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ABSTRACT

Targeted gene delivery relies on the construction of a complex known as “polyplex”
whose backbone is a poly-L-lysiyne chain to which both a ligand capable of being
endocytosed is covalently bound artlyd‘a cDNA (transgene) is electrostatically attached.
When the ligand of the polyplex is‘l;ecognized by its specific receptor on the cell target, the
ligand-receptor complex is endocytdsed and consequently the polyplex is internalized to the
cell. The main advantage of mrgeted gene delwery is its high specificity, but the drawback
is its low efﬁcxeney because of two mujor barriers, the acidity of endosomal vesicles and
" the hxgh selecthty of th nuclear me 1b une, whlch limit the access of transgenes to the

’ cell nucleus

“On the bnse of vu'al mfectlon, the ob_jecuve of lhxs thesis was to construct a gene
"ycamer system eapable of overcommg the two mnjor barriers to targeted gene delivery
systems ‘We nttempted to increase the polyfectmg efficiency by integrating the
: hemagglutmm HA2 fusogenic peptide and the Vp1 nuclear localization signal of SV40 to
the NT—pelyplex (fusogenic-karynpbillchT-polyplex). It has been shown that the HA2
: fusogenic peptide is able to disrupt endocytic vesicles at pH 6 to 5, and that the Vpl
karyophilic peptide exhibits a strong nuclear localization signal. Therefore, we expect that
t_lle endosomal disruption leads to high cence_ntration of the polyplex in the vytopinem. Tha
‘next expected action would be the efﬂcieut access of the transgene to the cell nucleus.
. We used confocal microscopy techmques to show the internalization of propidium

a d the reporter gene (the green fluorescent

iodide-labeled transgenes in target cells,

protein, GFP) expression. Flow eytometry (FACSort) was used in order to quantify the
internalization and reporter gene e*(pressxon efﬁcxency in vitro. The chlotamphenicol
acetyltransferase (CAT) assay was used as a quahtanve criterion of reporter gene
expression. ’ g

Fusogen|c-karyophxlle-NT-polyple‘( produced mostly nuclear localization of the
transgene in 48.44 + 7.18% of N1E-115 cells bearing the high affinity NT receptor. The
percentage of cells internalizing GFP as a reporter gene agreed with the percentage of GFP-
expressing cells (48.93 £ 3.24%). The cfficiency of fusogenic-karvophilic-NT-polyplex in

internalization assays was significantly higher than that of NT-polyplex lacking viral
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peptides (8 + 1%, internalization; 6.5 + 1.5%, expression). Blocking assays with the
specific NT recepiof antagonist, SR 48692, as well as assays with cells lacking NT
receptors showed the high specificity of fusogenic-karyophilic-NT-polyplex.

' The ablhty of fusogemc-karyophll1c-NT-polyplex for the targeted gene delivery to

dopammergxc neurons in vivo was shown in adult Wistar rats (200 ~230g, body wexght)

: "mon hs: Th absence of mtemallzatxon and expression in dopammergxc neurons in the .

,".presence of SR’ 48692 as well as in glial cells confirmed again the high specificity of the

S fus eme-karyophlllc NT-polyple‘(

Recently, it has been suggestcd that trophic factors such as GDNF might protect
o «dopammergxc neurons of the substantia nigra from the progressive degeneration known to
o be the cause of Parkinson’s disease. It now seems logical to test the NT-vector improved by
”~tl‘1e'vix‘"\lk'{;e,;=i?}es 1o transfer the gene encoding GDNF to dopamine neurons in a -
parkmsoman animal model. The fusogemc-l\aryophllxc strategy could also be of use to

mcrease the efficiency of other vectors of receplor-medmted gene transfer systems.
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RESUMEN

El envio dirigido de genés sé »b\nks'a enla gohstmcéién de un complejo conocido como
poliplex cuyo esqueleto es una "c‘a'cliléxvia dz.f:poli-Lv-lkisina, al que se unen covalentemente un
ligando endocitable y electrostaticamente un cDNA (transgén). Cuando el ligando del
poliplex es reconocido por su receptor éspecx’ﬁco en la poblacién celular blanco, el
compiejo ligando-receptor es endocitado y por consecuencia el poliplex es internalizado a
la gélula. La ventaja del envio dirigido de genes es su alta especificidad, pero su punto débil

» reside en su baja eficiencia debido a dos grandes barreras, el medio dcido del endosoma y la
. selegtividad de la membrana nuclear, que limitan el acceso del transgén al nicleo celular.

- Sobre la base de la infeccidn viral, el obﬁtivo de la presente tesis fue construir un
acarreador de genes capaz de superar las dos grandes barreras que enfrentan los sistemas de
‘envio dirigido de genes. Con este propdsito se tomd como base al poliplex de neurotensina,
al cual se le adiciono el péptido fusogénico HA2 de la hemaglutinina y el péptido

: carioﬁliyéo‘ Vpl del SV40, ambos de origen viral. El complejo resultante se le nombré
polibléx fusbgénico y cariofilico de neurotensina. Se ha demostrado que ¢l péptido

o ﬁisogériiéo HAZ2 es capaz de permeabilizar endosomas a un pHentre 6 y 5, y el péptido

“: “cariofilico Vpl posee una potente seflal de localizacién nuclear. Por lo tanto, esperamos

»jkqu'e Ih pémiabilizncién de los endosomas conduzea # ¢has concsidraciones ddel poliplex en
el _citpjalasfna. La siguiente accion esperadu seria Ja entrada eficiente del transgén al nicleo

- celular, - - e

En nuestro trabajo utilizamos técnicas de nlidroscopiu confocal para demostrar la -

iqterﬁalizacién del transgén marcado con yoduib de propidio en la célula blanco y la
expres'ién del gen reportero “proteina verde fluorescente” (GFP). La citometria de flujo

' (FACS) fue utilizada para cuantificar in vitro la internalizacién y expresidén del gen
reportero; la técnica del ensayo CAT (transferasa del cloranfenicol acetilado) se utilizo

- como un criterio cualitativo de la expresion del gen reportero.

’ El poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina produjo una clara localizacion

nuclear del cDNA en el 48.44 = 7.18% de las células N1E-115 que poseen el receptor de

alta afinidad para la neurotensina. El porcentaje de células que internalizaron el gen

- reportero GFP coincidi6 con la proporcion de células que lo expresaron (48.93 % 3.24%).




Laeficiencia del poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina en los ensayos de
internalizacién y expresion fue significativamente mayor que la del poliplex de
neurotensina sin péptidos virales (8 £ 1%, internalizacién; 6.5 + 1.5%, expresién). Los
estudios de bloqueo con el antagonista especifico para receptores a neurotensina, SR 48692,
as{ como los ensayos con células carentes de esos receptores demostraron la alta
especificidad del poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina.

La capacidad del poliplex fusogénico y cariofilico de neurotensina para el envio
dirigido de- genes a neuronas dopaminérgicas in vivo se demostré en ratas Wistar adultas
(200 230 gr de peso) Por cirugia estereotdxica se administeé el poliplex fusogénico y
canof hco de neurotensma marcado con yoduro de propidio en el drea de la substancia
negra compacta. Utilizando microscopfa confocal se demostré que €l gen reportero fue

: 'vmtemahzado especnf icamente en el 52 + 7% de las neuronas dopaminérgicas de la
o .substancm negra compacta y fue expresado por el 51 + 9% de ellas. En comparacién con el
: : pollple‘( de neurotensina sin péptidos virales (polifeccion, 5 + 4%), la adicién de los

pepudos fu..ogemco y cariofilico incrementd 10 veces la eficiencia de transfeccion del

pollple‘c de neurotensina. Ademds, este nuevo vector de neurotensina mejorado aumentd el

‘txempo de expresufm del transgén de 15 dias a 2 meses. La ausencia de internalizacion y

e'(p sion en neuronas dopaminérgicas en presencia de SR 48692, asi con en las células

E glla es conhrmo una vez mds la alta especificidad del poliple:: fuzoginico ¥ cariofilico de

' neurotensma

; Recxemememe se ha sugerido que factores tréticos como GDNF pudieran proteger a

| lns neuronas dopaminérgicas de la substancia negra de la degeneracidon progresiva que
conduce a la enfermedad de Parkinson. Ahora es l6gico probar el nuevo vector de
neurotensina mejorado para transferir el gen que codifica GDNF a neuronas

- dopaminérgicas en un modelo animal de la enfermedad de Parkinson. La estrategia

._fusogéhica y cariofilica puede implementarse también en otros vectores no-virales para

mejorar su eficiencia en la transferencia génica.

_ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




INTRODUCCION
Envio Dirigido de Genes

El concepto de "envio dirigido de genes" fue introducido por Géorge Wuen 1988,
cuando disefié una molécula capaz de tansferir genes a las células hepdticas. Este

- acarreador utlllzaba asialoorosomucoide como ligando directriz, por su gran avidez por el

: receptor de galactosa, el cual se encuentra exclusivamente en el higado. Utilizando este

_ucan‘eadof Wi fue capaz de transfectar cultivos celulares derivados de hepatocitos [Wu et
'al 1988a] y expresar genes reporteros en el higado de las ratas transfectadas sin observar el

_produc d del transgen en otros drganos [Wu et al, 1988b], Mds atin, Wu fue capaz de

‘mtroduclr genes ﬁsmlogxcos en modelos animales de enfermedades humanas, como es la

: rata nagnse" un modelo de analbuminemia. Como resultado de la transfeccion se expreso
. -'la nlbumma humana en la rata y hubo una correccion parcial de la enfermedad [Wu et al.,
1991] o

Sm emburgo, todos estos logros del grupo de Wu se vefan ensombrecidos por la

- 1nec¢sxdad de que las células estuvieran en mitosis, de lo contrario no se observaba la
L éXbréSién deJos transgent?s. La explicacion de esta necesidad no esta totaimente
: eséfarécida, sin~embnrgo se postula que durante la mitosis hay una inhibicidn transitoria de
la actividad lisosomal, por lo que es mds probable que el complejo endocitado pueda
éscnpar a la degradacion lisosomal y, fortuitamente, se transloque al citoplasma. Otro
fendémeno que favorece la transfeccion de las células en divisién es el hecho que durante la
prometafase de la mitosis la membrana nuclear es disuelta, por lo que el DNA exégeno que
se encuentra en el citoplasma tiene altas probabilidades de ser atrapado en el nucleo de las
células hijas durante la telofase cuando, se organizan nuevamente las membranas nucleares
y, por tanto, el tfnnsgen puede ser expresado.
: »E'l obstdculo que fepresenta la necesidad de division celular esta resuelto al transfectar
cultivos celulares puesto que éstos se encuentran en division; sin embargo, cuando el reto
* es transfectar animales se tiene que inducir la division de las células hepaticas mediante
'hepa‘tectomia de mas del 50% del tejido. Este abordaje como lo planteé Wu requiere de
producir un daiio significativo al animal, por lo que no tiene mucho interés para su

12
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aplicacidn clinica, sin embargo es sumamente importante ya que demostré que el envio
dirigido de genes es un procedimiento con limitaciones por resolver, pero viable.

A partir de los trabajos de Wu, algunos grupos de investigadores se han dado a la tarea
de perfeccionar el sistema de envio dirigido de genes. Un problema que presentaban los
acarreadores de Wu era su inestabilidad, esto era debido a que el asialoorosomucoide es de
un peso mole@:ulér elevado, Este hecho que limitaba la solubilidad de los acarreadores fue

resuelto sustituyendo el asialoorosomucoide por moléculas de lactosa que son reconocidas

_'plqr, el rrii_smo' receptor hepitico; este nuevo acarreador tuvo la ventaja de ser mds soluble y

. ienér un ‘menor péso molecular [Martinez-Fong et al., 1994].

Una caracteristica intrinseca del receptor hepatico a galactosa es que esta acoplado a una
viade degradacién lisosomal, por lo que el acarreador de genes que usa este receptor para
entﬁu‘ a la célula de antemano esta condenado a ser degradado si no es rescatado de la via
natural. Una posible solucién a este problema que enfrenta el envio dirigido de genes seria
la utilizacidén como via de entrada a la célula de un receptor que no esté acoplado a
degradaci6n lisosomal, esto le daria una oportunidad mayor al complejo de permanecer
intacto en el endosoma y con mayor probabilidad de alcanzar el nicleo de la célula.

La neurotensina y el NGF cuyas vias endociticas no estin acopladas a la degradacion
lisosomal {Castel et al., 1992], [Bernd et al, 1983] son atractivos para el envio dirigido de
genes. Algunos ligandl‘s ulilicadoy parairarsteric genes a poblaciones celulares especificas

son mencionados a continuacién.

Ligando Transportador Poblacion celular a transfectar Trabajos

representativos

EGF Polyethylenimi KB carcil epidermoide, CMT-93 Blessing et al, 2001;

Polilisina carcinoma rectal, Renca-EGFR carcinoma | Frederiksen et al, 2000

renal , small cell lung cancer (SCLC)

1gG a CD29 | Virus asociado a Diferentes cultivos primarios de células Ried et al, 2002
« CD117 |adenovirus2 hematopoyeticas humanas. Maurice et al, 2002
a CXCR4 | viy.1 Cultivos primarios de linfocitos
o CD3 OKT3 .
Transterrina | Polilisina Cos 7, cultivo primario de melanocito Chan et al, 1999
Polyethylenimine, | humano TFPEIS00 y murino AVET, Wightman etal, 1999
Adenovirus melanoma de ratén M-3 Schweighoffer et al,
1996




CWano etal. 1993
Smgh et'al, 2001
S Grosse et al 2002
chhlcr et al l999
. Mﬂmnez-Fong et al
1994

catidnico

"Asialoorosom Hepmocnos :

- N Fcrkol et al l§‘6
. anhikawa etal, 2000
Kawakaml et nl. 2000

‘ 1993 Mldoux et al 1999 Kichler et al., 1999] En sus trabajos de transfeccién usando

acarrendores basndos en poh L-lisina, Midoux mejora notablemente la eficiencia de

transfeccxon en sus sistema, adicionando el péptido fusogemco al medio de transfeccion sin

v _un_lr!o ‘covalentemente al acarreador de genes, sin embargo ezta es una limitante sustantiva

pafa fines de transfeccién in vivo,
Otra estrategia que se ha utilizado es la adicién a los vectores basados en polilisina de
fragmentos de la cipside de adenovirus, lo que conlleva al mejoramiento de la eficiencia de
" transfeceién como consecuencia de la accidn de los péptidos fusogénicos presentes en la
capside viral [Wagner et al., 1992]. Para fines terapéuticos esta estrategia no es atractiva
. por qué en la capside viral ademas del péptido fusogénico se encuentran otras
glicoproteinas virales potencialmente inmunogénicas.

También para mejorar la cficiencia de transfeccion in vitro se han utilizado inhibidores
de la acidificacién endosomal como la cloroquina, sin embargo este abordaje no es
susceptible a ser aplicado in vivo. .

“'Se sabe ‘ql:le la segunda gran barrera a los vectores de genes es la membrana nuclear
' {Zabner et al., 1995], ya que los mecanismos enddgenos de transporte de DNA a nicleo son

" sumamente ineficientes. Hasta la fecha sélo se ha reportado una estrategia para solucionar
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este problema y consiste en la adicién de seilales de localizacién nuclear a los sistemas de
transferencia génica. Se ha logrado mejorar la eficiencia de transfeccidn de los vectores
basados en polilisina uniendo una seiial de localizacidn nuclear a la polilisina [Chan et al.,
2000), también la eficiencia de transfeccién de los liposomas puede ser mejorada con la
adicién de péptidos cariofilicos [Aronsohn et al, 1998], en este caso el péptido es unido de

forma electrostatica al DNA.




Endocitosis Mediada por Receptqlr;, .

Los sistemas de envio dirigido de genes ﬁtilizpﬁ como blanco un receptor lo mas
especifico posible para la poblacién celular que se quiere transfectar. Una condicién
indispensable para que el sistema funcione es que este receptor debe estar acoplado a
endocitosis. Por tal motivo es importante entender los eventos que ocurren durante la
endocitosis de un receptor acoplado a su ligando con el fin de poder discernir los procesos
celulares endégenos que limitan el envio dirigido de genes.

