 ph) del promotor de 1a PEPCK en las dianas Xbal
¥ BamHI del polylinker de pUC12, situadas en la regidn 3'inmediala al gen de la hGH.

1.2, EXPRESION DEL GEN QUIMERICO PEPCK/AMGH EN CELULAS HA4IIE v
Hep(G2

Pata comprobar la funcionalidad del gen quimérico, amtes de pasar 2 su
microinyeceisn, se transfectaron transiioriamente mediante la técnica de precipitacién con
fosfato calcico, dos lineas celulares, una linea celular de hepaioma de rata (11411E) ¥ una linca
celular de hepatoma humano (HepG2). La transfeccidn se realizd con ¢l plismide pPCKhGE
que contiene el gen quimérico PEPCK/hGH. 48 h después de la transfeccion, se incubaron
unas placas con medio de cultive en ausencia de suero y hormonas (Conleol}, ¥ otras con
dexametasona 0.1 yM, durante 24 h. Posteriormente, se aislé RNA y se analizé mediante
Northern Blor. Come se puede observar en la Fig. 2, 1as dos lineas celularcs ¢xpresaban el
gen de Ja hommona de crecimiente humana. La expresicn era regulada, observindose un
incremento de aproximadamente dos veces en los niveles del transcrito de la hGH trs incubar
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con dexamelasona. Ademds, en el medio de cultive se deteetd la presencia de hormona de
crecimiento inmunoreactiva. En las células HepG2 control v tratadas con dexarmetasona 1os
miveles fueron de 70 ngiml y 120 ng/ml, respectivaments, mientras que en las H4IIE la
concentracidon de GH era mds baja, de 36 ng/ml en el medio de mcubacion de ks células
contrel ¥ 50 ngiml tras tratar con dexametasona. La determinacidn de hiGH eo el media de
cullive de células transiectadas transitoriamente permitid comprobar que el gen quimérico
PEPCK/hGH era funcional i vive,

/1234\

hGH o

\_ HAIIE HEpGy

Figora 2. Expresion del gen quimérico PEPCK/GE en células de hepatoma hemane HepG2 y
de hepatoma de rata HKLE, Se aistd INA wal de céiuias transfectadas transitariamente con €l
plasmido gue conlenia b gen quimérice PEPCK/AGH. Las células se incubaron en medio en ausencia
de suerc y hormonas (carriles 2 ¥ 3) 0 en presencia de dexametasona 1 uM {carriles 1 y 4). La
presencia de RNA especiftco para hGH se analizéd per la tfenica de Nonthern Blot ¢ hibridacidn con
sonda especifica.

[.3. OBTENCION DE RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN
QUIMERICO PEPCK/WGH

Una vez ahservado que €] gen quimerico PEPCK/AGH se expresaba en ellulas en
cultive, se procedio a su microimycecion 2 ovocitos fecundados para 12 obteneién de ratoncs
transgénicos. B! fragmenta de 2,7 kb que s¢ mieroinyectd se obmuvo por digestion con EcgRI,
¢l cual eorta dentro dei promotor PEPCK en la posicion -430 pb y al final del gen de la GH.
Los zipolos microinyectados fueron transferidos a hembras receploras, que levargn a cabo
la gestacidn fapartado Materiales y Métodos 2.5.).

Para comprobar st algunc de los animales nacidos habia incorporade ¢l gen quimérico,
se obtuve DNA gendmico de una porcion de cola, que fue digeride con el enzima de
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restriccion Pvwdl. Este enzima riene dos dianas en el promotoer de 1a PEPCE vy otras dos en
el gen de la hGH. Por lo cual, al realizar un Southern Blot del DNA gendmico de un animal
iransgenico, ¢mpleands como sonda la totalidad del gen quimérico, se debian observar tres
bandas de 1,03, 0,536 y 0,355 kb, si unicamente se nabia integtado una sola copia del
transgén, ¥ una cuaria banda de 0,635 kb en ¢aso contener mis copias (Fig. 3A). En la Fig,
3B se presenta el Southern Blot en ei cual s¢ observan Ias cuatro bandas esperadas, tres
iguates al control plasmidico, mas una cuana correspondiente al fragmento resultante de la
uniGn cabeza-colz del rransgén, Este patrdn de bandas corresponde a un ratdén hembra
ransgénico que se obtuvo de esta experiencia. Se estimd, por comparacion con controles de
DNA plasmidico de 2 ¥ 5 copias, que habia incorporado unas 7 copias del pen ¢n su genoma
atientadas cabeza-cola. Esta hembwa a los 2 meses de edad pesaba el doble gue su hermana
n¢ transgénica. En la Fig. 3C sc presenta una foto de los dos animales. Se determinaron los
niveles séricos de hGH er el animal transgénico alimentado cop una dieta estindar de
laboraterio ¥ tras una semana de dieta alta en carhohidratos {CHO). Los resultados, recogidos
en la Tabla [, indicaban que el animal wansgénico presentaba niveles elevados de hGH. Sin
embargo, esie animal mosiraba una reduccion de los niveles de hormona humana tas una
semana de dieta alta en carbohidratos. Por tanto, 10s resultados obtemidos indicaban que la
expresion del transgen s¢ regulaba de una forma similar a la del gen epdégene de la PEPCK.

En esta primera experiencia de microinyeccidn se cumplid un primer objetivo al
ubiener amimales transgénicos que producian la hormona segin el patron de reguelacion
esperado. Posteriormente, se paso a la microinyeccian de otros genes de interés. Este trabajo
sirvig para poner en marcha en nueestro laboratonie otrds proyecios que utilizan ratones
transgénicos. Asi mismo, representaba un paso previo imprescindible para poner a punto la
lécnica de obtencidn de conejos trangénicos.