Una caracteristica general de los procesos de endocitosis mediada por receptor es que
como consecuencia de la unién del ligando al receptor se forma una invaginacién cubierta
internamente por una proteina {lamada clatrina, este proceso luego de iniciado contintia su
curso de forma espontanea [Forgac et al., 1983]. La polimerizacién de la clatrina trae como
consecuencia el entrampamiento de la membrana en “bahias” que luego pasan a ser
vesiculas, las cuales estdn estructuralmente unidas al citoesqueleto y son transportadas
intracelularmente a un destino que es determinado por dominios citoplasmaticos del tallo
del receptor [Bonifacino et al., 1996). En el proceso de formacidn de las “bahias™ de
clatrina interviene una proteina que juega el papel de adaptador (AP) capaz de reconocer

-determinados dominios o seflales del tallo intracelular del receptor, y de unirse con alta
afinidad a la clatrina favoreciendo la polimerizacién de ésta en tetrétuctos (Boll et al.,
1996]. Otras proteinas que juega un papel importante en la localizacién apropiada de las
proteinas adaptadoras pertenecen a la fanilia de Eps15. Estas proteinas se encargan de
reclutar las AP al sitio de endocitosis [Benmerah et al., 1998].

Se sabe que los receptores activados por su ligando se concentran en un determinado
klugar de la membrana piasmﬁtica que es posteriormente endocitada, sin embargo, el
hecanismo de seflalizacién y concentracién se desconoce [Kirchhausen et al., 1997]. El
proéeso de endocitosis puéde ser bibqueado a diferentes niveles con diferentes farmacos

" que han Sido herramientas utiles para demostrar la participacion de la endocitosis en la

* transferencia génica por envio dirigido.




" “Bahias” y Vesiculas forradas de clatrina

El principal componente estructural de las vesiculas forradas de clatrina es la propia
clatrina, una proteina trimérica (¢riskelion) que se auto agrega en estructuras semejantes a
redes esféricas (hexdgonos o pentdgonos) {Kirchhausen, 1993]. El ensamblaje de la red de
clatrina ocurre en la parte citosélica de la membrana plasmitica durante la formacién de las
“bahias” forradas de clatrina lo que conduce a una invaginacién de la membrana que
finalmente queda capturada dentro de las vesiculas forradas de clatrina [Kirchhausen,
1993]. Asi pues la clatrina es la estructura que organiza los eventos de endocitosis mediada
por receptor.

La proteina que dirige la formacion de las “bahias™ forradas de clatrina es la proteina
adaptadora de clatrina (AP) que forma complejos tetraméricos con la clatrina logrando la
estructuracion de las “bahias” de clatrina con los receptores de membrana.

Se han descrito tres tipos de proteinas adaptadoras:

Las AP-1 se relacionari con las vesiculas formadas a partir de invaginaciones
membranales del trans- golgl. Estan consmundas de subunidades grandes o adaptinas y y $1
junto con las subumdades medlana ul y la pequeﬁa cl [Robinson 1994].

Las AP-2 son consmutwas de las “bnhias y vesiculas forradas de clatrina y estin

formadas por dos adaptmas (unn ka bA un BI 0 B2) ademas de una subunidad mediana p2 y

una pequeiia 2 [Knrchhausen, 1990]

Las AP-3 recién descritas no estan laéionudus con clatrina y estdn constituidas por

adaptinas § y B3 y de subumglqd;sp}y of3 [Simpson et al., 1997).
Ensamblaje del forro de clairina.:

Las primeras protefnas en ser reclutadas a la membrana son las proteinas adaptadoras
AP-2, sin e’mbargo poco se ‘éono(:e sobre los eventos previos y los requerimientos para que
esto ocurra, Se sabe que los tallos intracelulares de los receptores poseen sitios de unién
para las AP-_Z '[Salnmerc‘) et. al., 1996], pero la unidn a esos sitios no parece ser el Unico

evento desencadenante de la formacién de las “bahias”. Se ha postulado la existencia de un




aparatbvé "plataforma" de sitios de unidén de alta afinidad en la membrana, al cual se une
AP-2: para formar un complejo que a su vez une a la clatrina [Seaman et al., 1996 ]. Aunque
la 'ildervlvtidad de este complejo permanece controversial asi como su posible mecanismo de
. aé:ci_éh, se han identificado proteinas de membrana que unen AP-2 [Mallet et al, 1996]
éhhqﬁe su vinculo con el reclutamiento de AP-2 no ha sido demostrado, también se ha
- postu]ado que en las neuronas la sinaptotagmina (una proteina membranal presente en
vesfculas smapncas) puede reallzar lu tarea de * plataforma de sitios de alta afinidad
: [Zhang etal, 1994]. : ‘
. El Sigljiehte 0 e samblaje del forr de clatrina e‘ék la unién de la clatrina a los

bran Y'El'ernSt{r'nb'léjé éé altnmehte coordinado ¢ involucra
20630 APs Las cadenas B de AP-2 son suficientes para
g el ensamblaje [Gal]usser et al 1993]. Estas cadenas

dela’ cual mterucclonnn con la clamnu [Shlh etal., 1995] La

GF [Fazioli et al.,

 de dominios

. 1993] EpslS se uneal e*(tremo carb’
' homélogos aEps (EH) y coloc.allza [
., 1997]. La familia de protelms con

ibrana plasmética [van Delft et
ogos'a Eps'(EH) constantemente se

'mcrementa con nuevos mlembros [A 0].y se ha confirmado que es

1mprescmd1ble su unién a AP 2 para |
[Benmerah etal., 1998]‘

n de las “bahias” forradas de clatrina

Seiales de Inte

rtas de clntnna se encuentran en una posicién propia para




otros pasos de direccionamiento intracelular. Las sefiales son secuencias de motivos
-estructurales muchos de los cuales tienen un residuo de tirosina critico ("basado en
tirosina") o un par de residuos de leucinas ("basado en dileucinas") o un grupo de residuos
hidrofébicos [Mellman, 1996]. Existe evidencia de que las sefiales "basadas en tirosinas" se
unen directamente al complejo AP-2 y de que esta unién es el evento que desencadena la
concentracion de ciertas proteinas de la membrana plasmdtica dentro de las “bahias”
" forradas de clatrina [Bomfacmo et al., 1996]. Algunas evidencias indican que las sefiales

- basadas en dlleucmas tamblen son capaces de interaccionar con AP-2 [Heilker et al., 1996]

de unién a AP-Z es dxferente al de las "basadas en tirosinas" [Marks et al.,

Las seﬁales de mtemalnzacxon son altamente degeneradas no solo entre las familias de

las basadns en tlrosma o "basadas en dileucinas” sino entre otras familias de dominios

V ‘_:‘CIt‘OSCShC.OS que no presentan una semejanza obvia a las sefiales clasicas {Kirchhausen et al.,
S 19‘9:7]. Lé diversidad de sefiales parece ser critica para la maquinaria de direccionamiento
" “iniraceldlar de las-vesiculas forradas de clatrina. Debido a que-la formacion de las “bahias™

" forradas de clatrina no requiere que la union de las proteinas AP-2 a las sefiales del tallo del
: recebtor sea de alta afinidad, es posible que sefiales de internalizacién no descritas de débil

interaccion con AP-2 pudieran ser suficiente para efectuar la internalizacion [Kirchhausen

et ni., 1997]. Algunos receptores combinan las sefiales de internalizacion, siendo posible

encontrar los tres tipos de seitales mds comunes en un solo tallo intracelular [Kornfeld,

.1992]; esto posiblemente confiera mayor afinidad con las AP-2.
"." Reconocimiento de las séiales "basadas en tirosina® por AP-2

Las primeras seiiales descubiertas y las mds comunes en las vias de endocitosis rapida

de muchas proteinas son las "basadas en tirosina". Una caracteristica de las sefiales basadas



nt mc_cibnar directamente con AP-2 a ﬁﬁés dela

Estas eﬂales se arac_ nzan por poseer un residuo de tirosina inmerso en un motlvo,

v‘SIendo los mas comunes NPXY y YXX@ donde X es cualquier aminoécido y @ un

‘ nmmoacxdo hidrofébico. Dada la vunablhdad yel gmdo de degeneracién, la posicién del
aminodcido upropmdo enXo @ de(ermma la nﬂmdad yla especnﬁcldad de la interaccion
de la sefial con'AP-2 y consecuentemente determma la velocxdad de internalizacion de la

ﬁnal dentro

proteina asi como su destmo

Regulacia’h 'de Ia union de las seft osina’ con AP-2

La capturn de prote{nas de mem “bahius" forradas de clatrina puede

ser regulada por modlﬁcacwnes zac1on as( como del
complejo AP-2. Con respecto a | : 5 ina" se ‘sabe que la fosforilacion
del residuo critico de tirosina prevxene la um 6 -2 ’ [Boll et al 1996] Se piensa que
esta modificacién juega un papel xmportante en : ; elulus T en la regulacnén de la
internalizacién del co- receptor citotéxico al antfgeno 4 (CTLA4) [Shlraton etal., 1997]. La
fosforilacion de otros residuos fuera de la sefial puede modificar la conformacién local
haciendo la sefial mas o menos accesible a AP-2. .

La modificacién de AP-Z puede ser otra via de regulacidn del reconocimiento de la
sefial "basada en tirosina". Se ha demostrado in vitro que la unién de AP-2 a las jaulas de
clatrina incrementa la afi mdad de AP-2 por los pepudos que contienen seilales "basadas en
tlrosma“ [Rapoport et al 1997] Este mcremento de afuudad puede ser dado a cambios
conformacmnales en el complejo AP-2 inducido por ln unién’de la clatrina [Matsui et al.,

1990]

gsensamb[zye dela cldtrk’ha de la vesivula endocitica

: Una vez formada la “bahla forrada de clatrina una proteina.asociada al citoesqueleto
[Shpetner et al, 1989] llamada dinamina tiene la funcién de cerrarla [Kosaka et al, 1983]

dando lugar a la vesicula forrada de clatrina. Se ha reportado que la dinamina tiene




,actmdad GTP-asa [Herskovits et al., 1993]. Una vez formada la vesicula ésta comienza a
- mxgrar hacm el cntoplasma movida por transporte activo del citoesqueleto dependiente de

. ATP Una vez en el citoplasma la vesicula interacciona con una proteina citoplasmatica
llamada " protema de choque térmico 70 6 Hsp70" la cual es una ATPasa que desacopla la
clatrma de'la superficie de la vesicula [Chappell et al;, 1986] quedando ésta desprovista del

forro pudiendo migrar a destinos intracelulares mis alejados.

Compartimento Endosomal

La definicién de compammento endosomal tiende a enfauzar los atnbutos particulares

del mismo incluyendo funcién, morfologfu y c m| swlé Se han clasxﬁcado

compartimentos como "cuerpo mulnves ular" art men(o prellsosomal"

"endosoma tardio"” paralelamente se hnn escnto’e dosoma tubulovesncular" "endosoma

de seleccion”, "compammento de desacople del hgnndo del receptor y "endosoma

temprano” [Amento et ul., 1993].
"Endosoma temprano"” es el estadio de selecclén m:is grande en la via endocitica, desde

este organelo el material puede ser reciclado a la membrana plasmatica como en el caso de

: lnAtran‘sferrina, a un compartimento endocitico tardio como ocurre con el receptor de EGF,

@ a vesiculas secretoras controladas como sucede con el transportador GLUT4, Este

: cémpartimen'to s menos dcido (pH 6.4-6.5) que el "endosoma de seleccion" (pH 6.0)

- [Méllman et al, 1986]. o
La relacioén entre el "endosoma temprdnb" y el "tardio” es controversial, existen dos

_puntos de vista opuestos: A

- Maduracién del endosoma:- De acuerdo a este modelo los endosomas tempranos son de
nueéva sintesis y provienen de las vesiculas forradas de clatrina. El endosoma tardio es
el ’propio endosoma temprano luego que ha terminado el reciclaje hacia la membrana
ﬁltism:'ttica y ha sufrido un proceso de acidificacion [Thilo et al., 1995].

Veskikcbuluys endosomales acarreadoras: En este modelo el endosoma temprano es un
compartimento estable que es mantenido en un balance entre el material que arriba y el

que es enviado a otros compartimentos. Las vesiculas acarreadoras (0.4 um) se forman



del endosoma temprano y subsecuentemente se fusionan con el endosoma tardio a

través del transporte asociado a microtibulos [Emans et al., 1993].

“El endosoma tardio” se caracteriza por tener una alta concentracion del receptor de
manosa-6-fosfato desde donde se recicla al compartimento trans-golgi. Aqui las enzimas de
degradacién son activas pero estan mas concentradas en el lisosoma. La transferencia de
material entre el ' end_osoma tardio" y el lisosoma parece ser una fusion directa que resulta
en un orgnnelo h(bridov trﬁhsitorio [Mullock et al., 1998]. En el endosoma tardio el pH es de
aproxxmadameme 5 sxendo en el lisosoma aiin mds dcido [Mukherjee et al., 1997).

La acndlﬁcaclon'del endosoma ocurre a consecuencia de la captura en las vesiculas

fon'adas de clatrma de unn bomba de protones dependiente de ATP [Forgac et al., 1983], la

~cual opera en paralelo con un transportador de cloro [Xie et al., 1983] y es la encargada de

v ntroducu' protones [H'] al interior de la vesicula endocitica y consecuentemente de su
: acnd;ﬁcacxon.,La acidificacion de las vesiculas endociticas que contienen ligandos

: - destinados a los lisosomas es bifisica con una caida rdpida hasta un pH de 6, seguida de
‘una caida lenta hasta un pH de 5. Se ha reportado que el pH en el endosoma temprano es
modulado por la internalizacion de una segunda bomba, en este caso de la bomba de
Na+/K+ dependiente de ATP que genera un potencial positivo en el interior de la
membrana del compartimento [Fuchs et al., 1987} v, nor tanto, contrarresta el efecto de la
bomba de cloro haciendo lenta la acidificacién. En el endosoma tardio y en el lisosoma esta
bomba deja de funcionar [van Dyke, 1995]. Una estrategia que han utilizado algunos
pardsitos intracelulares como las micobacterias, la leishmania y la coxiella es bloquear la
accion de la bomba de protones, inhibiendo la acidificacién y maduracion de los
fagosomas. De esta manera el parasito puede subsistir por largos periodos de tiempo sin
que la célula portadora sea capaz de librarse de la presencm indeseada de estos
mxcroorgamsmos [Hackam et al., 1997]. '

Otro microorganismo que es capaz de utilizar la rﬁaquinnria endocitica de la célula
. blanco para su propia conveniéncia son los vifus; sin embargo el mecanismo de accion de

éllosv es diferente y serd revisado deta}_lladam'eynte en el proximo acdpite.

Inhibidores de Iabgndqc'itosts




; vUna"herraniienta farmacoldgica que permite esclarecer los eventos moleculares que
: trans'clirren en cada una de las etapas que conforman el proceso de endocitosis y transporte
‘del endosorna a destinos intracelulares son los inhibidores de la endocitosis. Existen
diferentes inhibidores de la endocitosis con muy variados mecanismos de accién a
diferentes niveles de la via endocitica.

1. Okxido fenil arsénico (PAO). Es un potente inhibidor de las fosfatasas de residuos

- de tirosina y la NADPH oxidasa [Le Cabec et al, 1995], bloquea la endocitosis en
casi todos los niveles.

2. Soluciones hiperténicas como 0.45 M de sacarosa, inhiben la formacién de las

“bahias” forradas de clatrina [Heuéer et al, 1989], por lo que bloquea la endocitosis

desde la superficie de la membrana plasmatica.
3. La bafilomicina es un potente inhibidor de la ATPasa, por lo que es capaz de
bloquear el transporte de las vesfculas acarreadoras endosomales asociadas a los

microtibulos desde el endosoma 'te'mprano al tardio, sin afectar la unién del

receptor ni la formacién de las vesiculas forradas de clatrina [Bowman et al., 1988].

4. La citocalacina D es un dé;poliﬁeﬁmdor del citoesqueleto de actina por lo que
bloquea la intemnlizaciénbren:e]rinicio. no asi en estadios mas avanzados como los
endosomas intcnnedi_ds tly,tnrdx’os [Lamaze et al., 1957]

5. El nocodazol, la colc_liicina, la vinblastina y el colcemide son disruptores de los
microtibulos pox; lo qﬁe bloquean el transporte del endosoma temprano al tardio
[Anicto et al,, 1993].

6. La citocnlncinn B la faloidina y el metilpalmitato son disruptores de los
mlcroﬁlamentos por tanto bloquean la endositosis desde estadios tempranos
[Llchtman et nl., 1996]

En nuestro tr abaJo unllzamos el 6xido fenil arsénico (PAO) y la solucidn hiperténica

de’ sacarosa 0. 4 M como inhibidores inespecificos de la endocitosis, sin embargo para

ﬁnes 1Iustrat1vcs la’solucmn hiperténica de sacarosa fue mds util ya que permitio la

. wsunhzaclon de los pohple‘(es unidos a la membrana.
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S _PéptidosFus‘ogénicoIyCariofilico

. replxcatwa,

E.xi sil oducu’se a las celulas blnnco Y. utilizar de estas su maquinaria

: virus hun desarrollado un mecamsmo para burlar a la célula huésped. Su

estrategxa de mfeccxén se desarrolln en tres etapas.

Los v1rus entran al citoplasma utilizando un receptor acoplado a endocitosis, el cual

reconoce ghcoprote{nas de la capside viral. Como consecuencia de este reconocimiento la

celuln huesped desencadena el proceso de endo_cxtosns propio del ligando natural,

- internalizando el receptor con el virus acoplado k[Perez et al., 2001]. Un ejemplo
; ampllamente conocido es el modus operandl del virus del SIDA que es capaz de infectar

linfocitos utilizando el receptor CD4 presente en estas células [Fackler et al, 2000] Hay

virus que utilizan receptores de superficie que no estin acoplados a endocitosis, ejemplo de
esto son algunos bacteriofagos [Bamford et al., 1987].
- 'Una vez iniciada la endocitosis comicnza la acidificacién del endosoma y la activacidn

gradual de endoproteasas, que al cortar glicoproteinas de la cdpside viral dejan al

- descubierto secuencias polipeptidicas [Horvath et al, 1992; Yamada et al., 1998; Kido et al.,

:1996] capaces de adoptar una estructura terciaria de hélice-a en presencia de un pH icido

[Murata et al., 1987; Lear et al, 1987]. Estas secuencias pol'ipepu'dicas tienen la
caracteristica de que sc unen a lu membiana del endosoma Fusionz'mdoée con ellas
[Bullough et al., 1994], de ahi su nombre "péptidos fusogénicos". Se sabe que la estructura
primaria de estos péptidos tiene una secuencia anfifilica [Murata et al 1992] que le confiere
la propiedad de perturbar la tensidn superficial propizi de la membrana lo cual hace a la
membrana inestable termodindmicamente {Choppin et al, 1980], este proceso conllevaa la
formacion de agujeros en la membrana y en ocasiones a la ruptura total de la misma
[Mizzen ct al., 1987]. La fuerza desestabilizadora de estos péptidos esta relacionada con su
anfifilicidad y por tanto con el dngulo de fusién con la membrana [Colotto et al., 1996;
Voneche et al.,, 1992 a y b]. De esta forma los virus logran alcanzar su segunda meta que es
el citoplasma.

En el contexto de esta tesis los péptidos fusogénices constituyen la herramienta
necesaria para lograr el obj_elivo del rescate oportuno del poliplex del endosoma antes que

éste alcance una acidez no tolerable para nuestro vector. En especial enfocamos nuestro
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interés en los péptidos fusogénicos que cambian su estructura secundaria en un medio

ligeramente dcido, como es el caso del péptido de la hemaglutinina (HA2) del virus de la

influenza [Bullough et al 1994] que fue utilizado en este proyecto, por poseer una fuerte
actividad fusogénica [Liang et al, 1996; Midoux et al 1993; Moradpour et al, 1996; Remy

et al, 1995] entre otros muchos péptidos reportados en la literatura y que se enlistan a

continuacioén,

Virus Secuencia del péptido fusogénico Reportado en:

Measi (Sarampion) FAGVVLAGAALGVATAAQITAGIALHQ Richardson et al, 1986
Simian 5 FAGVVIGLRALGVATAAQVTAAVALVK Paterson et al, 1984
Newcastle FIGAIIGGVALGVATAAQITAAAALIQ Chambers et al, 1986
Sendat FFGAVIGTIALGVATSAQITAGIALAE Blumberg et al, 1985
Syncytial (respiratorio) FLGFLLG VGSA [ASGVAVSK Collins etal, 1984 T
Neumonia (de raton) FLGLILG LGAA VTAGVALAK Chambers et al, 1992
Moloney (leucemia) EPVSLTLALLLGGLTMGGIAAGIGTGTTALMA | Shinnick et al, 1981
Sarcoma SVSHLDDTCSDEVQLWGPTARIFASILAPGVAAAQA | Huater etal, 1983

T cell hum. | (leucemia) AVPVAVWLVSALAMGAGVAGGITGSMS Seiki etal, 1983

HIV AVGIGALFLGFLGAAGSTMGARSMTLTVQARQL | Wain-Hobson et ul, [985
Visna GIGLVIVLAIMAIIAAAGAGLGVANAVQQSYTRTA | Sonigo etal, 1985
Anemia (equina) FGISAIVAAIVAATAIAASATMSYVALTEVNKIMEYV | Rushlow et al, 1986 |
Spumavirus | SVDNNYAKLRSMG YALTGAVQTLSQISDINDENLQQGIYLLRDMVITL | Flugel etal, 1987

Gastroenteritis

GIMVLPGVANADKMTMYTASLAGGITLGALGGUAVALEF

Rasschaert et al, 1987

Hepatitis (murina) GIKVLPPVLSESQISGYTAGATAAAMFPPWTAAAGVPF [ Schmidt et af, (987
Bronchitis (inlecciosa) GLLVLPPHPAEMOQALITSSLVASMAFGGITA AGAIPF | Binns et al, 1985
influenza A GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQSEQGTGQAADLKS | Jou et al, 1980
Influenza B GFFGAIAGFLEGGWEGI\«'IIAGWHGYTSHGAHGVAVA(\DLKS Krystal etal, 1982
Intluenza C IFGIDDLIIGLLFVAIVEAGIGGYLLGSRKESGGGVTKES | Nakada et al, 1984

Hay péptidos fusogénicos que no necesitan de un medio dcido para adquirir su

fusogénicidad, la sola proximidad del entorno hidrofdbico de la membrana plasmatica

dispara el cambio conformacional necesario para la fusogénicidad. Estos péptidos

fusogénicos activos a pH neutro son caracteristicos de los virus que reconocen receptores

no acoplados a endocitosis como son los bacteriofagos [Bamford et al, 1987]. Este tipo de

péptidos fusogénicos no favorecen la especificidad de transferencia génica del vector ya

que la entrada a las células se haria en un entorno de pH fisiologico neutro lo que significa

26



q'L}e reconozca el ligando sin importar que medie un-

re receptores ﬁuéleares los cuules medmn la trnnslocacxon de diferentes proteinas a través de
os | poros nitcleares en ambas direcciones. i :

- * El sistema de importinas es un reccptdr dimérico compuesto de importina o (que
une la NLS) y de importina § (que media la translocacion), ¢l cual se encarga de
transportar al nicleo proteinas con seifiales de NLS cldsicas que contienen residuos
basicos. Las importinas también son conocidas como carioferinas [Nigg, 1997].

- El transportin es un receptor monomeérico que estd involucrado en el transporte al
nticleo de un grupo muy heterogéneo de proteinas de unién a RNA y que contiene
una seiial NLS llamada M9 la cual es rica en glicina y aminoacidos aromiticos
[Siomi et al., 1997].

- Ha sido descrito un tercer grupo de receptores nucleares cuya funcion es transportar
al nicleo prolemns nbosomnles Este receptor es una proteina monomérica llamada
Kapl23 y Psel [Rout et al 1997].

Los virus se aprovechan de lo; mecanismos del transporte nuclear de la célula huésped

al expresar ciertas NLS que son el pasaporte al nicleo de su propio material genético, mds



aun, en el proceso de replicacion viral una vez sintetizadas ciertas proteinas virales

indispensables a este fin, ellas son transportadas al niicleo gracias a NLS codificadas en el

material genético viral. Algunas NLS virales se mencionan a continuacidn.

Reportado en

Virus Secuencias de las NLS

Epstetn_Barr 200Y KRPCKRSFIRFlys; ¥y 20LKDVRKRKLGPGH ;04 Liu etal, 1998
Newcastle 17wKKGKKVTFDKLERKIRR 34 Coleman et al, 1993 . |
| Mosalco del Tabaco | (GEKRK WV VEALSGNLR 7 y 20z T PILTPDGTIIKKHKGNNSGQPST V316 | L €t al, 1997
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En nuestro trabajo utilizamos un peptido cariofilico derivado de la Vpl del SV40 el cual

se ha reportado posee una gran fuerza cariofilica capaz de acarrear los viriones al niicleo de

las células infectadas [Ishii et al, 1996].
. De esta manera, estudiando las estrategias que utilizan los virus para infectar

* eficienteinente la célula huésped, es que decidimos construir un vector que desarrollara las’

. tres etapas mencionadas anteriormente, pero que 2 su vez tuviera la menor cantidad posible.

de péptidos virales para evitar una posible respuesta inmune.




: ,_‘Env‘id';]jmgldo de GQ;ICS al Sistema Nervioso Central

~-El sistema hewiosb lgenﬁal (SNC) es el érgano mas protegido del organismo y por tanto
el mas dificil pmja e#berimehtar protocolos de terapia génica. La barrera hematoencefilica
es altamente selectiva por lo que pricticamente ningiin vector génico es capaz de
atravesarla después de su aplicacidn sistémica. La impenetrabilidad de esta barrera ha sido
franqueada exitosamente usando como ligando la transferrina o algun anticuerpo que es
reconocido por el receptor de transferrina, de este modo es activado el mecanismo de
transocitosis y el vector es transportado de la circulacion sanguinea al liquido
cefaloraquideo [Shin et al., 1995]. Sin embargo estos vectores tienen el inconveniente de
que pueden introducirse indistintamente a cualquier poblacién neuronal, glial o epitelial,
siendo sumamente inespecificos. Otro modo de abordar poblaciones celulares del SNC es
administrando farmacos que inhabilitan temporalmente la barrera hematoencefilica
permitiendo el paso del vector al SNC, aunque este método es sumamente invasivo y con
efectos secundarios altamente daﬂinps e incluso letales [Emerich et al., 1999]. Para alcanzar
algin nucleo especifico del cerebro causando el menor dafio posible el abordaje mas comin
es la cirugia estereotdxica. - . T ;
Si bien se han utilizado vectores virales'y po‘ virales del tipo de liposomas para la .
transferencia génica al SNC [Muguir-Zeis et al., 200 !; HuQiharn et al., 2000; Zou et al.;
1999; Shi et al., 2001], hasta la fecha no se ha O;ilizadq el envio dirigido de genesy de
todos los vectores usados los mas eficientes han sido losy basados en retrovirus, en especial
¢l basado en el virus del SIDA [Naldini et al., 1996]. Sin embargo, el riesgo intrinseco y el
peligro latente de recombinacion que representa, hacen qué este vector basado en el virus
del SIDA no sea la solucién de eleccion para transfectar poblaciones neuronales del SNC.
El objetivo principal de este trabajo es transfectar en forma eficiente y prolongada
poblaciones celulares especificas del SNC por envio dirigido de genes. Las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta, afectadas en la enfermedad del Parkinson
[Javoy-Agid et al., 1981], representan un blanco ideal para el envio dirigido de genes al
SNC. Se conoce la importancia de la regulacion que ejerce la inervacidon dopaminérgica en

los ganglios basales para mantener el control del movimiento en los vertebrados [Moore et



Un neuropépudo relactonado con la regulacxén de la liberacién de dopamina [Brun et al,

2001], la actwaclon d;el gen de‘la urosmahxdroxnlasa (enzima limitante en la sintesis de
dopamma) [Marcos et al, 1996 Najlmx et al 2001] y que tiene receptores en la sustancia
.mgra compacta [Lepee Lorgeoux et al 1999], es la neurotensma (NT). Se ha reportado
que la NT tiene efecto fisiolégico tanto en el sistema nervioso central como en el periférico.
B Se ha descnto que al inocular laNT mtra ventncular se produce un decremento en la

: temperatura corporal de las ratas y ratones sedacién y decremento de la actividad motora
. [Blssette et al,'1976, Nemeroff et al, 1977] A mvel penfenco la NT tiene efecto sobre la
actividad contractll del Ileum [Segawa et al, 1977], y se relncnona con las células
endocrinas dé los intestinos [Sundler et al, l977-a,b Evers 2002] Se han descrito tres

‘ kreceptores para la neurotensina en el SNC, el receptor de altn aﬁmdad (NTRH Kd=0.1-
0.3 nM), el receptor de baja afinidad (NTRL, Kd ’ 3 S nM) [Vmcent etal, 1999] y

recientemente se ha identificado un tercer receptor parn neurotensma (NTR3 Kd= 40 nM),

el cual difiere radicalmente de los dos anteriores y rara vez se expone en la membrana
citoplasmatica [Navarro et al, 2001].

.. El receptor de alta afinidad para neurotensina estd distribuido selectivamente en algunos
nticleos del SNC {Lepee-Lorgeous 2t al., 1999). siendo !a substancia nigra compacta y el
area ventral tegmental algunos de los niicleos con mayor densidad de NTRH [Lepee-
Lorgeoux et al,, 1999]. Las neuronas dopaminérgicas constituyen la poblacién celular de
estos nucleos que expresan preferencialmente NTRH [Castel et al., 1994] y son capaces de
endocitarlo rdapidamente a consecuencia de su activacién por la neurotensina [Castel et al.,

: 1994] Se han reportado evidencias in vitro [Beaudet et al., 1994] e in vivo [Castel et al.,
i » 199"] que demuestran la localizacién de la neurotensina en la vecindad del nicleo celular
después de endocnosns del complejo hgando receptor, sugiriendo que la neurotensina evade
: la:degr’ndacién lisosomal [Castel et al., 1994], principal obsticulo de los vectores para envio
dirigido de genes [Kichler et al., 1999]. Estudio recientes por microscopia confocal y
técniczié de bioldgl'a 'moleétllnr sefialan que también el NTRH durante su endocitosis evade
la degradacxon lisosomal, ya que este receptor se ha localizado en ei interior del nacleo

celular donde rcnhm acciones fisiologicas {Comunicacion petsonal del Dr. William
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Rostene, INSERM U 339 Hopltnl Saint Antoine, 184 rue du Faubourg, St Antoine, 75012
Paris, F rance] Esta propledad tanto del NTRH como de la neurotensina abre la posibilidad
de transfectar las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales utilizando la via endocitica no
lisosomal del comple_]o NTRH-neurotensina. Otro punto a favor de la utilizacién de la
neurotensma como ligando de un vector génico es su bajo peso molecular (2800 Da) y la
facilidad de unirla a la polilisina por medio del entrecruzador bifuncional hexanoato de
Succinimidyl 6-[3-(2-pyridyldithio)-propionamida “LC-SPDP”, estas son condiciones

_ esenciales que favorecen la eficiencia de. la transferencia génica mediada por receptor
[Mattinez-Fong et al., 1994].

También se ha encontrado el NTRH en las terminales axénicas del sistema
dopaminérgico mgroesmatul [Castel et al 1994], siendo capaz de endocitar neurotensina y
transportarla retrogradamente hasta el cuerpo celular localizado en la substancia nigra
vcompacta [Castel et al., 1992]. La presencia de la neurotensina en el cuerpo neuronal hasta
mas de 8 horas posteriores al transporte retrogrado y evidencias de acciones fisioldgicas a
consecuencia de su internalizacién confirman la capacidad de este neuropéptido de evadir
la degradacion lisosomal atin cuando es transportado retrégradamente. Este hallazgo
permite proponer otra ruta para la transferencia génica por medio del vector de
neurotensina. En este caso, la administracién se haria en el nicleo estriado, una de las dreas
de proyeccign de las neuronas dopaminérgicas nigrales [Castel et al., 1992].

Por otra parte el hecho de contar comercialmente con lineas celulares que expresan
exclusivamente NTRH, como la NIE-115 [Amar etal,, 1987] y la HT;29 [Amar et al.,
1986], y lineas celulares que carecen de cualquier tipo de receptor para neurotensina, como
las L-929 y las COS7 [www.atcc.org], representan un soporte sélfdo para validar in vitro la
funcionalidad del vector de neurotensina.