Tahla I. Niveles séricos de hG!H en el ralén 1rangénico que expresa €l gen PEPCK/WGH

Dhela estindar Dictz alta CHO
Control M. MO
Transgénice 1.7 ppimd 044 pgiml

N.D., Mo dereciadn.
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2. OBTENCION DE CONEJOS TRANSGENICOS CON EL GEN DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO BOVINA

Con e fin de llevar a cabo proyectos de mayor aplicacion biotecnolégica y de interés
VEIETIATO N0S PrOpUSLIMOs poner a punto en nuestro laborztorio la técnica de obiencidn de
congjos transgénicos. La hormona de crecimiento humana produce, debide a su actividad
prolactina, serios problemas reprodictivos en 10s animales transgénicos que la sobrecxpresan
{Bartke ¥ col., 1988). Por tanto, 2 fin de oblentr congjos wansgénicos que sobraexpresaran
GH, s¢ empled ¢l gen quimérico formado por fusidn de! promotor de la PEPCK al pen de
l2 hormona de crecimienio bovina {FEPCE/bGH). Se eligié este gen quimérico ya que se
habia observado que los ratones ransgénicos no desarrollan problemas reproductivos hasta
edzd muy avanzada.

2.1. PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE QBTENCION DE CONEIOS
TRANSGENICOS

La técnica que desarrollamos para la obtencidn de comejos transgénicos se basa €n fa
microinyeccion de DNA en €] pronucleo masculinoe de ovocitos fecundados (Ermst y col.,
1991}, Sin embargo, & diferencia de la técpica de obtencion de mtones transgénicos, la
obtencion de conejos transgénicos ne estd estandarizada. Son pocos los laboratorios que han
producide animales transgénicos de esta especie y la téenica que han wilizado na estd
optimizada. A continuacién se presenta el protocolo puesto a punto en neestro {aboratorio.

2.1.1, Obtencidn de zigotas de conejo

Para la obtencidn de los ovocitos fecundados partiamos, en cada jornada de
microinyeccion, de cuatro o cinco hembraz donadoras no superovuladas. Un dia aotes ¢
escogian, a partir dc un grepo mayor de animales, anoellas hembras que presentaban estro
natural y s¢ cruzaban con machos a las 15:00 h, 19 horas antes de la obtencion de los
zigotos. A la mafiana siguiente, las hembras eran sacrificadas. De cada una de ellas, se
exirzian los oviducios, junio con log ovarios v una pequefia porcién de los cutinos ulerinos
(Fig. 4A}. Los oviductos extraidos se trasladaban al labaratorio de microinycecion en solucion
mponada PBS, donde, bajo campana de flujo laminar, se separaba y limpiaba de cada uno
de ellos ¢ mesometrio infiltrado de wejido adiposa. Se realizaba una perfusion de cada uno
de ellos con 3 ml de solucion tamponada PBS sobre placas de Petrl de 30 mm (Fig. 4B.C).
Se aislaban Ins dwvulos bajo 12 lupa y, postericrmente, s¢ repatrtian en golas de cultivo de
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medio Brinster (Materiales y Métodos 2.5.2.). Los dvulos se mantenian en el metbador a
37°C en atmdsfera de 5% de CO, hasta €l moments de su microinyeccidn. En caso de
abtenerse un nimerc bajo de zigotos, l1a observacién de los puntos de ovulacidn (estipmas
foliculares) en los ovarios nos indicaba =i se habian producido pérdidas en la recuperacion de
£st0s, ¢ si era l1a hembra la que no habia ovulado comrectamente {Fig. 4D).

Las hembras empleadas de 13 raza sintética TRTA fueron buenas donadoras de zigotos.
Se obtuvo una media de 10 évulos’hembra sin haber sometido éstas a tratamiento hormonal.
Se planted la posibilidad de superevular las hembras donadoras, pero se estimé mis adecuado
no hacerle pues un tratamiento hormonal de PMSG/BCG produce un descenso de fa calidad
de los zigotos. La disponibilidad de on buen ndmero de hembras de la granja experimental
del IRTA nos permitid escoper 1as 1mas receptivas en cada jornada de trabajo para acoplarlas
con el macho o emplearlas como receptoras, El estricto complintiente del horario en la
cbtencidn de los ovocitos fecundados era esencial pars el éxito de todo el proceso, pues de
1o conirano los dvulos no §¢ encontraban en el estadio de dos pronacleos adecuado para su
microinyeccion. Una vez obienidos, los zigotos de conejo se desarrollaban con mayor
velocidad que los de ratdn, por lo que en pocas horas dejaban de ser visibles los pronidcieos.

2.1.2. Microinyeccién de los ovocitos fecundados de conejo

El proceso de microinyeccion gue empleamos para os ovulos de congjo es muoy
semejante al del radn. La principal diferencia consiste en que se traia de zigotos de mayor
tamafin ¥ de citoplasma mds opaco. Sin embargo, los pronucleos son le suficientemente
visibles como para permitir la micieinyeccidén (Fig, 5A.B). Por oo lado, poseen una zona
peltcida mucho mds gruesa v recubierta de una espesaz capa de mucina, que dificulta su
manejo, Bl medio de cultive Brinster-HEFPES que empleamos rulinanamente para la
micreinyeccidn de los zigotes de rawdn {Matcriales ¥ Métodos 2.5.2.) no resulrd adecuado
para los de congjo. Estos se adherian a las pipetas de cristal impidiendo su cormecta
manipulaciin ¢n las placas de microinyeccion. Probablemente la presencia de HEPES en &l
medio era la causante de csic efecto. El empleo de alcohol polivinilico a una concentracion
de 1 mg/ml mejord la mampulacion, pero los zigotas presentaban peor aspecto y s¢ descaria
su utilizacidn. Finalmente se optd por emplear el medio de cultive de Brinster-bicatbonato,
tamponado con una atmdsfera de 5% CO,, realizando un recambio frecuente de éste.