Se han caracterizado antagonistas potentes y selectivos para dos de los tres receptores a
neurotensina descritos hasta ahora; el SR48692, parzi el receptor de alta afinidad [Gully et

., 1993], y la levocabastina, para el receptor de baja afinidad [Kitabgi et al., 1987]. Estos
farmacos son herramlentas unles para demostmr el tipo de receptor involucrado en la

ntemallzacxon del pohple‘( tanto ln w!ro coma in vivo.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro laboratorio desarrollamos el vector de neurotensina [Martinez-Fong et al,
2000] y demostramos su especificidad para realizar transferencias de genes reporteros a
lineas celulares [Martinez-Fong et al., 1999] y a neuronas dopaminérgicas in vivo [Alvarez-
Maya et al., 2001). A pesar de la alta especificidad mostrada iz vitro e in vivo, tanto la
eficiencia de internalizacién de genes reporteros como la expresion de sus productos fue
menor al 10% in vitro [Martinez-Fong et al., 1999] y 5% in vivo [Alvarez-Maya et al.,
2001]. Puesto que la neurotensina y el NTRH evaden la degradacidn lisosomal [Castel et
al., 1992], la baja eficiencia de transferencia génica se puede deber principalmente a dos
- hechos. Uno, que la internalizacién de la neurotensina y del NTRH, por ser una accién

" fisioldgica sea un proceso limitado y regulado, no permita la entrada de suficientes copias
" del material genético exdgeno para lograr una alta expresién de los transgenes. Dos, que el

"“escape de la neurotensina o del NTRH del interior del endosoma se realice cuando la acidez

- "del medio endosomal haya alcanzado su valor critico (pH < 6.0), afectando asf la

- solubilidad del poliplex y favoreciendo su degradacién en el lisosoma. En cualquiera de los
dos casos, la solucién para lograr altos niveles de expresion del DNA exdgeno seria
* ‘rescatar oportunamente al poliplex antes de que se alcanzara la acidez critica. Sobre la base
; “de la estrategia viral, la inclusién de un péptido fusogénico en el poliplex pudiera ayudar a
rescuiur mds copias del transgen y de esta forma mejorar la eficiencia de transfeccion.
Estudios realizados con liposomas modificados por la inclusién de péptidos fusogénicos
[Siegel et al, 2000] y atin con vectores de transferencia via endocitosis del receptor [Watabe
et al., 1999] seiialan que la sola presencia de péptidos fusogénicos, si bien aumenta la
" eficiencia de expresion génica, no es suficiente para lograr los niveles de expresion del
transgen que se observan con vectores retrovirales, especialmente con el vector basado en
el virus del SIDA [Naldini et al., 1996]. Nuevamente la estrategia viral da la clave para
‘lograr una eficiente concentracion del gen-exdgeno en el nicleo de la célula huésped.
Puesto que los mecanismos de importacion de material genético al nucleo no son eficientes
por no requerirse con frecuencia - no hay escape frecuente del DNA del niicleo al
citoplasma - los virus aseguran el direccionamiento de su genoma al niicleo de la célula
hkuéSped y de otros elementos proteicos necesarios para su replicacion y empaquetamiento

por medio de péptidos que poseen seilales de direccionamiento nuclear [Bukrinsky and



Haffar, 1999]. Estos péptidos Ilamados cariofilicos utilizan uno de los sistemas de
importinas segun el tipo de determinante cariofilico que posean [Nigg, 1997, Siomi et al.,
1997, Rout et al, 1997]. De aqui se deduce que la adicién de determinantes cariofilicos al
DNA exdgeno, sujeto de transferencia, pudiera incrementar la eficiencia de expresion de
los transgenes. Sin embargo, al parecer la sola presencia de péptidos cariofilicos en
vectores no virales ya sea liposomas [Aronsohn et al, 1998] o vectores via endocitosis del
receptor [Chan et al., 2000], si bien aumenta la eficiencia de expresién génica, no es
suficiente para lograr los niveles de expresion del transgen que se observan con vectores
retrovirales.

Por lo tanto, sobre la base de estos antecedentes y con el fin de lograr altos niveles de

expresion de los transgenes se plantea la siguiente hipdtesis de trabajo.
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HIPOTESIS

La adicién de un péptido fusogénico al esqueleto de polilisina del vector de neurotensina

y de un péptido cariofilico al DNA plasmidico objeto de transferencia incrementardn en
forma significativa la transferencia génica mediada por el receptor de alta afinidad para

neurotensina.

OBJETIVO GENERAL

Lograr una transfeccién eficiente y estable en las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales in vivo, mediante el sistema de envio dirigido de genes que se basaen la
endocitosis mediada por receptor. Con este propésito construir un acarreador de genes
selectivo, que proteja al DNA plasmidico durante su internalizacién y que favorezca su

entrada al nicleo de la neurona.

OBJETIVOS PARTICULARES Y METAS
L ORJETIVO,
Demostrar que la proteccién natural de la internalizacién de la neurotensina también

abarca los elementos que se internalizan con ella, esto es, la poli-L-lisina y el vector de

expresion.

METAS: -

1. Construir el “acarreador de genes” uniendo quimicamente la neurotensina a la

. poli-L-lisin

2, DerﬁoStfai' que el éc_arréador neurotensina-poli-L-lisina une DNA plasmidico (el vector

.- de expresién).
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3. Demostrar que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina internaliza el vector de
expresion in vitro e in vivo.

4, Evaluar in vitro la expresién del vector internalizado por el acarreador
neurotensina-poli-L-lisina en ausencia y en presencia de inhibidores de la actividad
lisosomal (cloroquina).

5. Evaluar in vivo la expresion del vector internalizado por el acarreador
neurotensina-poli-L-lisina en ausencia y en presencia de inhibidores de la actividad
lisosomal (cloroquina).". v

Si se demostrara que l2 internalizacién del vector de expresién por el acarreador de
neurotensina se lleva a cabo de una manera protegida de los procesos degradativos,
entonces se evitaria la adi_éién 'del péptido fusogénico al acarreador.

Sin embargo, la sintesis de un acarreador que incluyera un péptido fusogénico

permitird tener una alternativa para incrementar la transferencia del material genético.

. OB‘JETI‘VOL,

Evaluar s1 el acoplamlento quimxco del péptido fusogemco del extremo terminal de la

) hemaglutlmna HA” del v1rus de la influenza confiere proteccxon adlclonal al acarreador de

neuxo.enamd Sc espem que el acoplntmento de un péptido fusogemco al acarrcador de

N neurotemma favorezca In e‘(presmn del vector Sl no hublera proteccxon natural.

METAS: :

1. Construirel ““acarrefrxdor de genes” uniendo quimicamente la neurotensina y el péptido

. fusogénico a la'poli-L-lisina. ‘

2; 'Demostrar que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina-péptido fusogénico une DNA
'plasmfdlco (el vector de expresidn).

O 1 ngqstrnr que el acarreador neurotensina-poli-L-lisina-péptido fusogénico internaliza

- ei vector de expresion in vitro ¢ in vivo.

4. .. Evaluar in vitro la expresidn del vector intetnalizado por el acarreador

neurotensina-poli-L- lisina-péptido fusogénico.
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5. Evaluar in vivo la expresién del vector internalizado por el acarreador

neurotensina-poli-L- lisina-péptido fusogénico.
III. OBJETIVO.

Incrementar la concentracién del DNA ex6geno en el nicleo de la célula huésped por
el acoplamiento del péptido cariofilico NLS al acarreador de neurotensina.

Estd demostrado in vitro que la incorporacién del undecapéptido NLS del antigeno
grande del SV40 (péptido cariofilico) favorece la entrada al niicleo del DNA exdgeno
[Goldfarb et al., 1986].

METAS:
1. Unir quimicamente el péptxdo cariofilico al vector de expresidn.

2. Evaluar la capacidad de expresnén del vector acoplado al péptido cariofilico utilizando

algunn tecmca de transfeccnén in w!ro (electropomcxén o precipitacion por fosfato de

; ‘calcxo)

: vDemostrar que el ucarreudor de neurotensmn que haya dado mejor resultado en las

) b'iestrategms anteriores une el vegtor acoplado al péptido cariofilico.

ady Démpstmr que el vector de expresion unido al péptido cariofilico es internalizado in
vvin;o e in vivo por el acarreador.

5. Evaluar in vitro la expre;ién del vector acoplado al péptido cariofilico e internalizado
- por el acarreador de neurotensina,

- 6. Evaluar in vivo la expresion del vector acoplado al péptido cariofilico e internalizado

‘por el acarreador de neurotensina.
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MATERIALES Y METODOS
1. Sintesis del “acarreador de genes” neurotensina-SPDP-poli-L-lisina

- La sintesis del “acarreador de genes” neurotensina-SPDP-poli-L-lisina fue desarrollada
por primera vez en nuestro laboratorio y recientemente publicada (anexo# 3), por lo que

también constituye un producto de. este trabajo.

2. Sintesis del “acarreador de genes” neurotensina-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-Peptido

Fusogénico

La sintesis de este acarreador se realizé siguiendo la metodologia descrita para el
vector original, neurotensina-SPDP-poli-L-lisina (Para mds detalles ver anexo #3). En
resumen, la sintesis del acarreador neurotensina-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-péptido
fusogénico (acarreador fusogénico) se realizd en 4 etapas: 1) Formacion de poli-L-lisina-
SPDP-SH. 2) Formacién de NT-SPDP. 3) Formacion del Péptido-Fusogénico-SPDP (PF-
SPDP). 4) Formaciodn del complejo NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF (acarreador

fusogénico).
2.1. Formacién del conjugado poli-L-lisina-SPDP-SH

Se preparan por separado 1.03 mL de una solucién de poli-L-Lisina 0.43 mM en PBS
para columnas’y, 30 pL de una solucién de LC-SPDP 6 mM en dimetilsulfoxido (DMSO).
En seguidu; ‘se mezclan ambas soluciones bajo agitacion vigorosa para evitar precipitacion
de los reactantes (las concentraciones finales de los componentes son, 4 mM de LC-SPDP y
0.4 mM de poli-L-lisina). La mezcla de reaccién se incuba durante 30 min a temperatura
ambiente protegida de la luz y la reaccién se detiene al purificar el derivado poli-L-lisina-
SPDP en una columna écono-Pac 10 DG equilibrada con PBS para columnas. Se colectan
17-20 fracciones de 1 ml y se determina la absorbancia a 215 y 280 nm en alicuotas
diluidas 1:2 con PBS para columna sin azida de sodio. Se obtiene el cromatograma

graficando la absorbancia contra el volumen de ¢lucion. Se juntan las fracciones que
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contiene la fraccién’ pOll-L lisina-SPDP. y se concentra el volumen a 1 ml en un’ ,' g

concentrador de vacx’o (Heto .

Postenormente se procede ar ucxr la poli-L-lisina-SPDP a poli-L- hsma-SPDP SH
de’ 156 mM de DTT al ml de poh -L- hsmn-SPDP -
'a empemrura amblente Se punf ca la frncclén poh-L- :

agreagando 500 pl de una sol’
incubando la mezcla durante 30
lisina-SPDP-SH en una columna Econo ac | IO_DG equlllbrada con PBS para columnas y
se recolectan 17-20. fraccxon  de I'ml del eluado Se determina la absorbancxa a2ls, 280 y \
343 nmen alfcuotas de 100 pl del eluad dlluldas 1 :3 con PBS libre de azida de sodxo yse

obtiene el cromatograma graficando la absorbancm contra el volumen de elucxon Se Juntan

las fraccxones que connenen la fracc on poh -L-lisina-SPDP-SH y se concentra el volumen a
I mlen el concentrador de vucno Al termmo de la concentracion se determina
1nmed1atamente la absorbancla a 343 nm en una alicuota de 20 pl diluida 1:10 con PBS

sin aznda de sodio para calcular la eﬁcxencna de la reaccidn utilizando la siguiente ecuacnon L

i ':«C = Abs‘m am /E343nm X FD

) - Donde,- C es la concentracién de piridina-2-tiona; Abszy; am s la absorbancia de la

: pirid_inz{52-tiona a343 nm:' Eaz am es el coeficiente de extincién molar a 343 nm (8.08 X 10°

f.k:nyi",‘M"'); FDes el factor de dilucién.

2.2, Formacién del conjugado NT-SPDP

. Se prepararan por separado 1.03 mL de neurotensina 3 mM (1,673 Da) y 30 pl de una
solucién 6 mM de LC-SPDP y se efectua la mezcla bajo agitacién ripida y constante (las
concentraciones finales son 4 mM de LC-SPDP y 2 mM de NT). Se agita la mezcla
protegida de la luz durante 30 min a temperatura ambiente. Se realiza la purificacion de
NT-SPDP en una columna Sephadex G-10 equilibrada con PBS para columnas, se colectan

de 20 a 22 fracciones de 0.5 ml de eluado, y se determina la absorbanciaa 215y 280 nm en

- - alicuotas de 100 pl diluidas 1:2 con PBS sin azida de sodio. Se obtiene el cromatograma

graficando la absorbancia contra el volumen de elucién y se utiliza para identificar las

' fracciones que contienen la molécula NT-SPDP, las cuales se juntan y se reducen a 0.5 ml
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. .en el concentrador de vacio.
2,.3‘. Fdrmacién del conjugado PF-SPDP

Se preparan_ 1.03 ml de una solucién 3 mM en PBS del peptldo fusogemco del extremo
el cual fue modlﬂcado

amino termmal dela hemaglutmma del virus de la mﬂuenza
por la adlclon de tres lisinas en su extremo carboxfhco .

(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK 2, 695 Du ]
En seguida se nﬁaden 30 pl de una solucxén 6 mM de

i6n del SPDP.

 constante y

vigorosa (las concetraciones finales son 4 mM de PDF L’avmequa
"de reaccién, protegida de la Juz, se incuba durnnte 3 » ntyelf La

purificaciéon de PF-SPDP se realiza por cromatograf‘ 1 cu grbéfh una *
columna de Sephadex G-10 equilibrada con PBS para col kmn célve;:mﬁdz) 22 fracciones
. de 100 wl diluidas 1:2

de 0.5 ml. Se determina la absorbancia a 215 y 280 nm’ en alfcu ot
con PBS sin'azida y se obtiene el cromatogramn graf cando la absorbancia contra el
volumen de elucién. Las fracciones que cont;ene el conjugado PF-SPDP se juntan y se

' reduce a ixn volumen de 0.5 ml en el concentrador de vacio.
-22.4, Fm}"m.‘acivtvm del covniplcjo N'I‘-SPDP-poli-L-lisina-Sl’DP-PF (acarreador
: quogéxiico): i

e Se niezélah los éonjugados previamente sintetizados (poli-L~Lisina-SPDP-SH, NT-
'SPDP yPF-SPDP) y se agitan vigorosamente para evitar la precipitacién de los reactantes.
La mézclu, protegida de la luz, se mantiene en agitacion constante durante 36 ha

temperatura ambiente, al término de la cual se determina la absorbancia a 343 nm en una
alicuota de 20 pL diluida 1:10 con PBS sin azida para calcular la eficiencia de la reaccién

utilizando la ecuacion siguiente:
C = (Abs33am/ Ezs3om) X FD

Donde, C es la concentracion de piridina-2-tiona; Absss3 nm €s la absorbancia de la

39



43nm, Eas3 nm es el coeficiente de extincién molar a 343 nm (8.08 X 10°
l.fevictof de dilucién.
. El conjugado NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF se purifica por exclusién molecular en
Blogel A L. Sm equlyhbrado utilizando como fase mévil guanidina 2 M amortiguada a pH
74 con Hepes 10 mM Se colectan 100 fracciones de | ml y se determina la absorbancia a
215 280 y 434 nm en alicuotas de 100 pl diluidas 1:3 con ngua mili-Q. Se obtiene el
cromatogramn graﬁcando las 3 absorbancia contra el volumen de elucién. Sobre la base de
la curvn de callbracxén previa de la columna se eligen las fracciones que contienen la
_molecula NT-SPDP-poll-L lisina-SPDP-PF. Las fracclones se juntan y se reduce el
. vvolumen a 1'ml con ayuda de una cdmara de ultraf ltracxén ‘con atmésfera positiva de
‘mtrogeno utlllzando una membrana PM 10 (Amxcon) El concenitrado se somete a didlisis

sucesnvus (4 pasos de 4 h) contra | L de PBS para celulas, se esteriliza con un filtro de 0.22

i pm de corte (Millex-GV), y se almacena en varias alicuotas de 100 ula-70 °C.

“La determinacién de la concentracién del acarreador NT-SPDP-(PF-SPDP)-poli- L-lisina se
determina »tomando en cuenta su contenido de poli-L-lisina y su peso molecular promedio
[Martinez-Fong et al, 2000].