2.1.3. Transferencia de zigatos a la hemhra receptora
La transferencrs de los zigotag la realizamaos en la misma jornada, de una a dos horas
despucs de finalizada la microinyeccion, Se utilizaban con este fin hembras en estado de

pscudogestacion, que habian sido somendas a tratamient hormonal con 103 Ul de HCG
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{i.m. } simuitineamente a la cubricidn de las hemnbras donadotas,

Para realizar la transferencia de zigotos nos planteamoes inicizlmente dos tipos posibles
de mtervencién guinirgica, uno por laparctomia ventralmed:a ¥ un segundo por acceso lateral,
Escogimos el scgundo tipo, ya que evita en mayor medida que las congjas se reabran las
heridas. La técnica no resultd extremadamente dificultosa, aunque era de mayor duracidn que
la laparotomia ventralmedia. Por esta razdn se realizo la {ransferencta a una tnica hembra por

jormada de microinyeceidn. Se escorio la kelamina ¢omo anesidésico para obtener una buena
recuperacion del animal.

La coneja receptora se preparaba con uvn preangsiésico (0.5 mifkg de PV, de
Rompin® i.m.) ¥ sc depilaban los dos flancos del animal con una maquinilla de afettar. Tras
la anestesia (0,5 mIfKg de P.V. Imalgene® 1000 1.m.} se preparaba el campo quirirgico y s¢
accedia 2 1a cavidad abdominal por un costado, Tras realizar uoz incision de unos 5 cm en
piel, se cortaba ¢l 1gjide subculineo v las tres capas musculares junto con el peritoneo. El
oviducto era localizado con ayuda de la luz fria ¥ por palpacion. Una vez situado, se recogian
10 zigotos microinyectados ¢n 10 ul de medio de cultive con una pipela antomdtica (Fig, 5C)
¥ con esta misma se (ransferian al oviducky presionande ligeramente con lps dedos el
infundibule ¢contra la puntz de la pipeta para evitar el reflujo (Fig. 5D). Una vez se habia
llevado a cabo esta operacion se colocaba de nuevo el oviducto en la cavidad abdominal v se
cervaba la musculatura y cl wejido subeuiines con sumra de Catgnt cromico y la piel con seda
de 2/0 aplicande puntos simples en 1T horizontal. El misme proceso era repetido en el owo
costado. La coneja se recuperaba y se le proporcionaban los cuidados necesaring para llevar
la geslacidn a huen término.
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Figura 4. Obtencién de ovocitos fecundados de conejo.

A) Extraccifn de la hembra donadora de ovario, oviducto, junio a una pequefia porcion de cuerno
uterino, B) Introduccion de la cinula atraumética en el infundibulo. C) Perfusion del oviducto que
permite la recoleccién de los ovocitos fecundados en el medio recuperado en la placa de Petri D)
Detalle del ovario y oviducto extraidos. En el ovario se observan los puntos de ovulacién.
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Figura 5. Microinyeccién y transferencia de los zigotos.

A) Zigotos de conejo en que se visualizan los prontcleos. Detalle de la micropipeta de inyeccién en
que se observa el menisco de la solucidn de DNA. B) Microinyeccion en el proniicleo. C) Recogida
de los zigotos microinyectados con la pipeta automética. D) Transferencia de los zigotos al infundibulo
de la hembra receptora.
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1.2, OBTENRCION DE CONEJOS TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EL GEN
QUIMERICO PEPCK/bGH

Mediante la téenica de obtencidn de zigotos anteriormente descrita, s¢ obtuvieron un
total de 240 ovocitos a partir de 24 hembras donadoras, La mayor parte eran ovocios
fecundados que presentaban buen aspecto al ser pbservados al microscopia. Tras su obtencidn
sg procedio a su microinyeccion con el gen quimérico PEPCE/bGH 2 una concentracicn de
10 ngful. El fragmento de 2,69 kb microinyectado habia sido extraido det plismido pBR322
por digestion con el enzima de restriccion EeoRD (Fipg. 6A). Un toial de 168 zigotos
micoinyectados feeron transferidos a & hembras receptoras, Todas ellas llevaron a término
la gestacidn, contabilizdndose 15 animales nacidos. El rendimiento de nacimientos fue de un
9%.

La presencia de conejos transgénicos se determing por ia técnica de Southern Blet.
Con este fin, el DNA gendmico se obtenia de un pequeno fragmento de oreja que se cortaba
a los parapos de 4 a 10 dias de edad. Los animales se identificaban temporalmente con
crotales numerades v cuando eran destetados al mes de edad se tatuaban en el inierior de la
nreja comoe se hace rutinariamente en fas granjas cunicolas. Para la realizacion del Southemn
Blot €]l DNA gendmico fue digerido con ¢l enzima doe resiriccidn Pyall ¥ se hibridé con ¢l
gen quimérico completo FEPCK/BGH, esperdndose un patrdn de tres bandas diagndsticas
(1,3, 0,6 ¥y 0,3 kb) en el caso de haber integrado el transgén. Estos andlisis revelaron la
presencia de dos transgénicos hembras, que se denpminaron Tgl y Tg2. Se estimé habian
tnteprado tespectivamente dos vy cince copias del goen quiménico por compamcion con
controles de DNA plasmidico (Fig. 5B). Dos animales transgénicos de 15 nacidos, representa
un rendimiento de microinyeccion de 13,3%. En la Tabla 1I se esume la eficiencia del
proceso de microlnycocion,

Tabla 1I. Eficicncia del proceso de microinyeccion.