3. Determinacidn de la relacién optima DNA:Peptido Cariofilico

Dado que el péptido cariofilico (PK) (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) tiene carga neta
positiva, se utiliz6 esta propiedad para acoplarlo electrostaticamente al DNA plasmidico y
asi obtener el "DNA-cariofilico”. La determinacién de la relacién optima DNA:PK se hizo
en base al criterio del retardo electroforético del DNA previamente descrito (anexo #3). Se
preparan diferentes soluciones con concentraciones crecientes (0 tM a 35 uM) del PK y se
mezclah en forma individual con una solucién de 6 nM de DNA plasmidico. Después de 30
min de incubacion bajo agitacién constante a temperatura ambiente, las muestras se
someten a electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % (buffer TAE, 80 V, 2 h). El DNA se
revela con bromuro de etidio bajo transiluminacion UV y se obtiene la imagen del gel
utitizando un equipo "Eagle Eye" (BioRad). Se elige aquella concentracién que empieza a

retardar el corrimiento del DNA en comparacién con el corrimiento del DNA control.
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4. Determinacion de la relacién optima de DNA:PK:NT-SPDP-poli-L-lisina-SPDP-PF

(Poliplex fusogénico y cariofilico)

El DNA plasmidico-cariofilico se une electrostdticamente al vector fusogénico para
formar el poliplex fusogénico-cariofilico de neurotensina como se describié previamente
(anexo #3). Los complejos se forman a relaciones molares crecientes (1:4, 1:6, 1:8, 1:10 y
1:12; DNA: vector fusogénico) afiadiendo gota a gota 0.6 ml del vector fusogénico a 1.4 ml
de la solucién del DNA-cariofilico (6 nM : 10 uM). La mezcla de reaccidn se incuba
durante. 30 minutos a temperatura ambiente. Los complejos resultantes se analizan en un
gel de agarosa al 0.8%, a 80 voltios durante 2 h y el DNA es teflido con bromuro de etidio

(0.5 pg/ml) para su identificacién en un transiluminador de luz ultravioleta.
5. Ensayos de internalizacion in vitro

Parala transferencia génica via el vector fusogémco -cariofi hco de neurotensmn se i

unhzan llneas celulares que expresen el receptor de alta aﬁmdad a neurotensma (NTRH)
como son lns lineas derivadas de neuroblastoma murino NIE:I lS o lfneas denvadns de
adenocarcinoina humano de colon HT-29 [Amar et al.,” 1986; Amnr et al 1987]1 Las
células N1E-115 y HT-29'se cultivan en DMEM suplementudo t.on.lO‘? kg‘le suyekro' fe;al
bovino, penicilina-estrep_(omicina (100 pg/ml) y anfotericina (0.25: chml) Cumlgn;:i yocho

horas previas a los ensayos de internalizacion, se siembran 50,000 a 6(.)',‘000Vcélul'as sobre

cubreobjetos de vidrio (1 cm®) en cajas de 4 pozos, las cuales se utilizan cuando se alcanza
un 70 % de confluencia. En ese momento las células se incuban con calceina AM (5 uM en
DMEM sin suplementar) durante 30 min y en seguida se afiade el poliplex fusogénico-
cariofilico formado sobre la base de la relacion molar dptima calculada en el gel de retardo
y previamente tefiido con yoduro de propidio 10 1M (anexo #3). Al término de la
incubacién, las células se lavan con PBS por 3 ocasiones y se fijan con paraformaldehido al
4 % durante 10 min. Nuevamente se procede a lavar con PBS por 3 ocasiones y las
laminillas se montan sobre portaobjetos con 5 kL de medio protector de fluorescencia

Vectashield (Vector L_aboratbrie‘s).k Las preparaciones se sellan con resina de secado rapido

y se piqr;'ede a su anlisis con un sistema confocal equipado con laser de kriptén/argén
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- ‘(Bl -Rad CR-600) La detéccién de la fluorescencia emitida por la calcema Y. el ¥e du :

‘ para la cnlcema y de 568/586 nm (canal rojo) para el yoduro de propxdxo

: t‘ugrqn
k'»inl[n’pe;i,tdnédl) 'y»ﬁjudas en un estereotixico David Koff. Previa trepanacion, se inyectaron
2 ;;l: del poliplex marcado con yoduro de propidii? 10 M sobre el borde superior derecho

;- de la sustancia nigra compacta utilizando las siguientes coordenadas [Paxinos et al, 1986]: -

presente en el interior de las células se observé con un obJetlvo 60 X de

1aceite a las Iongnudes de excitacién femisién de 488/522 nm (canal verde)

La mtemahzacxén del poliplex fusogénico-cariofilico formado sobre la base de la

' ‘relncxon molur 6ptima calculada en el gel de retardo y previamente 'tefiido’ con yoduro de =

: ‘prppldlo 10 pM se analiz6 por citometria de flujo. Para este fin se procedlé como

anteriormente se describié pero omitiendo la incubacién con calceina AM. Al término de la
inéﬁbacién, las c€lulas se lavan con PBS por 3 ocasiones, se tripsinizan y suspenden en
PBS. Posteriormente las células son analizadas en un citémetro de flujo (FACsort), que las
selecciona en funcién de la intensidad de fluorescencia en este caso en el canal rojo
excitacién /emision 568/586 nm; los resultados se grafican en funcion de granularidad

versus fluorescencia,
6. Ensayo de internalizacién in vivo

El ensayo de mtemahzamon in vivo fue realizado como se.describe en uno de nuestros
nexo # 5). Brevemente, se utilizaron ratas Wistar macho de 200-230 g que

:s esmd‘as con pentobarbital sédico al 6.3 % (25 mg/Kg de peso corporal, via

Lil_teralidnd, -2.0 mm a partir de la linea media; Anteroposterior, -4.8 mm teniendo como

referencia la bregma; Profundidad, -6.0 mm teniendo como referencia la duramadre. El

- ﬂujo de la inyeccion fue de 0.1 pL/min. Diferentes tiempos (2, 4, 6 y 8 h) después de la

inyeccion, las ratas fueron anestesiadas y perfundidas por el ventriculo izquierdo con 50 ml
de PBS y posteriormente con paraformaldehido al 4 % en PBS. Los cerebros se extraen y se
mantienen en paraformaldehido al 4 % durante 24 h y posteriormente en una solucién
crioprotectora de sacarosa al 10 % durante 24 h. Se obtienen cortes sagitales de 35 pum del
cerebro y se someten a inmunofluorescencia indirecta contra la tirosina hidroxilasa (TH)

revelada con fluoresceina. Para verificar la especificidad de la internalizacidn se realiza
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inmunofluorescencia indirecta contra la proteina fibrilar acidica glial (GFAP), miﬁ'bddor de
células gliales, revelada con fluoresceina. La deteccién de la fluorescencia de la’
fluoresceina y del yoduro de propidio se observé por microscopia confocal estableciendo
las longitudes de excitacion/emision a 488/522 nm (canal verde) para la fluoresceinay a

568/586 nm (canal rojo) para el yoduro de propidio.
7. Polifeccion de Iineas celulares

Se utilizan los plasmidos pGreen Lantern-1 y pSV2cat (ver anexos # 1 y 2), los cuales
codifican para la proteina verde fluorescente (GFP) y la ehiimé cloranfenicol acetil N
transferasa (CAT), cuya regulacién se encuentra bajo el promotor temprano de CMV y
SV40, respectivamente, Por otro lado, se utilizan las mismas lineas celulares en las que se
ensayo la internalizacién. Los énsayos de expresion in vitro se realizaron conforme a lo
descrito en dos de nuestros articulos (ver anexos # 3 y 4). .

Cuarenta y ocho horas previas a los ensayos de transfeccidn con pGreen Lantern-1, se
siembran 50,000 a 60,000 células sobre cubreobjetos de vidrio (1 cm?) en cajas de 4 pozos.
Se preparan los diversos poliplexes fusogénicos-cariofilicos sobre la base de la relacién
molar 6ptima calculada en el gel de retardo y se adicipnan a'los cultivos celulares. Después
de 4 h de incubacidn, se remueve el medio de polifeccion, se agrega medio fresco
suplementado y se continua la incubacién de las células por 58 a 62 h adicionales. A1,
término de la incubacion, las células se lavan con PBS y se fijan con paraformaldehido al
4% en PBS. Después de contrateiiir las células con 2.5 uM de yoduro de propidio, se
montan en portaobjetos utilizando medio protector de la fluorescencia (Vectashield, Vector
Laboratories) para ser analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de
inﬁefsién en aceite 60X, a las condiciones de excitacién /emision (Ex/Em) fijadas en

".488/522 nm (canal verde) y 568/585 nm (canal rojo). Usualmente se obtienen 10 a 20
secciones opticas consecutivas de 1-pm de intervalo en la serie z. Las imdgenes resultantes

Cse proyectan en un plano bidimensional y se sobreponen sobre la pantalla del monitor
asignando el -color verde para GFP, y el rojo para el yoduro de propidio.

-La expresi6n de la GFP mediada por el poliplex fusogénico-cariofilico se analizé por

citometria de flujo. Para este fin se realizo la polifeccién del pGreen latern-1 como
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. antenormente se descrlbxo Al término de la incubacion, las células se lavan con PBS por 3

ocasxones 'se tnpsmlzan y suspenden en PBS. Posteriormente las celulas son analizadas en

un cltémetro de flu_)o (FACsort), que las selecciona en funcién de la intensidad de

kﬂuorescencxa en este caso en el canal verde excitacién /emision 488/522 nm; los resultados

:se gmﬁcan en funcxon de grzmulandad versus fluorescencia.

La expresxén in vitro del producto de pSV2cat polifectado en las mismas lineas

celulares se estudid por el ensayo CAT descrito mds adelante.
8. Polifeccién de ncuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta

Se utilizaron los plismidos pGreen Lantern-1 y pSV2cat. El ensayo de expresion in
vivo ha sido descrito en uno de nuestros articulos recientemente publicado (ver anexo # 5).
Brevemente, ratas Wistar macho (200-230 g) son anestesiadas con hidrato de cloral (300
mg/Kg) por via intraperitonial y colocadas en un estereotixico David Kopff. Después de la
t'repanacién, se inyectan 2 ul del poliplex fusogénico cariofilico de neurotensina sobre el
borde superior de la sustancia nigra compacta utilizando las siguientes coordenadas:

anteroposterior, -4.6 mm del bregma, Lateralidad, +1.5 mm de la linea media y

- profundidad, -6.6 mm de la duramadre. Para disminuir la probabilidad de degradacién de la

neurotensisna por endopeptidasas endégenas, 1 pl de kelatorfan (50 mM) es
microinyectado junto con el poliplex. La aguja se mantiene dentro del cerebro 15 min para
permitir una mayor difusién del complejo y se retira lenta y gradualmente para evitar la
generacion de presiodn negativa que pudiera absorber al poliplex en el trayecto de la aguja.
Las ratas son suturadas y mantenidas en condiciones normales de bioterio con agua y
alimento ad libitum hasta el dia en el que se observe la expresion de la GFP. Entonces, las
ratas son anestesiadas profundamente y sacrificadas a través de perfusion intracardiaca con
solucion fijadora de paraformaldehido al 4% en PBS. El cerebro se mantiene en el mismo

fijador a 4 °C por 24 h y toda la noche en una solucion crioprotectora de sacarosa al 10%.

.-El cerebro es seccionado en cortes sagitales seriados de 30 um de grosor mediante la ayuda
" de un criostato. Las neuronas dopaminérgicas son identificadas por inmunotincién contra la
. - tirosina hidroxilasa. enzima limitante en la sintesis de dopamina, utilizando el segundo

“anticuerpo rodaminado. Lds rebanadas se montan en portaobjetos con vectashieid, y son
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analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de inmersién en aceite 60X, a
las condicionés de excitacién /emision fijadas en 488/522 nm (canalAverde) y 568/585 nm
(canal rojo). Usualmente se obtienen 10 a 20 secciones dpticas consecutivas de | um de
‘intervalo en la serie z. Las imagenes resultantes se proyectan en un plano bidimensional y
se sobreponen sobre la pantalla del monitor asignando el color verde para GFP, y el rojo
para la rodamina. En cada uno de las variables experimentales se utilizé un nﬁmero de4.
x"atas por triplicado.

-La expresién in vivo del producto de pSV2cat polifectado en la substancia nigra pars

compacta se estudio por el ensayo CAT descrito mds adelante.
9. Inmunofluorescencia indirecta para células dopaminérgicas

Las neuronas dopaminérgicas fueron reveladas por inmunofluorescencia indirecta

contra la tirosina hidroxilasa, enzima limitante de la sintesis de dopamina [Blanchard et al.,

- 1994]. Los cortes de 35 pum de la substancia nigra pars compacta, fijados con

paraformaldehido al 4 %, y lavados con PBS, se permeabilizan con PBS-Tritén 0.2%
durante 20 min. Luego se procede al bloqueo con suero al 10% en PBS-Trit6n 0.2%
durante 30 min. Después de lavar con PBS tres veces durante 5 min, los cortes se¢ incuban
coﬁ el anticuerpo primario monoclonal murino anti-Tirosina Hidroxilasa de rata (Boehirger
Mannheim), diluido 1:20 en PBS-Triton 0.2%, durante 2 h a temperatura ambiente (o
durante la noche a 4 °C). Los cortes son lavados en 3 ocasiones con PBS por 5 min, e
incubados durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo policlonal
fluoresceinado dirigido contra la fraccion constante de la IgG de ratdn hecho en cabra,
diluido 1:100 en PBS-Triton 0.2%. Los tejidos son montados en portaobjetos con 5 ul de
Vectashield para proteger la fluorescencia y las muestras son selladas con resina de secado

rapido.
10. Inmunochistoquimica indirecta para células gliules.

Las células gliales fueron reveladas por inmunofluorescencia indirecta contra la

" -proteina fibrilar acidica glial, marcador de células gliales. Los cortes, fijados con
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paraformaldehido al 4 % y lavados con PBS, se permeabilizan con PBS-Tritén 0.2%
durante 20 min. Luego se procede al bloqueo con suero al 10% en PBS-Tritén 0.2%

durante 30 min. Después de lavar con PBS tres veces durante 5 min, los cortes se incuban

‘durante 2 ‘h'a‘tempemtura ambiente (o durante la noche a 4 °C) con el anticuerpo policlonal

primario hecho en conejo anti-GFAP (Dako A/S) diluido 1:400 en PBS-Triton 0.2%. Los
cortes son lavados en 3 ocasiones con PBS por 5 min e incubados durante 2 horas a

temperatura ambiente con el anticuerpo secundario fluoresceinado hecho en cabra, dirigido

* contra la fraccién constante de la [gG de conejo, diluido 1:60 en PBS-Triton 0.2%. Los

tejidos son montados en portaobjetos con 5 uL de vectashield para proteger la fluorescencia

y las muestras son selladas con resina de secado rapido.
11. Cultivo primario de astrocitos

El cultivo primario de células gliales astrociticas fue descrito en una de nuestras
publicaciones recientes (ver anexo # 5). Brevemente, con ayuda de un microscopio
estereoscopico se obtiene el tejido de la sustancia nigra compacta de la rata. E! tejido se
incuba por 10 min con una solucién de tripsina-EDTA (0.1% y 5.6 nM respectivamente).
Después de la incubacién el tejido es dispersado mecinicamente y filtrado a través de una
malld de nylon de 48 um, Las células se cuentan y se siembran en cajas de cuatro pozos a
razén de 2.4 ‘(lO“ celulas por mililitro de cultivo. Los cultivos se mantienen en medio

DMEM suplementndo con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y suplementado

~.con2 mM L-glutnmma, pemmlmmestreptomxcma (10 000 U/mL de cada uno) y

anfotencma B 25 p.gImL) Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera con 5%

dec cultlvo se cambid a las 24 h y cada tercer dia posterior.

~n-Las c ulas cultivadas (7x10%) o cortes de la substancia nigra compacta fueron

homogenelzados en 0.1 ml de Tris-EDTA-NaCl (0.04 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.15 M

NaCl, pH 7.4). Los homogeneizados fueron centritugados a 14,000 r.p.m. en una

microcentrifuga Sorval MRC-14 (Dupont) a 4 °C durante 3 minutos. Los sobrenadantes
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conteni do concentracnones similares de protefna (2 pg/pl) fueron incubados con [*C]-

clomnfemcol y acetil-CoA (4 mM) de acuerdo al metodo descrito previamente {Gorman et
‘al,, 1982] El [”C] cloranfenicol y sus productos acetilados radioactivos fueron separados

por cromatograt' ia en capa fina de silica y analizados con un sistema de autorradiografia

computanzada (Instant Imager, Packard). El contenido de proteina fue medido utilizando

: ;‘,lf kalbﬁmina sérica bovina como esténdar siguiendo el método descrito previamente [Lowry et

al,, 1951].

; 13 Material

Tanto e] péptidos fusogénico denvado del HA2 de la hemaglutinina
(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK) como el péptido NLS derivado de la proteina
Vpl de la capside del virus SV40 (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK), con una pureza de )
>90% fueron sintetizados por Synpep Corp (Dublm, CA) La poly-L lysme hydroclorlde, el
cloruro de cesio, el bromuro de etidio, el yoduro de propldlo el acetyl CoA el DMSO el
EDTA, la cloroquina, la agarosa, el HEPES, la guamdma, el paraformaldexdo yla )
neurotensina fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO) El pl{lsmldo pGreen Lantem-l
el medio de cultivo DMEM y McCoy, el suero fetal bovmo, la tnpsma-EDTA el buffer o
HEPES, el bicarbonato de sodio y el antibiotico- antimicotico fueron ndqmndus dc GIiBCO-
BRL (Grand Island, NY). La Calceina AM fue adquirida de Molecular Probes (Eﬁgene;
OR). Las columnas Econo-Pac 10DG, el medio de filtracién Sephadex G-10 y las colUniﬁ?!s
Biogel A 1.5m fueron obtenidas de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). El (“cl--
chloramphenicol (54 mCi/mol) fue adquirido de Amersham (Little Chalfont Bucks, U.K.). .
Eil LC-SPDP y el dithiothreitol (DTT) fue adquirido de Pierce Chemical Co. (Rockford,
IL). PBS para columnas { 17.42 mM Na;HPOy, 2.58 mM KHaPOy, 150 mM NaCl, 1.0 mM
EDTA, 0.02 % Azida de sodio, pH 7.2). Todos los demds quimicos y reactivos fueron de

calidad grado "analitico" y obtenidos de las fuentes comerciales comunes.
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14, Ani:ilisis estadisitico

Para calcular la eficiencia de internalizacion sélo se tomé como positivo el valor
correspondiente a la region 3 de los dot-plot obtenidos del FACsort de una poblacién total
de 10 000 células distribuidas en tres regiones R1 R2 y R3. De forma similar para calcular
el porciento de células que expresaron el gen reportero sélo se tomé como positivo el valor
correspondiente a la regién 3 de los dot-plot obtenidos del FACsort de una poblacién total
de 10 000 células distribuidas en tres regiones R1 R2 y R3. Los valores se muestran como
la media + el 'erxjor estandar de cuatro experimentos independientes y por duplicados. Para

el andlisis estadistico se utilizé el programa ANOVA con el test de Student para comparar

- los grupos. En todos los casos, la diferencia fue considerada significativa cuando P fue <

0.05.
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RESULTADOS

Parte I. Neurotensina-SPDP-Poli-L-lisina: Vector para transferencia

génica via el receptor de alta afinidad a neurotensina
1. Conjugacién de la neurotensina a la poli-L-lisina: ¢l vector de genes

La conjugacion de la neurotensina a la poli-L-lisina se realizé mediante el
entrecruzador bifuncional SPDP, proceso que implic6 obtener previamente ambas partes
conjugadas al SPDP y un paso adicional en la que se redujo la poli-L-lisina-SPDP a poli-
L-lisina-SPDP-SH. De esta manera se favorecié que el residuo piridil disulfuro del SPDP
del conjugado neurotensina-SPDP reaccionara con el grupo sulfhidrilo del conjugado poli-
L-lisina-SH para formar un enlace disulfuro (Sv -S), el éﬁal m‘antkieﬁe unida la neurotensina a
la poli-L-lisina. En esta reaccién se hbem el grupo pmdma-Z -tiona cuya concentracién

calculada por su coeficiente de extincion molnr fue de R 14 X 107 M, indicando que se

logr6 el 28.5% de conjugacién. La punﬁcamon del conjugudo neurotensina-SPDP-poli-L-
lisina en Bio gel A 1.5m reveld, a 215_,nm, su naturaleza heterogénea (Fig. 2). El dltimo
pico (fracciones 68 a 74) a 343‘hxﬁ indica la presencia dc Iu piridinu-2-tiona, confirmando
la realizacidn de la conjugacmn de la neurotensina a la poli-L-lisina (Fig. 2). Sobre la base
de la calibracién de lu éolumna se juntaron las fracciones correspondientes a los conjugados
neurotensma-sPDP-poll-L-llsma en un rango de peso molecular de 70 a 200 KDa y se
utilizaron comb vector génico. La sintesis detallada del vector de neurotensina se puede

consultar en el anexo #3.
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Fig. 2.  Purificacién del conjugado de neurotensina-SPDP-poli-L-lisina en Biogel A-
1.5m (Panel A). La fase movil fue guanidina 2 M en 10 mM de Hepes, pH 7.4. Las
fracciones colectadas equivalen a 1 ml de eluado. Panel B) curva de calibracién
obtenida con cinco marcadores de peso molecular: 1) azul dextrdn (2,000 KDa),
2)B-amilasa (200 KDa), 3) albiimina de suero bovino (66 KDa), 4) citocromo C de
caballo (12 KDa) y 5) azul de bromofenol (692 Da). ( anexo #3).
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2, Capacidad del conjugado NT-SPDP-poli-L-lisina para

unir DNA plasmidico y formar el poliplex

El analisis electroforético del poliplex formado a diferentes relaciones de neurotensina-
SPDP-poli-L-lisina (el vector génico) y DNA plasmidico reveld que el poliplex es retenido
en funcién de la concentracion del.vector de neurotensina hasta el punto de desaparecer del
pozo del gel (Fig. 3). Las diferentes relaciones fueron probadas en ensayos de
internalizaci6én y expresion observandose que las relaciones que arrojaron los mejores
resultados-fueron de 1:5 a 1:6. Sobre la base del patrén de migracién observado en este gel
de retardo se pueden hacer predicciones de las relaciénes DNA:vector éptimas para

] uiiliéarse en ensayos de transfeccion posteriores. Mayor detalle de la formacion del

poliplex de neurotensina se puede consultar en los anexos #3 y 4.

1:1 1:3 1:5 1:6 1:8

DNA plamidico <4—— Pozo

’ Poliplex”
« Desenrollado

e Enrollado ————p

lad
o Superenrollado

Fig. 3: Retardo de la migracion electroforética del DNA por la union
electrostatica de la neurotensina-SPDP-poli-L-lisina. Poliplexes formados
a diferentes relaciones DNA:NT-SPDP-poli-L-lisina fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, 80 V, 2 h. El DNA se identificé
con bromuro de etidio. Los niimeros sobre los carriles indican las
relaciones molares de plasmido (6 nM) y vector de neurotensina (6, 12, 18,

24,30, 33,36,42y 48 nM)ala qﬁe fueron formados los poliplexes.
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3. Capacidad de la neurotensina-SPDP-poli-L-lisina para internalizar in

vitro genes via el receptor de neurotensina de alta afinidad

El poliplex de neurotensina marcado con yoduro de propidio fue capaz de ser
internalizado in vitro en células que poseen el NTRH (NI1E-115 y HT-29),
observandose en todos los casos un patron de pequefias marcas esféricas distribuidas
en todo el citoplasma de casi el 100% de las células. Sélo el 8% de la poblacién
celular presentd marcas nucleares correspondiente al DNA marcado con yoduro de
propidio, indicando la presencia del DNA exdgeno en el nucleo de la célula (Fig. 4 A,
B). El corte dptico vertical confirmé la presencia nuclear del'DNA exdgeno (Fig. 4 C,
D). La internalizacién fue bloqueada totalmente por 100 nM SR 48692, un _
antagonista especifico del NTRH (Fig. 4 E,F) o por | pM de neurotensina (Fig. 4 G,
H). Las lineas celulares COS7 y L929, carentes de NTi{H no mostraron ni el 'pkatrénk
difuso ni el patrén nuclear de las marcas fluorescentes (ver anexo # 4), k

Para demostrar la participacion del proceso de endocnosls mediado por receptor .
en la internalizacion del poliplex, las lineas celulares N1E-115 fueron incubadas con
el poliplex de neurotensina marcado con yoduro de propidio en presencxa de ..
bloqueadores que afectan el mecanismo de la endocxt(r' cumo sol ucidn dc ;.acarosa
2 0.45 M (Fig. 5) y oxido fenilarsénico (PAO). En ambos caso las marcas.
fluorescentes se observnron en la superf cie de las células, pero no en. el mtenor de -

. ellas (Fig. 5). N ’ ) _
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Ex/Em 568/585 nm

Ex/Em 488/522 nm

A N1 pd ¥ A

Fig. 41 Internalizacion selectiva del DNA plasmidico transportado por [a NT-SPDP-poli-L-lisina. El DNA
plasmidico, unido al vector ¢n la relacion dptima (1:6), fue marcado con yoduro de propidio previo a su
incubacién con las células NIE-115 marcadas con calceina. Se utilizé microscopia confocal para analizar la
fluorescencia del yoduro de propidio a 568/585 nm Ex/Em (paneles B, D, F y H) y de la calceina a 488/522
nin EXEm (paneles A, C, E y G). La intemalizacion del poliplcx‘ se mucstra en los paneles A y B, cortes
opticos horizontales de | pm, y en los pancles C y D, cortes verticales de los paneles A y B. Los paneles E y

F corresponden al bloqueo de la internalizacién del poliplex por 100 nM de SR-48692. Los paneles G y H
por | pM de neurotensina. La barra de calibracién corresponde a

corresponden al bloqueo de la inter
20 uM.

!
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Fig. 5: Bloqueo de la endocitosis del poliplex por inhibicion de la polimerizacion de la

clatrina, Se utilizé microscopia confocal para analizar la fluorescencia de la caleeina en las
células N1E-115 a 488/522 nm Ex/Em (paneles A y D) v la fluorescencia del DNA plasmidico
marcado con yoduro de propidio @ 568/585 nm ExX/Em (pancles B y E). Los pancles A-C
ilustran la internalizacion del poliplex en condicién control. Los paneles D-F corresponden al
bloqueo de la internalizacion con sacarosa 0.45 M. Los pancles C ¥ F son las imdgenes
superpuestas de A. By D. E respectivamente, En wodos los casos las barras de calibracion

cotresponden a 20 uM.
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4. Expresion in vitro del gen reportero transferido por el vector NT-

SPDP-poli-L-lisina a lineas celulares que presentan NTRH

La expresion del gen reportero (pdreen Lantern-1) se observé en un 6.5 + 1.5%
de la poblacion celular (N1E-115 y HT-29) que presenta NTRH (Flg 6AYy B) Sin
embargo, la expres:én del gen reportero no se observd en esas mlsmas lineas
celulares cuando la polifeccion se llevé a cabo en presencia de 100 nM de SR48692
(Fig. 6 Cy D) o [ uM de neurotensina (Fig. 6 E y F) Las lineas celulares COS7-y
19292, carentes de NTRH, fueron in;:apaces‘de expresar el gen reportero transferido
por el vectqf de neurotensina (ver anexo # 45, confirmando la mediaci6n de NTRH

en la trpnsfeiénéia éénica .v{a el vector de neurotensina.

“Los resultados que evidencian la expresion de los genes reporteros
espgciﬁcament? en células que expresan el NTRH, fueron publicados recientemente .
(ver anexo # 4). B

Pa'ra esclarecer si poblaciones gliales ledierah ser blanco de nuestro acarreador

incubamos células astrociticas cultivadas con el NT-poliplex. Como resultado de este’

~

ensayo se obtuvo que nuestro acarreador es retenido en la superficie de los astrocitos )
(que se sabe presentan el receptor de baja afinidad (NTRL)) pero nunca internal lzar:h o

por estos (Fig. 8).
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Ex/Em 488/522 nm Ex/Em 568/585 nm

B

Fig. 6: Expresion de la proteina verde fluorescente en células N1E-115 polifectadas
con pGreen Lantern-1, Se utilizé6 microscopia confocal para analizar [a florescencia
nativa de la proteina verde fluorcscente a 488/522 nm Ex/Em (pancles A, Cy E) y la
fluorescencia de las células N1E-115 contratefiidas con yoduro de propidio, a 568/585
nm Ex/Em (paneles B, D y F). Expresion de la proteina verde fluorescente en células
'N1E-115 polifectadas (panel A). Ausencia de expresion del gene reportero en células
‘N1E-1 1‘5 incubadas con 100 nM de SR-48692 (panel C) o con | uM de neurotensina

(panel E). La barra de calibracién corresponde a 20 pM.
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5. Internalizacién del poliplex de neurotensina in vivo

Cuatro horas después de la inyeccion del poliplex marcado con yoduro de propidio
en la substancia nigra compacta, el analisis por microscopia confocal reveld marcas
fluorescentes en el citoplasma y en el niicleo de células inmunopositivas a TH, pero
no las células inmunopositivas a GFAP (ver anexo # 5). Los resultados que
demuestran ampliamente que las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales de la
sustancia nigra compacta de las ratas Wistar capturan el poliplex de neurotensina a
través de NTRH fueron obtenidos en colaboracién con la Dra. Ikuri Alvarez Maya y

publicados recientemente (anexo # 5).

6. Expresion in vivo del gen reportero transferido por el vector de

neurotensina a neuronas dopaminérgicas nigroestriatales

Por inmunoflurescencia doble y microscopia con‘focal se demostro la expresion de
los genes reporteros (pGreen Lantern-1 y pSV2cat) en el 5 % 4% de las células
inmunopssitivas a TH en la swbstancia nigra compacta, pero no en células

" inmunopositivas a GFAP. Esta’expresion fue evitada en presencia de SR48692 (!
pM) indicand6 la participacion del NTRH en la internalizacion del poliplex (anexo #
5). | | .

Para confirmar la mediacion de NTRH en la transferencia génica via el vector de
neurotensina, se polifectd la substancia nigra compacta con el gen que codifica para
CAT en presencia y ausencia de SR48692, y se ensay0 la actividad CAT dos dias
después de la polifeccion. La actividad CAT fue detectada en homogenados de la
sustancia nigra compacta, indicando la expresién del gen CAT (Fig 7, carril B). El
bloqueo de los receptores con SR48692 previno la expresion del transgén como lo
sugiere la ausencia de actividad enzimatica en homogenados de la substancia nigra
compacta donde el'poliplex fue coadministrado con SR48692 (Fig. 7, carril C). Los
homogenudbs de la regiGn contigua a la substancia nigra no mostraron actividad CAT

(Fig. 7 D).
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Para descartar la participacion del receptor de baja afinidad a neurotensina en la
transferencia génica, el polipléx fue inyectado en la capa molecular del 16bulo
ansiforme del cerebelo donde el receptor de baja afinidad a neurotensina se encuentra
en alta densidad pero no el NTRH [Lepee-Lorgeoux et al., 1999]. Los homogenados
disecados del lobulo ansiforme dos dfas después de la polifeccién no mostraron
actividad CAT (Fig. 7 E) sugiriendo que este receptor'no esta involucrado en la
internalizacién del poliplex y confirmando la necesidad del NTRH para la

transferencia génica por medio del vector de neurotensina (Fig. 7) (ver anexo # 5).
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Fig. 7. Participacion del receptor de alta afinidad a neurotensina en la polifeccion in
vivo del gen que codifica la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT). El poliplex
de neurotensina con el gen reportero pSV2cat fue microinyectado en la substancia
"nigra” compacta y en la capa molecular del 16bulo ansiforme del cerebelo de ratas
Wistar. La figura es una autoradiografia representativa (n=3) de una cromatografia en
capa fina del ["‘C]-cloranfenicol y sus productos de acetilacion. Actividad CAT control
encélulas N1E-115 transfectadas con la técnica de precipitado con fosfato de calcio
(Carril A). Actividad CAT en homogenados de la sustancia nigra compacta expuestas al
NT-poliplex en ausencia (Carril B) o en presencia de SR48692 (Carril C). Ausencia de
actividad CAT en homogenado de tejido disecado de la regién contigua a la substancia
nigra polifectada (Carril D) y en homogenado de la capa molecular del 1dbulo ansiforme
polifectado (Carril E). .
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7. Papel de los receptores de baja afinidad a neurotensina en la

transferencia génica mediada por NT-SPDP-poli-L-lisina

Para confirmar que el receptor de baja afinidad de neurotensina no participa en la
transferencia génica mediada por el vector de neurotensina se llevaron a cabo experimentos
de internalizacidén y expresion en cultivos primarios de células gliales de substancia nigra,
las cuales expresan el receptor de baja afinidad [Nouel et al., 1997]. Las células gliales
inmunomarcadas contra GFAP (Fig. 8 A) incubadas con el poliplex de neurotensina
marcado con yoduro de propidio mostraron marcas fluorescentes rojas solamente en la
superficie celular (Fig. 8 B). Sin embargo, no se detect la fluorescencia del boliplex de
neurotensina marcado con yoduro de propidio (Fig. 8 D) cuando las células gliales (Fig. 8
C) fueron incubadas con 1 pM Ievocab’astikna, un ;mtzigonista competitivo del recepior de