Hembras donadoras 24
Drwulos ghtenidos 240
Zigonos microinyectados 176
Zigolgs ransfesidos 163 95,3 % (A}
Hembras receptoras G
Animales nacidos 15 B0 W (B
Transgénicos obtenides 2 13,3 % {C)

Se recogen los datos de 103 animales empleados y Ios zigotos manipuladoes en los disumos pasos del
proceso, (A) % de zigatos transferidos respecto al total de dvulos microinyectados. (B) % de animales
nacidos respecio a zigotos transferides, {C) % de apimales (ransgénicos respeclo a amimalcs
analizados.
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2.3. EXPRESION DEL TRANSGEN EN DIFERENTES TEJIDOS

A fin de comprobar que el gen de la bGH se esaba expresando segin el patrén tisular
que le correspondia a 12 porcion de promotor del gen de la PEPCK al que estaba fusionado,
¢ tomaron muestras de higado, riddn, pincreas ¥ ovario de los animales transgénicos y de
controles. Posteriormente, se realizé un andlisis por Morthern Blot e hibridacién con sonda
especifica para bGH. La sonda empleada consistid en el fragmento de 1 kb obtenide por
digestion del gen de 'a bGH eon ¢l enzima de restriccidn Pyull. Unicamente se detectd la
ptesencia de mRNA del transgén en higado y rifion de los animales Iranspénicos {Fig. 6C).

2.4, PARAMETROS SERICOS DE LOS CONEJOS TRANSGENICOS

Se ha descrite que la concentracidn plasmitica de IGF-I esti aumentada en los
distintps modelos de animales que sobreexpresan GH (Palminter y ¢ol., 1983; Miller y col.,
1989}, Para averiguar si estos animales estaban produciendo la hormona bovina ¥ si ésia tenda
un efecto fisiologice en el animal, se determinaron los niveles de HGF-1 en suero. Los
animales control presentaban una media de 150 ngfml, mientras los conejos transgénicos
presenfaban niveles claramente superiores, 256 ngfml el Tgl y 700 ngfml €] T2 (Tabla 1il).
Los niveles de IGF-I, como el resto de los pardmetros séricos, se determinaron en los dos
ronejos ranspénicos & los tres meses de edad.

En relacion a los niveles de insulina sérica, la hembra Tgl ya presentaba a esta edad
tn incremento (46%) respecto a la media de Ios animales control, Sin ¢embargo, ta Te2 éra
clargmente hiperinsulinémica, con unos miveles aproximadamente 3 veces superiores a la
media de los controles. Ademds, los niveles de glucosa en suero dJe las dos conejas
transgénicas a los tres meses de edad indicaban que la primera era normoghucémica y la
sepunda era hiperglucémica, ya que presentaba un incremento del 30% respecto a los
controles, En relacion a los niveles de riglicéridos, 1a Tgl tampoco mostraba diferencias
significativas respecto a los controles. FPor ¢l contmario, estos niveles estaban incrementados
més de cuairo veces en da heimbra Tp2. Asi pues, estos resultados indicaban que la Tgl ya
habia desarrollado claramente un proceso de resistencia a la insuling a los res meses de edad
{Tabla III}.

La actividad d¢l enrima fosfatasa alcalina en suero se observa disminuida en los
ratones que expresan los genes quiméricos MTibGEH (Quaife y col., 1989} y PEPCK/bGH
{Waleta, 1992). En los concjos transgénicos que expresan el gen quimérico PEPCK/bGH
también se Jdetectd una disminucion de la misma proporeitn {Tabla 1I0).
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Tabla III. Concentraciones de IGF-1, insulina, glucosa, triglicérides ¥ actividad fosfatasa
alcelina en suero de los conejos trangénicos que expresan el gen quimérico PEPCE/bGH
4 los 3 meses de edad.

CONTROL T Tiz2

IGF-I {ng/ml) 145 + 18 256+ F00**

INSULINA (ngfml) 2.8 + 0,5 4,1 13**
GLUCOSA (mp/dl) 141 £ 6 146 190+

TRIGLICERIDOS (mg/dl} OfF + 14 73 4104
FOSF., ALC, LKD) 168 + 10 si* fithe

Se presenta la media de 6 conrsles + SEM y lox valores de Tgl y T2, Los animales estaban
zlimentadgs con unz dieta de produccion (Corena). El andlisis estadistico es an andlisis de varanza,
*p< (05, = p< 0,005 FOSC, ALC. | Fosfalasa alcalina.

Se llevd 2 cabo una sepunda determinacidn de los pardmetros séricos de la congja Tgl
y de animales control a los 10 meses de edad (Tabla IV). Se realizé con ¢l fin de determinar
5i la exposicién cronica d¢ la Tgl a GH provocaba las alteraciones observadas a los 3 meses

en 1z Tg2. Los animales estaban alimentados con una dieta estindar de Jaboratorio (Panlab
[124.

A los 10 meses de edad ]a Tgl presentaba unos niveles elevados de IGF-I e insuiina
2N suerd reéspecto al mismo prupe contral. Asi mismo, la coneia Tgl presentaba a los 10
meses de edad unos valores séricos mas clevados de plucosa, wriplicéridos y colesterol (Tabta
1V}, Estos datos indicaban gquc Ta Tgl, al haber estado expuesta de forma cronica a elevadas
concentracioncs de bGH, habia desarrollado un proceso de resistencia a la insulina y diabetes
mellitus no dependiene de insulina. Por tanto, ambas transpénicas desarrollaron las
complicaciones propias de una sobreexposicion a GH.
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Tabla IV: concentracién de IGE-I, insulina, glecosa, trighicéridos ¥ colesterol en
sucro de la coneja trangénica 1 a los 10 meses de odad.

CONTROL TGl

IGF-T {ng!ml} 45 191*
INSULINA (ng/ml} 2+ 04 3.9
GLUCOSA {mg/dl) 108 £+ 5 187+
TRIGLICERIDOS {mg/dl) 80 + 12 151"
COLESTEROL {mg/dl} Ji4 4 100**

Se presenta [a media de 6 conttoles + SEM y los valores de Tgl. Los animales cstaban alimentados
con una diera estandar de laboraterio (Panlab 112} El andiisis estadistico se realizd mediante andlisis
de varianza. * p< 0,05, ** p<0,001.