" baja afinidad a neurotensina [Gully et al.y 1993']. Estos resultados demuestran que en estas
condiciones, el receptor de baja’ aﬁmdad a neurotensmu ¢s incapaz de internalizar el
poliplex de neurotensina, aunque aparememente lo unen. En concordancia con los .
resultados de internalizacion, las celulus gllalcs cultn'adas (Fig. 9 B) no expresaron la
proteina verde fluorescente producto del pGreen latern-1 trnmfendo por el poliplex de

neurotensina (Fig. 9 A), (ver anexo #5).
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Fig. 8: Incapacidad del receptor de baja afinidad a ncurotensina para internalizar el
poliplex de neurotensina en cultivos primarios de cé¢lulas gliales. Se utilizé microscopia
confocal para identificar la fluorescencia de la inmunotincidn con fluoresceina de las
células u las longitudes de onda de 488/522 nm Ex/Em (paneles A y C€) y la fluorescencia
del yoduro de propidio del poliplex a las longitudes de onda de 568/585 nm EX/Em
(paneles B y D). Los paneies A y B corresponde al ensayo de internalizacion con el NT-
poliplex. Los paneles C y D corresponden al ensayo de intemalizacion con el NT-
poliplex en presencia de 1 pM de levocabastina, un antagonista de los receptores de

neurotensina de baja afinidad. La barra de calibracion corresponde a 20 pM.
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Fig. 9: Ausencia de expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en

células gliales en cultivo expuestas al NT-poliplex (panel A).
Inmunotineion contra GFAP (panel B). Se utilizé microscopia confocal
para identificar la GFP a longitudes de onda de Ex/Em 488/522 nm, y la

inmunotincién con Rho a 568/585 nm. La barra de calibracion

corresponde a 20 pM.
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PARTE II. AUMENTO DE LA EFICIENCIA DEL VECTOR DE
NEUROTENSINA POR LA ADICION DE UN PEPTIDO
FUSOGENICO Y UN PEPTIDO CARIOFILICO

En esta parte se muestra el aumento de la eficiencia del vector de neurotensina por la
adicion del péptido fusogénico HA2 del extremo terminal de la hemaglutinina del virus de
la influenza al vector y del acople electrostitico del péptido Vpl, componente de la capside
del virus SV40, al DNA plasmidico. El objetivo final es incrementar la concentracién del
DNA exégen6 en el nicleo de la célula huésped al favorecer tanto la salida del poliplex del
endosoma pb: la accién del péptido fusogénico como el direccionamiento del DNA
: plva;sn:l_fdico al nicleo por accion del péptido cariofilico. Los resultados aqui descritos estan

: iﬁcluid@s en el'anexo #6 (Navarro-quiroga et al, 2002).

1. Sintesis del conjugado NT-SPDP- (PF-SPDP)-poli-L-lisina: el vector

fusogénico

El método utilizado para la sintesis del vector fusogénico, es similar al que describimos

para la sintesis del vector de neurotensina (ver anexo # 3).

® Purificacion del conjzrfquo‘allqi » "Vlbiyva' poli-L-lisina-SPDP-SH

)i}ina—SPDRSH se llevd a cabo en dos

en la conjugacion del entrecruzador bifuncional

La obtencmn del c

‘ etapas, la nme
X SPDP y Ia segunda
. f‘obtener el grupo sulﬂndnlo SH' La purificacion cromatogrifica en Bio-gel P-6

lvzi‘i'edu;éién del residuo SPDP de la poli-L-lisina para

'muestra la separacxén de doa picos (Fig. 10). El primer pico (3-6 ml) corresponde a
‘ ‘con_]ugados de polx -L-lisina-SPDP debido a su'presencia a 280 nm, puesto que la

poli-L- llsmn no absorbe a esta longitud de onda, y al limite de exclusiéon molecular

del Bio-gel P 6 (PM > 6000 Da). El segundo pico corresponde a moléculas de bajo

peso molecular como la hidroxisuccinimidi liberada en la reaccién y a SPDP libre.
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Absorbancia a 280 nm

Fig. 10: Purificacién del conjugado

3'? , 2 SPDP-poli-L-lisina por

3 cromatografia de exclusién
2'; molecular en Bio-gel P-6. Lecho
5 de laresina, 1.5 X 6 cm. Fase

" movil, PBS para cromatografia.
05

o
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Las alicuotas correspondientes al pico # | (3-6 ml) que contienen el conjugado
de poli-L-lisina-SPDP se concentraron a | ml y se sometieron al proceso de
reduccién con DTT. La purificacién cromatogréfica en Bio-gel P-6 muestra la
auSehqia'dél primer pico a 280 nm y la aparicién del segundo pico a 343 nm
indicando ,qu‘é la reduccién del SPDP conjugado se llevé a cabo (Fig. 11). La
eficiencia de la conjugacién calculada por la concentracién de la piridina-2-tiona S
liberada en la reaccion utilizando su coeficiente de extincion: mol@j‘x‘x'.‘?‘;'.“a (8.08x
10% em™ M) fue de 33%. El primer picoa 21 5; nm es indi V
la SH-SPDP-poli-L-lisina (Fig. 11); Por lo tanto; las fracci
el primer pico se juntan y el voldheﬁ‘ﬁé :;é'dub el ml : n

18 presencid de
‘a’6'donde eluye
icroconcentrador al

vacio.
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Fig. 11: Purificacién del conjugado SH-SPDP-
poli-L-lisina por cromatografia de exclusién
molecular en Bio-gel P-6. Lecho de la resina,
1.5 X 6 cm, Fase mévil, PBS para
cromatograffa. La poli-L-lisina fue monitoreada
a215 nm, y la efectividad de la reduccién det
SPDP conjugado fue ¢
de la piridina-2-tiona a 343 nm y la ausencia del

da por la pr

primer pico a 280 nm,

Fig. 12: Purificacién del conjugado
neurotensina-SPDP por cromatografia de
exclusién molecular en Sephadex G-10.
.Lecho de la resina, 1| X 22 cm. Fase

mévil, PBS para cromatografia.

La purificacién de la neurotensina-SPDP se realiz6 por cromatografia de

exclusion molecular en Sephadex G10 equilibrado con PBS para cromatografia a

temperatura ambiente. El cromatograma muestra la presencia de dos picos (Fig.

12). E! primer pico indica la conjugacion del SPDP a la neurotensina, ya que la
neurotensina no absorbe a 280 nm. Por lo tanto, se juntaron las fracciones donde
eluye el primer pico (5 a 6.5 ml; Fig. 12) y se redujo el volumen a 0.5 ml

utilizando un microconcentrador al vacio. El segundo pico corresponde a



frridléculns de bajo peso molecular como la hidroxisuccinimida liberada en la

" renccion y a SPDP libre.
. Fe qimacxféﬁ del conjugado péptido-Fusogénico-SPDP.

i La punﬁcaclon del péptido fusogénico-SPDP por cromatografia en Sephadex
GlO revelé dos picos a 280 nm (Fig. 13). Sobre la base del limite de exclusién
molecular del Sephadex G10 (PM > 1000 Da) se infirié que el primer pico
contenia la fmccién péptido fusogénico-SPDP, en tanto que ¢l segundo pico
con'espohdl'a a moléculas de bajo peso molecular como la hidroxisuccimidina
liberada en la reacci6n y a SPDP libre. Por lo tanto, las fraccioneS donde eluye el

primer pico (4 a 5.5 ml; Fig. 13) se juntaron y se redujeron a 0.5 ml,

. Purijicacio’n del conjugado NT-SPDP-poli-441i§ina-$EDP F

El conjugudo neurotensma-SPDP (peptldo ségénfcb-SPDP) poli-L-lisina se

obtuvo después de poner a reaccionar las fracclones poli-L-lisina-SPDR-SH con
_ neurotensina-SPDP y PF-SPDP por 48 h.La purlf cacidn por cromatografia de

' exclus:éyn molecular en Biogel A-1.5m equlhbrada con 2 M guanidinaen 10 mM
Hepes; pH 7.4, (Fig.14) revel6 la presencia de varios picos a 215, 280 y 343 nm.
El'pico a 343 nm en la regién de exclusién de moléculas de bajo peso (fracciones
62-70) correspondi¢ a la presencia de la piridina-2-tiona y es indicio de que la
conjugacion se llevo a cabo (Fig. 14 A). Sobre la base de la concentracién de la
piridina-2-tiona calculada por su coeficiente de extincién molar a 343nm (8.08 x
10° em™ M), el porcentaje de conjugacion final fue de 35%. La correspondencia

- de los cromatogramas a 215 y 280 nm en la regién de exclusion de moléculas de
alto peso (fracciones 27-47) es sugerente de que esas fracciones contienen
conjugados neurotensina-SPDP-(péptido fusogénico-SPDP)-poli-L-lisina (Fig. 14
B). Las fracciones 3:5 a 45 donde eluyen conjugados de peso molecular en un
rango de 200,000 a 66,000 Da (Fig. 14) fueron concentradas a 1 ml y utilizadas en

los ensayos de transferencia génica in vitro e in vivo.
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Fig. 13: Purificacion del conjugado péptido fusogénico-SPDP por

cromatogratfia de exclusién en Sephadex G10. Lecho de la resina, | x 22 cm.

Face mévil, PBS para cromatografia,
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- Fig, 14 Punﬁcaclén del conjugado neurotensina-SPDP- (péptido fusogénico-SPDP)-

poli-L- llsma por cromatografia de exclusién molecular en Biogel A 1.5m. Lecho de la

s resma, 1.5X45¢cm. Fase movil, guanidina 2M en Hepes 0.01 M, pH 7.4. (A)

Cromatogramn completo; la efectividad de la reaccién fue constatada por la presencia del
":.grupo piridina-2-tiona a 343 nm. (B) Amplificacion de la region del cromatograma

" correspondientes a las fracciones 27 a 47 para enfatizar el paralelismo de las curvas de la

~ poli-L-lisina (215 nm) y del péptido fusogénico (280 nm).
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La calibracién de la columna Biogel A 1.5 m se ml‘xes'traien la Fig.15.

000073

too0

Peso molecular (Kda) _
s 8

- Absorvancia a 280 nm

003 - 25 35 45 55 65 15

° 10 20 30 . 5o 60 70 80 [

) . Volumen de elusién (ml)
i Fié 15: Cfdmatograma correspondiente a la calibracion de la columna de Biogel A
I, 5m Lecho de la resina, 1.5 X 45 cm. Fase mévil, guanidina 2M en Hepes 0.01 M,
‘ pH 747 Marcadores de peso molecular: 1) azul dextrén (2 000 000 Da), 2)
R B—amllasa (200 000 Da), 3) albimina sérica bovina (66 000 Da), 4) citocromo C de
“eabaiio (! 2 G0 Du) v S) avel de bromofenol (692 Da).
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2. Capacidad del péptido cariofilico para unirse electrostiticamente al DNA
plasmidico (DNA-Cariofilico).

El péptido cariofilico (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) correspondiente a la sefial de
direccionamiento nuclear Vpl fue capaz de unirse electrostiticamente al plasmido pGreen
Lantern-1 (5.031 kb) para formar el DNA plasmidico-cariofilico. En la fotografia del gel
se observa un retardo en el corrimiento electroforético del DNA que es dependiente de la
concentracion del péptido cariofilico (Fig. 16). La completa retencién del DNA
plasmidico se produjo con 25 uM de péptido cariofilico sugiriendo que esta concentracién
neutraliza totalmente las cargas eléctricas negativas del DNA. La formaci6n del poliplex
fusogénico y cariofilico se logra utilizando aquella concentracién de péptido cariofilico
que retrase evidentemente la migracién electroforética del DNA plasmidico pero que no
neutralice [a totalidad de sus cargas negativas, para permitir la union electrostitica de!
-vector fusogénico. En este ejemplo se escogi6 la concentracién de 10 uM (Fig. 16) (ver

anexo #6).

7510 125 15 17.5 20 25 Fig. 16: Retardo de la migracion
- -y

Pozo —— 5 R, PRI Bl <lcctroforética del DNA por la unién

electrostdtica del péptido cariofilico.
Los nameros sobre los carriles

DNA plamidico corresponden a las concentraciones

. (uM) del péptido cariofilico que
. Desenroll:\do_’

tueron incubadas con una

« Enrollado __, concentracion constante (6 nM) del
: plasmido pGreen Lantern-1.La

* Superenrollado electroforesis se llevé a cabo en

agarosa al 0.8% a 80V por 2 h. El

DNA se reveld con bromuro de

etidio .
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3. Capacidad del conjugado NT-SPDP-(PF-SPDP)-poli-L-lisina para

unir DNA plasmidico-cariofilico

El DNA plasmidico-cariofilico (polianion) fue capaz de unirse electrostiticamente
al vector fusogénico (polication) para formar el poliplex fusogénico-cariofilico de
neurotensina. En la fotografia del gel se observa un retardo gradual y una retencién
completa en el corrimiento electroforético del DNA-cariofilico que es dependiente de
la concentracion del vector fusogénico, hasta el punto de no entrar enel gel a

' relaciones mayores a 1:1666:12, DNA:péptido cariofilico:vector fusogénico (Fig. 17).
- Para los ensayos de internalizacion y expresion se selecciond aquella relacidn que
> -retenga DNA y que quede alejada cuando menos dos relaciones de aquélla en la que
. ‘zk‘é’mpiezﬁ la precipitacién del complejo (identiticado por la ausencia de marca
: t]udrescé'nte en el pozo y el carril correspondiente); en este caso se escogid la relacion
1:1666:8; DNA:péptido cariofilico:vector fusogénico de neurotensina. Como el

poliplex es soluble a la relacidn scleccionada y generalmente produce transterencia

- exitosa de genes, a esa relacion se le conoce como relacién molar éptima, (ver anexo

#6): -
* Vector ~—» SOy o>
L YRR Y T S o S
Nt o O O O .90 O
WMS—> S P TLEL© ) ) .
DNA — 7 w0 w0 RS R W Fig. 17: Formacidn del poliplex fusogénico-
cariofilico de neurotensina. Los nimeros
Pozo — .
Poliplex sobre los carriles indican las relaciones |
molares plismido pGreen Lantern-1 (6 nM)
:péptido cariofilico (10 uM ): NT-SPDP-
(péptido fusogénico-SPDP-)poli-L-lisina (24,
DNA plamidico 36, 48, 60 y 72 nM) a la que fueron formados

los poliplexes. Vector = NT-SPDP-(péptido
fusogénico-SPDP-)poli-L-lisina; NLS =
péptido cariofilico; DNA= plisinido pGreen

« Desenrollado >

e Enroilado —» K]
: Lantern-1. La electroforesis se llevd a cabo
lHado— I _J
_' Superenrollado en agarosa al 0.8% a 80V por 2 h. El

DNA se reveld con bromuro de etidijo.
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4. Efecto del pH sobre la estabilidad del poliplex de neurotensina

fosogénico y cariofilico
Con el propésito de investigar el efecto de la acidez (condicién comiin en el

endosoma tardio) sobre la solubilidad del Soliplex fusogénico y cariofilico de
neurotensina, alicuotas de este poliplt;x formado a la relacién 6ptima fueron sometidas
a electroforesis en gel de agarosa en gradiente de pH. Cada carril al que se expone el
poliplex fue mantenido a un pH constante (Fig. 18). El patrén de corrimiento
electroforético es semejante en ¢l rango de pH entre 7.2 a 5.7, pero a valores de pH
inferiores a 5.4 se nota una clara ausencia del poliplex (Fig. 18), sugirendo que en este
rango de pH ocurrié la precipitacion del poliplex. El aparato para la electroforesis en

paralelo a diferentes pH fue disefiado en nuestro laboratorio.