2,5, CRECIMIENTO DE LOS CONEJOS TRANSGENICOS

Para determinar si ]a sobreexpresidn de iz hormona de crecimiento bovina afectava
el crecimiento de astos animales, se pesaron junto a hermanos control en ¢l mometitg del
destete (30 dias de edad) y a los dos meses de edad. En este iitimo punto se calculd el
incremento de peso del pericdo de engorde, que comesponde al periodo entre ¢t destete y los
60 dias de edad (Tabla V). Observamos que las dos hembras transgénicas mostraron al destete
un peso vive menor que la media de las otras crias de la misma edad resultantes de los
mismos experimentos de microinyeccién (Fig, 7A). Sin embargo, tras el periodo de engorde,
las hembras Tgl y Tg2 presentaron un comportamiente distinte. En €] caso de la wransgénica
1 no se apreciaban diferencias significativas de peso respecto a Jos controles. Mieniras, la
trnsgénica 2 presentabaz un pesc menor.

El incremento de peso diario en fa hembra Tg1 calculado para el periodo de engorde
era ligeramente mis alto que el de los animales control. Al comparar el peso adulte, que se
alcanza en los concjos a los 6,5 meses do edad, el transgénico 1 no presentaba diferencias
respecto a olras hembras contrgl (4.5 Kg. ), aungue s{ tenia una apariencia més cstilizadz {Fig.
7B}, Los conejos transgénicos presentaron én Ja nectopsia reduccion de la grasa de Ja canal
con avsencia de grasa peritrenal (70
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Tabla ¥: Peso a Jos 30 y 60 dias de edad de fos conejos transgénicos gue expresan
¢l gen PEPCR/BGH e incremente de peso diarie durante ol periodo de engorde.

P.V. {g) 30 dias P.V. {g) 60 dias 1.P.V.D. fg/din)
CONTROL 840 £ 32 2105 + 55 448 + 1,4
TG1 ST 2076 50,2

TGZ 625 1808* 39,4

Se presenta ]2 media de 6 conejos contrpl & SEM y los valores de las congjas transpénicas Tgl y
Tg2. Los resuliados se expresan en gramos de peso vivo { P.V.) v el incremento de peso viva diarie
durante el engorde {I.P.V.D.) en g/dia. El anélisis estad(stico es un andlisis de vatianza. * p< (0,05,

1.6. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LOS CONEJOS TRANSGENICOS

Las conejas inician su etapa reproductiva a los cuatio meses y medic de edad, que g5
cilando se empiezan 2 cubrir las hembras de reposicidn en las granjas cunicolas. A esta edad
las hembras transgénicas que cxpresan ¢l gen quimérico PEPCKAGH no presentaron estro
ni aceplaron al mache. A fin de reproducir 12 hembra transgénica n® 1, que no prescntaba
las alteraciones diabéticas de Ja hembra n® 2, se cambic de una dietza de produccion (Corena}
a una dieta de laboratorio (Paniab 112) con un contenido menor de proteinas. Ellg se llevd
a cabo para bloquear la expresion del transgén y disminuir asi los niveles de GH. Tras esiar
somenda a esta dieta durante un mes y no admitir repetidamente a varios machos, de probada
capacitlad reproductiva, se sometid & un tratamiento hormonal, Este consistié en la inyeccidn
subcurinea de 235 UI de PMSG ¥ la presentacion al mache a las 48 y 72 horas. En ningun
caso la hembra admitid i monta natoral.

2.7, ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO DE LOS CONEJOS (QUE EXFRESAN EL
GEN QUIMERICO PEPCK/BGH

Ante ta imposibilidad e reproducir este animal y observar gue al afio de edad
desarrollaba alteraciones patoldgicas, s¢ sacrificd €l animal ¥ se obtuvicron maestras de
diferenies dreanos para su estudio anatomopatatogico. El animal presentaba una hipopiasia
general de! aparato reproductive (Fig, 8AB). En el examen macroscopico del ovario no s¢
apreciargn puntos de ovulacion ni foliculos evidentes (Fig. 8B). En cambio, sc observd la
presencia de foticulos en dilerantes estados de maduracion mediante analisis histolégice. E
estudio anaiomopatoldgico reveld un nimero anormalmente elevado de foliculos atrésicos,
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Figura 7. Concjos transgénicos que
expresan el gen quimérico
PECK/bGH. A) Hembra Tg2 a los 20
dias de edad (izquierda) con una
hermana de camada (derecha). B)
Hembra Tgl a los 6,5 meses de edad.
C) Detalle del rifion de la Tgl en que se
aprecia la ausencia de grasa prerirrenal.

Figura 8. Aparato reproductor de la coneja transgénica 1 que expresa el gen gquimérico
PEPCK/bGH. A) Aparato reproductor de la hembra Tgl a los 12 meses de edad. B) Detalle del
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indicativo de una alteracion de la maduracién de los mismos. La atresia se observaba en
foliculos en diferentes estados de maduracidn, si bien, los foliculos primarios y secundarios
atrésicos eran los predominanies (Fig. 9A,B).

Figura 9. Anilisis anatomopatol dgico del ovario de la coneja transgénica que expresa el gen
quimérico PEPCK/bGH. A) Seccién histolégica del ovario de un animal control en el que se
aprecian los foliculos en diferente grado de maduracién. B) Seccién histologica del ovario de la
hembra Tgl en que se observa el elevado nimero de foliculos atrésicos.

Ademds, en el estudio anatomopatologico del higado se observd una esclerosis
marcada de localizacion periportal. Los hepatocitos més distantes del espacio portal, y por
tanto, mds proximos a la vena centrolobulillar presentaban vacuolas intracitoplasmiticas,
indicadoras de degeneracion (Fig. 10A,B). Estas alteraciones no se encontraron en higado de
un conejo control de la misma edad. Un cuadro similar de esclerosis se observé en miocardio
del conejo transgénico. Se observd también la presencia de abundante tejido conjuntivo entre
las fibras del miocardio. Dichas fibras también presentaban alteraciones con variaciones del
grosor de las mismas, vacuolizaciones y calcificaciones en algunas de ellas (Fig. 10C,D).

En rifidn también se observ( la presencia de zonas de esclerosis entre los tibulos
renales. Cierto porcentaje de glomérulos presentaba engrosamiento de la cipsula de Bowman
y glomeruloesclerosis. Por el contrario, se observaba de forma generalizada una dilatacion
del espacio de Bowman y en menor proporcion, atrofia de los glomérulos. Los conductos
renales aparecian dilatados con una reduccién del grosor de las células mbulares. La presencia
de material hialino en los conductos renales era indicadora de proteinuria (Fig. 10E,F).
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Figura 10, Andlisis anatomopatoldgico de Ia coneja transgénica 1 que expresa el gen quimérico
PEPCK/bGH. A) Secci6n histolégica de higado de conejo conirol teflida con tincidn tricrémica de
Masson (parénquina hepitico color magenta, (cjido conectivo color verde azulado). Detalle de espaciu
portal a 25 aumentos. B) Seccién histoldgica de higado de la hembra Tgl tefiida con tincidn tricrémica
de Masson. Espacio portal a 25 aumentos. C) Seccién histoldgica de miocardio de conejo control
tefiida con hematoxilina/eosina. 50 aumentos. D) Seccién histolégica de miocardio de la hembra Tgl.
200 aumentos. E) Seccién histolégica de corteza renal de conejo control tefiida con tincidn de dcido
Periddico de Schiff. Detalle de los glomérulos a 100 aumentos. F) Seccién histolégica de corteza renal

de la hembra Tgl tefiida con tincién de dcido periddico de Schiff. Detalle de los glomérulos a 100
aumentos.
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OBTENCION DE CONEJOS TRANSGENICOS QUE SOBREEXPRESAN HORMONA
DE CRECTMIENTO BOVINA

En nuestro laboratotio habjames observade que los ratones transpénicos que
sobreexpresan el gen quitnérico PEPCR/DOH adquieren un amano doble al de sus hermanos
contral ¥y no presentan esterilidad ni patologias derivadas de esta expeesion hasta muy
avanzada edad (mds de 1 aho). Por atro {ado, los congjos destinades al consume humano se
sacrifican a los dos meses de edad. Asi pues, una linea de concjos transgénicos gque
sobrecapresara este gen quimérico podria ser un buen modele de crecimiento precoz. Por
tanto, se llevd a cabo iz obtencidn de conejos fransgénicos que expresan el gen quimérico
PEPCK/BGH, a pesar de que se habia descrito que cerdos transgénicos que exprosaban GH
presentaban gran nomero de alieraciones. Se empled el pen de 1a hormona de crecimiento
bovina en lrgar del gen humann, ya que la sobrecxpresién de hGH puede provoear csterilidad
cn animales transpénicos. Ademds, Ja FDA (Food and Drug Administration, TSA) ha
reconneido el empleo de BGH en vacuno para mejorar {a produccion lactea. Dado que la bGH
no wene actividad hormonal en la especie humana, no representa un riesgo para la salud de
los consamidores (Juskevich y Guyer, 19900,

Los datos que se recogen en la lueratura sobre la técnica de ohiencion de congros
iransgénicos se reducen a unos pocos trabajos. Los porcemajes de congjos transgénicos
respecte al ndmere de animales nacidos que se describen son vanables. 3e observan
rendimientos desde 0,9% (Massoud y col., 1990) basta 10.8% (Bihler ¥ col., 1900} Es
dificil comparar resultados a este nivel, pues las variaciones en el rendimienio de la técnica
son debidas principalmente a las caracteristicas del gen microinyectado, gue varia en cada
¢aso. Sin embargo, la eficiencia del 13,3% obeenida en nuesiro laboratorio es buena, Este
buen rendimicnto sc debe probablemente a 1a elevida concentracidn de DNA empleada para
1a microinyeccian {10 ng/pl). Habitwalmente se trabaja en ratén con una concentmeion de 2
ng/ul. Sin embargo, Emst ¥ col. {1991} describieron que una concentracion de DNA de 10
gl il puede ser empleada para 1a microinyecrion de zigotos de conejo. Asi mismo, el nimero
de nacimientas respecto a zigotos transferides era similar al deserito por otros sutores (Bdhler
¥ col., 1990; Voss vy col., 1990; Massoud ¥ col., 1990; Lrnst y col., 1991). En cambio,
nuestras resultados diferian en el nimero de zigotos transferidos por hembra receplora y en
¢l porcentaje de hembras que resullaban pestantes tras la cransferencia. La experiencia
adquirida cn ratdn parecia indicar que un numero elevade de zigotos microinyectados
Iransferidos por hemhbra, sin sobrepasar los 30-32 zigotos, conduce a un mayor parcentaje de
hembras gestantes y a camadas mds numerosas. El bajo nimere de crias obtenidas de: las dos
Primeras hembras (2 por hembra) ¥ 12 mayor disponibilidad de Z1gUIos microinyectados en
105 experimenins sucesivos, nos condujo a incrementar el némero de zigotos transferidos por
hembra receptara de 19 a una media de 32 zigotos. Este aumento s¢ comespondid con un
PEQuefin aumento d¢ Ja media de animales nacidos por hembra (3,25 en las 4 hembras
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restanfes). Por otro lado, el porcentaje de hembras pestantes respecto al total de receploras
variaba segun los autores desde 33 % (Ernst y col., 1991), hasia §9,6% (Voss y col., 1990},
Li 100% de las hembras receptoras empleadas en este estadio llevaron a tétmino la gestacién.
Este resultado probablemente era debido al elevado nimero de zigotos empleados. No
podemos descartar el hecho de que las caracteristicas genéticas de los animales también
sudieron influir. La raza sintélica IRTA, a la que perenecian lag hembtas donadoras de
ovuzlos v las recepleras, ha sido especialmente seleccionada por el caricter matermal de sus
hembras {parimetre d¢ séleccion: numero de gazapos destetados).

Tras la obtencidn de un animal fundador mediante microinyeccién, ¢l prncipal
objetivo es reproducitle para que transmitz &1 nueve caracter a la descendencia y crear vna
coloma en la gue ilevar a caba los sstudios, Los estudios Tenotipicos se realizan en amumales
de primera ¥ segunda peneracion. Sin embargo, en nuestro estudio fue imposible obtener
descendencia de 1os congjos trumsgénicos que expresan el gen quimérico PEPCK/DGH. No
obslanig, se llevaron a cabo esnudios metabdlicos de eads uno de ellos a fin de averiguar las
alteraciones que s habian producido en estos animales como consecuencia de la expresion
del transgén.

La expresion de transgén se estudid en cuatro tejidos: higado ¥ rifidn, donde se
esperaba se expresara el transpén, y pdncreas y ovario, donde ng se expresa el gen de la
PEPCK, y por tanto, no se esperaba encontrar mRNA de bGH. Estos dos Gltimes drganos
s& escogicron porgue la expresidn andmaia de bGH £n estos tejidos podia producir efectos
indeseables. La expresion del transgen en pincreas podria condueir a importantes alteraciones
de la secrecidn de insulina, mientras la expresion ¢n ovario seria causa de disfunciones
reproductivas. Los resultados oblenidos mostraron que ia éxpresion de bGH en ambos
transgénicos se commespandin con Ja esperada,

Ante la imposibilidad de medivr bGH en sucro, pues no fue posible conseguir ¢l
anticuerpn especifice, s¢ Jeterming el IGF-I sérico. 5e ha descrito que el IGF-] aumenla en
suern por accidn de la hormona de crecimiento. Asi ocurre en ios distintos modelos de
animales transeénicos que sobreexpresan GH (Palminter y col., 1983, Quaife y col., 1989,
Miller y col., 1989), Los concjos transgénicos que expresan ¢l pen quimérico PEPCK/BGH
tarrbién presentaban un incremento del IGF-] sérico. La hemba Tgd, yue habia incorporado
un mayor nimero de copias del gen quimérico, cra la que prosentaba un incremento mayor
en Loy niveles séricos de IGF-1. Bilo indicaba que €stos animales cstaban expresande hGH
activa biologicamante.

For otro lado, la actividad fosfatasa aicaling SOTICA €5 un pardmetro que se ohserva
disminuidg en raenes de 2 a 3 meses que sobreexpresan GH, si hien, no se conocen
clatamente 1os mecanismos que producen este efecto (Quaife y col., 1989; Valera, 1992}, Los
Conejos transpénicos mostraron a los fres nieses de edad una disminucién de la actividad de
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este enzima en suero similar a la descriia en los ratones (2 a 2,5 veces inferior).

La sobreexpresion de GH conduce 3 yn incremento de a insulinz en suerc en diversas
especies amumales que se acompafa de normoglucemia (Valera y col., 1993), o ligera
hipergluceria (Miller ¥ col., 1986; Ward ¥ col., 198%9), caracteristicas éstas de vn cvadro
de resistencia 2 la insulina,

Al determinar [os distinios parametros 2£tices en os conejos ransgénicos a los tres
meses de edad, ésios mostraron diferencias entre si. La Tgl presentaba valores de glucemia,
insulinemia y niveles de triglicéridos en suerg similaves a la media de los controles. Paor ¢l
contrario, la Tg2, con mayor expresion de bGH, mostraba un incremento de mis de cinco
veces en la insulina sérica, acompafiado de una lipera hiperglucemia ¥ un marcado aumento
de los triglicéridos en suero. Estos datos eran indicadores de un cuadro de resistencia a la
insulina. El desarrollo de hiperinsulinemia en Tp2 era probablemente el resultado del efecto
de [a GH sobre la secrecidn de 1nsulina en las células § (Beck y col., 1965; Walker ¥ col.,
1989; Mielsen, 1982). Los valores séricos de la bembta Tel a2 los 3 v 10 meses de edad
indican que desarrollé mds tarde un cuadre de resistencia a la insulina, muy probablemente
Como consecuencia de una exposicidn prolongada a Ta hormona dé crécinicnio. Este animal
habia integrade un menor mimere de copias del transpén que la Tp2 ¥ prasentaba una menor
expresién de bGH, lo cual explicaria que la patologia fuera de aparicién mis tardia. El
marcade incremento de los trigiicéridos en Ja Ta2, ¥ de 1a Tgl a los 10 meses de edad, era
también probablemente debido al proceso de resistencia a la insuiinz. De manera similar, en
pacientes acromegalicos, expuestos a un excesa de GH, dnicamente se observa hiperlipidemia
£n casgs de diabetes asociada {Alma y col., 1972

Los conejos en nucstro pajs son  sacrificados para el consume  humang
aproximadamente a los Jos meses de edad. Conlraniamente a lo que esperdbamos, 10§
anunales transpénicos Jde esta edad no presentaron un peso mayer que sus hermanos. El
mcremento de peso de la Tg2 en ¢l periodo de engorde fue menor y 2 fos dos meses de edad
este amimal presentaba un peso significativamente menor que el de los controles. Estos datos
indicaban gue las alieraciones metabélicas hahian provocado aleraciones del crecimients. Por
¢l contrario, la hembra Tel, sin alteraciones metabdlicas apreciables a esta edad, poseia al
final del engorde aproximadamente ¢l mismo peso corporal que los controles, Se ha deseow
que los cerdos que expresan los penes guiméricos MT/bGH y PEPCK/bGH no presentan un
marcado ¢recimiente corporal, sing una reduccion de las grasas en la canal (Pursel ¥ ool.,
1989, Wiephan y col., 1990), Esta reduccion, sobre todo en acidos grasos saturados y
monoinsaturados, se acentia con Ja cdad de los animales {Solomen y col., 1994). Los concjos
ransgénicos presentaban una apariencin mis estilizada que los animales control., En la
necropsia se observd upz clara reduccion de la grasa en la canal ya que carecian de la grasa
peritrenal presente en los congjos comroles de 1a misma cdad. Estos datos indicaban que los
Conejos transgénicos que expresan el pen quimérico PEPCK/BGH presentaban un fenctipo
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similar al dc los cerdos ranspénicos que expresan esta misma honmona,

Los conejos transgénicos también padecian una alteracién de su fisiologia reproductiva
similar a la de tos cerdos (mnsgénicos gque sobrexpresan GII. Las cerdas MT/hGH ¥
MT/bGH no muestran estro y en la necropsia 1os pvarios no presentan corpora jitea fi
corpora atbicantia (Pursel y col., 1990). Las conejas que expresan PEPCK/bGH no aceptaron
en ningin momento al mache. En el estudio anatomopatolégico que se realizé de Estas, s
obscrvé una lnpoplasia general del apacato reproductive. Los resultados obtenidos de) examen
macroseopice y micrascopico del ovario, eran indicativos de una deficiencia ¢n la maduraciin
folicular. Probabiemente €sta es debida a aiteraciones producidas por 12 hormona de
crécimicnio en la producciim o secrecidn de fas hommonas FSH y LH. Alteraciones de esta
indole se han descrite en ratones transgénicos que sobreexpresan GH (Steger y col., 1991,
Chandrashekar y Bartke, 1993,

Azi mismo, se han descrito numerpsas alieraciones anatemopatolégicas en natones
transgenicos de avanzada edad gue sobreexpresan GH. Las mayores alteraciones son las
descritas en higade y riion, La hepatomegalia de estos animales {mds de 3 veces el peso del
control) se corresponde con un aumento del amano de los hepatocites. El rifdn de estos
ammales presenta un peso doble al de los animales control y se ha descrito también un
incremento del tamaiio de los glomérules (Quaife y col., 1989), La esclerosis observada en
higado de los mtones tromsgénicos de avanzada edad es ligera, Sin embarge, también se ha
descrito fibrosis en miocardio y glomeruloesclerosis en rifion de los ratones que expresan GH
{Quaife y cal., 1989; Wanke y col., 19%1; Loyd y col., 1992; Siewart y col., 1992), Se
considera que la principal causa de muerte en ¢stos ratones €5 la patologia renal. Desarrollan
glomemiloescierosis severa con atrofia de las nefronas y dilatactdén cistica masive de log
mibulos renales (Quaife y col., 1989, Wanke vy col., 1991 Wolf y col., 1993).

El esiudio anatomopatolégico de distintes drganes del conejo transpénico 1 reveld
alleraciones de esclerosis en higado, rindn ¥y miocardio. Sin embargo, no se aprecio wn
merements del tamaiio de Ins hepatocitos cuande se compard con un conejo control.  Las
lesiones esclerpsantes ¢ estos animales son debidas probablemente z 1a accidn de la GH, bien
directa o mediada por los IGFs, de estimulacion de ta proliferacién de fibroblastos y
formacion de mainiz extracelular y fibras de coligeno, asi como de disminecidn de la
depradacion del coldgeno, El desequilibrio del sistema de formacién/degradacién del tejido
conectivo en este =entido conduce a estas lesiones. Las zonas de esclerosis, localizadas
fundamentalmente alrededor de 105 vases sanguineos, pueden scr causa do degeneracidn del
tejide parénguimatoso por deficientc irrigactén e hipoxia. Asi mismo, las lesiones en
Mmincardio condujeron probablemente a 1a disfuncion del Grgano. agrabando T deficientlc
iTrigacion de los drganos afectados. En el congjo trangénico no se observo un incremenio del
tatnafio de Jos plomérulos respecio a los conloles, ni l¢siones severas en la mayor parte de
log gloméruios, como las descritas en ratén. Sin embargo, las allcraciones presentes indicaban
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que la funcidn renal pdia estar compromelida. Las lesiones observadas en el congjo
transgénico diferian d¢ este modo de las del ratén por una predominancia de la esclerosis
frente a otro tipo e lesiones (megahepatocitos, glomeruloesclerosis), aparentemente mds
telactonadas con el mayor tamafio de los ratones que sobhrexpresan GEIL

En resumen, los resuliados obtenidos en este trabajo indicaban que estos animales no
tienen interés en produccién amimal. Sin embarpo, se habia puesto a punto la técnica de
obtencién de conejos wansgénicos. Ademis, se habia estudiado €l efecto de 1a sobreexpresidn
de GH en esta especie, demostrando el papel diabetogénico de esta hormona. La puesta a
punto de ia écnica de oblencion de conejos transpénicos en nuestro laboratorio nos permitird
en: un funiro llevar a cabo neevos proyectos de interés biotecnoldgico ¢n ¢sta especie,
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Parte I; Conclusiones

1- Se ha puesto a punto la téenica de obtencion de ratones y conejos transgénicos mediante
microinyeccidn de BNA a ovocitos fecundados.

2- Se han obtenpdo congos transgénicos que expresan hormona de crecimiento bovina en
higado ¥ rifiin.

3- La sobreexpresion de hormona de crecimiento bovina en conejos transgeénicos conduce a
un incremento de {GF-1 ¢ insuling en sucro,

4- Los conejos transgénicos que expresan el gen quimeérico PEPCK/bGH desarrolizn un
vuadre de resistencia a la insulina acorde con los efectos diabetogénicos de una exposicidn
crénica a hormona de crecimicnto.

3- A diferencia de 105 rafones trangénicos que sobreexpresan hormona de crecimiento, los
conejos transgénicos que expresan el gen quimérico FEPCK/bGH no pres¢ntan un crecimiento
mayaor que el de los conejos control.

- Como consccoencia de la sobreexpresion de hormona de crecimicate, las congjas
ransgénicas que expresan el gen quimérica PEPCK/bGH son estériles ¥ no llevan a cabo Ia
ovulacion.

7- La exposicidn cronica de los congjos transgénicos a hormena de crecimiento bovina

cionduce al desarollo de alieracivnes anatomopatoidgicas dé tipo ¢sclerosante ¢n higada,
miocardio y rifion.
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