LS 7.2 69 66 63 60 57 54 51 48 4.5

Pozo 9 - . -
Poliplex > B R L I

DNA plamidico -
—>

Fig. 18: Efecto de la acidez sobre la solubilidad del NT-poliplex fusogénico y

cariofilico. Diferentes alicuotas del poliplex de neurotensina que contiene los

peptidos fusogénico y cariofilico fucron formados a la relacion éptima previamente
. determinada. Las alicotas fueron mantenidas despues de su formacion, al valor de

pH que se indica en la parte superior de la figura.. Todos los carriles aislados fueron

sujetos simultaneamente a electroforesis de 80V en gel de agarosa al 0.8% durante 2
“hal pH previamente k;ljado.‘El DNA se reveld con bromuro de etidio. -
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5. Incremento de la capacidad del vector de neurotensina para
internalizar genes in vitro por la adicién de los péptidos fusogénico y

cariofilico

La capacidad de diferentes poliplex para internalizar el gen reportero marcado con
yoduro de propidio via el receptor de neurotensina de alta afinidad se demostré por
citometria de flujo (Fig 19) y microscopia confocal (Fig. 20) (ver anexo #6).

Los resultados por citometria de flujo se ilustran como “dot plot” graficando la

dispersion lateral versus el logaribtmo de la intensidad de fluorescencia del yoduro de

- propidio. La intensidad de fluorescencia se dividié en 3 regiones (R1, R2 y R3) y.sélo los

'dc_ltos’ de 7R3 se tomaron en cuenta para los analisis estadisticos ya que estdn alejadas en dos *
ordenes de. magnitud de R1. El andlisis por citometria de flujo reveld que el 94.77 + 0.97%
de las células N1E-115 control se encuentran localizadas en R, regién de fluorescencia
basal (Fig. 19 A). La presencia del péptido cariofilico en el poliplex de neurotensina
kprodu‘jo internalizacién del gen reportero en el 13.75 + 3.88% de las células N1E-115 (Fig.

19 D), mientras que la intemalizacion fue de 22.41 * 5.96% cuando el poliplex de

) neurotensina contenia solamente el péptido fusogénico (Fig. 19 E). El mayor porcentaje de

células N1E-115 que meostraron internalizacién del gen reportero fue producida por el

- poliplex de neurotensina que contenia ambos péptidos, el poliplex fusogénico y cariofilico,

y fue de 48.44 + 7.18% (Fig. 19 F). Sin embargo, se observaron valores basales en células

" NI1E-115 cuando el poliplex fusogénico y ca‘riomic'o se administrd junto con 100 nM de

SR48692, un antagonista especifico de los receptores a neurotensina (Fig. 19 B). Casi la
totalidad (98.83%) de las céjulas L-929, que no poseen ningtn tipo de receptor a
neurotensina, incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico fueron localizadas en R1,
indicando ausencia de internalizacién (Fig. 19 C).

En congruencia con los résultados por citometria de flujo, el analisis por microscopia
confocz'xllconﬂrméverl incremento s;lgniflcativo de la presencia del plasmido marcado con

yoduro de pl‘Oplle en los nucleos de las células N1E-115 cuando se utiliz6 el vector

-fusogemco v canof' hco para la tmnsferencna gemca (Fig. 20 A-C). El bloqueo de la

S formacxén de Ins vesnculas de: clatrma por sacarosa 04 M impidio la localizacién nuclear

adovcon yoduro de propndno cuando se utilizé el vector fusogénico y
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ara la‘txy'ja‘nsferencia génica a las células N1E-115. En estas condiciones la
yduro 'de'propidio se observé en la periferia celular (Fig. 20 D-F), sugiriendo la

] del proceso de endocitosis mediada por receptor en la internalizacion del

- pohplex‘ﬁxsogémco-canof' lico de neurotensina. La ausencia de marcas fluorescentes tanto

1 nticleo como en la membrana celular de células COS7, carentes de receptores a

s néux‘otehéin;i, confirma la especificidad de la intemnalizacion del poliplex fusogénico-
. cariofilico de neurotensina (Fig. 20 G-).
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Fig. 19: Andlisis por citometria de flujo de la internalizacién in vitro de diferentes poliplexes de
neurotensina, El DNA plasmidico fue marcado con yoduro de propidio previo a la formacitn del
poliplex para ser visualizado en el citémetro de flujo a 568/585 nm, EX/Em. Los resultados de
internalizacién en células N1E-115 en condiciones control (Panel A) y cuando fueron expuestas
al poliplex fusogénico y cariofilico en presencia de SR48692 (Panel B), al poliplex cariofilico
(Panel D), al poliplex fulsogénico (Panel E) ¥ poliplex fusogénico y cariofilico (Panel F).
Distribuicion de la fluorescencia en ¢l doi-plot de células 1929 expuestas al poliplex fusogénico v
cariofilico (Panel C). Ver anexo #6.
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Fig. 20: La adicién def péptido tusogénico y cariofilico no modifica la especificidad de internatizacion det

poliplex de neurotensina. Las células fueron precargadas con calceina AM con ¢l lin de observarlas al
microscopio confocal a 488/522 nm. Ex/Em (Paneles A, D v G). E1 DNA plasmidico fue marcado con
vodure de propidio previamente a la formacion del poliplex para localizarlo por microscopia confocal a
568/585 nm, Ex/Em (Paneles B, E v H). Los paneles A-C muestran la localizacion nuclear del DNA

plasmidico en células N1E-115 que fueron incubadas con ¢l poliplex fusogénico y cariotilico de
neurotensina, Los paneles D-F muestran cl efecto de sacarosa 0.4 M sobre la internalizacion del poliplex
fusogénico y cariofilico de neurotensina en células NTE-115. Los paneles G-1 muestran células COS7

defici ©n receptores a heur ina, expucstas ol poliplex-fusogénico-cariofilico. Los paneles C, Fe l
son las imagenes superpuestas de sus respectivos componentes verde v rojo. En todos los casos las barras de

calibracién corresponden a 20 micras.
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6. La adicién de los péptidos fusogénico y cariofilico incrementa la

expresion in vitro de genes transferidos mediante el vector de

neurotensina

Se utilizaron los pldsmidos pGreen Lantern-1 y pSV2cat para mostrar el efecto de la
adicion de los péptidos fusogénico y cariofilico en la expresién mediada por el poliplex de
neurotensina en células N1E-115 qﬁe expresen NTRH, La expresién de la proteina verde
fluorescente (GFP) codlf cada en pGreen Lantem-l se demostré por citometria de flujo (Fig

2l) y mlcroscopfn confocal (Flg 22)

Los resultados por cxtometna de flujo se xlustran como “dot plot” graficando el

_‘parametro dlspersmn lateral’ versus el logantm d vla interisidad de fluorescencia de GFP.
reglones (Rl R2 y R3) y sdlo los datos de

La mtensndad de ﬂuorescencxa se dmdxo en
tadlstncos y& que estdn alejadas en dos érdenes

R3 se tomaron en cuenta para los anéhsls
de magnitud de R1. El andlisis por cnometrfn de ﬂu;o reveld que'el 96.53 + 0.41% de las
celulas NI1E-115 control se encuentra locallzadas en Rl region de fluorescencia basal (Fig.
21 A). La presencia del péptido carlof'hco en el pohplex de neurotensina produjo expresion
de la GFP enel 10.94 +2.04% de las células NIE-115 (Fxg 21 D), mientras que la
expresion fue de 20.35 + 0.82% cuando el pohplet de neurotensma contenfa solamente el
péptido fusogénico (Fig. 21 E). El poliplex de neurotensina que contenia ambos péptidos, el
poliplex fusogénico y cariofilico, produjo expresién del gen reportero en el 48.93 + 3.24%
de células N1E-115 (Fig. 21 F). Sin embargo, se observaron valores basales en células
NI1E-115 cuando el poliplex fusogénico y cariofilico se administré junto con 100 nM de
SR48692, un antagonista especifico de los receptores a neurotensina (Fig. 21 B). E1 94.30 +
0.43% de las células L-929, que no poseen ninglin tipo de receptor a neurotensina,
incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico fueron localizadas en R1, indicando

ausencia de expresién del gen reportero (Fig. 21 C).
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Fig. 21: Analisis por citometria de flujo de la expresion in vitro de la proteina verde

fluorescente transferida por diferentes polipl

de neur

P

Se cuantificé el

porcentaje de células que expresan la proteina verde fluorescente en el citémetro de flujo a

488/522 nm, Ex/Em, en células N1E-115 en condiciones control (Panel A) y cuando
fueron expuestas al poliplex fusogénico y cariofllico en presencia de SR48692 (Panel B), al
poliplex cariofilico (Panel D), al poliplex fusogénico (Panel E) y al poliplex fusogénico y
cariofllico (Panel F). Distribucién de la fluorescencia en el dot-plot de células 1.929
expuestas al poliplex fusogénico y cariofilico (Panel C). Ver anexo #6.
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S ngruencxa con los resultados por cltometr{a de flujo, el andlisis por
mlcroscop confocal conﬁrmé el mcremento sngmﬁcanvo de la proporcién de células que
expresaron la GF P en células NIE 115 cuando se utiliz6 el vector fusogénico y cariofilico
: para la transferencm gemca (Flg. 22 A-C) La ausencia de expresién de la GFP en células
COS7 carentes de receptores a neurotensma, confirma In especificidad de la transferencia
del pGreen Lantern-1 por el pohplex ﬁ.lsogémco-canot“ ilico de neurotensina (Fig. 22 D-F).
El incremento en'la transferencna gemca por la adicién de los péptidos fusogénico y
cariofilico al pollplex de neurotensma fue demostrado también utilizando el plismido
pSV2cat y evaluando la acuvndud‘ AT (Flg 23). La actividad CAT es expresada como la
fraccion de cuentas de los [”C]- productos acetilados versus el total de las cuentas. La
actividad CAT fue 0. 496 % 0. 025 en celulas N1E-1135 transfectadas con el poliplex
cariofilico de neurotensma (Fx{, 23 A) El poliplex fusogénico de neurotensina aumenté la
actividad CAT hasta 0.64| * 0.032 (p<0.05) (Fig. 23 B). La adicién de ambos péptidos
fusogénico y cariofilico polip}ex de neurotensina produjo un incremento adicional de la
actividad CAT siendo 0.847  0.042 (p<0.05) (Fig. 23 C). Nucvamente, 100 nM SR-48692
previno totalmente la expresion de CAT mediada por el poliplex fusogénico y cariofilico de

neurotensina (Fig. 23 D). Las células COS7 no mostraron actividad CAT cuando fueron

incubadas con el poliplex fusogénico y cariofilico de neuroténsina (Fig. 23 E).
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Fig. 22: £l acoplamicnto de los péptidos fusogénico y cariofilico al vector de neurolensina incrementa su
celiciencia de polifeccion. Se formo el poliplex fusogénico y cariotilico con el pldsmido pGreen Lantemn | pura
ser transterido a células NIE-115 (Pancles A-C) y COS7 (Paneles D-F). El panel A ¥ D muestra la
fluorescencia de GFP obscrvada a 488/522 nm, Ex/Em. El panel B y £ muestra la Nuorescencia de las células
contratenidas con yoduro de propidio observada u 568/585 nm, Ex/Em. El panel C y F son la sobreposicion de

las imagenes de los paneles respectivos, Todas las imag, son proyecciones de las secciones horizontales

en Ja serie-z. La barra corresponde a 20 jim.
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Fig. 23: Expresién de CAT cuando pSV2cat fue transferido por diferentes poliplexes de
neurotensina. La figura es una autorradiografia representativa de una cromatografia en
capa fina del ["*CJ-cloranfenicol y sus ["'C]-productos acetilados resultantes de la
actividad enzimatica de CAT en células N1E-115 expuestas a: (A) Poliplex cariofilico
de neurotensina, (B) Poliplex fusogénico de neur ina, (C) Poliplex fusogénico-
cariofilico de neurotensina, D) Poliplex qubgéhico-carioﬁlico de neurotensina en
presencia de 100 nM de SR-48692, (E) Actividad CAT en células COS7 expuestas al

poliplex fusogénico-cariofilico de neurotensina.

Actividad CAT = 1) +2)

Al+A2)= 0.496 +0.025 (49.6 + 2.5 % de cloranfenicol acetilado)
B1)+ B>2) =0.641 +0.032 (64.1 + 3.2 % de cloranfenicol acetilado)
C 1)+ C2)=0.847 £ 0.042 (84.7 + 4.2 % de cloranfenicol acetilado)
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7. La adicion de los péptidos fusogénico y cariofilico incrementa la

transferencia génica in vivo del vector de neurotensina

Puesto que el poliplex fusogénico-cariofilico de neurotensina fue el que produjo mayor
eficiencia de transferencia génica in vitro, tal poliplex fue ensayado para transferir genes a
la substancia nigra compacta de ratas Wistar. El poliplex.fue marcado con yoduro de
propidio con el fin de detectarlo por microscopia confocal y la poblacién celular fue
identificada por inmunofluorescencia indirecta contra TH y GFAP, marcadores clasicos de
neuronas.dopaminérgicas y células gliales, respectivamente. A las 4 h de la inyeccién del -

poliplex, la marca del yoduro de propidio se localizé en el 52 + 7% de las células . -

inmunopositivas a TH (Fig. 24 A-C) pero no en células inmunopositivas a GFAP (F lg 2
G-I), sugiriendo que las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales son capaces de

internalizar el pohplex fusogemco -cariofilico de neurotensina. La mtemall
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Fig. 24: Internalizacion in vive del poliplex-fusogénico-cariotilico de neurotensina por neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales, Se utilizd microscopfa confocal para identiticar la inmunotincion con
FITC de las neuronas dopaminérgicas (Pancles A y D) y las células gliales (Panel G) a 568/585 nm,
Ex/Em. El poliplex marcado con yoduro de propidio fue identificado 0 488/522 nm, Ex/Em, (Paneles B, E
¥ H). Los paneles A-C muestran In internalizacion del poliplex-fusogénico-cariofilico en Ias neuronas

dopuminérgicas nigroestriatales, Los paneles D-F muestran la incapacidad de internalizar ¢l poliplex-

fusogénico-cariofilico cuando neuronas dopaminérgicas fueron exp al poliplex en pr ia del
SR48692. Los paneles G-1 muestran que las células gliales de la sustancia nigra compacta son incapaces
de internalizar ¢l poliplex-fusogénico-cariotilico, mientras que en ¢l mismo campo células neuronales son
capaces de internalizarlo., Los paneles C. F e | son imagenes superpuestas de los respectivos canales verde

y rojo. La barra comresponde a 20 uM.
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8. La adicidn de los péptidos fusogénico y cariofilico incrementa la
expresion de genes transferidos mediante el vector de neurotensina a

neuronas dopaminéricas in vivo

Se utilizé6 el plasmido pGreen Lantern 1 que codifica para la GFP con el propésito de
confirmar el incremento en la eficiencia de transferencia génica del vector fusogénico-
cariofilico de neurotensina a neuronas dopaminérgicas in vivo. A las 48 h después de la

- inyeccién del poliplex en la substancia nigra de ratas Wistar, se observé la fluorescencia de
la GFP Ven>el 51 + 9% de las neuronas dopaminérgicas, reveladas por la inmunotincién con
rodamina contra TH (Fig. 25 A-C y D-F). Todavia a los dos meses posteriores a la
polifeccion se observaron indicios de expresién de la GFP colocalizando con la
inmunqti?lcién con rodamina de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 25 G-I). Cuando la
polifeccidn se realizé en presencia del antagonista no-peptidérgico de los receptores a
neurotensina el SR48692, no se observé la fluorescencia de la GFP perosi la

inmunotincién con rodamina de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 25 J-L). Ver anexo #6.



cas nigroestriatales cuando se transtirid el

Fig. 28: Expresion in vive de la GFP en nearonas dopaminé
plasmido pGreen Lantern | por el vector-fusogénico-cariofilico. Se utilizo microscopia confocal para
identiticar ko eapresion mativa de la GFPa A88:522 nm, Ex Em (Pancles A, D, G y D) ¥ la inmunotincion con
rodaminie de Jias neuronas dopaminérgicas s 568585 am, Exv/bBm (Pancles B, E Hy K). Los paneles A-C
muestran la expresion del gen reportero en s neuronas dopaminérgicas nigroestriatates i las 48 horts posi-
potifeccion. Las paneles D-F corresponde a una vista panorimica de la substancia negra compacta que
muestrit nedronas dopaminérgicas expresando el gen reportero a las 48 horas, Los paneles G-1 muestran
restos de eapresion de la protena serde tluorescente a los 2 meses post-aperacion. Los pancles J-L muestrn
ta ausencia de expresion del gen reportero en las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales expuestas il
poliplex-fusogénicoscariofilico en presencia del SRA8692, 0 fas 48 horas post-operacion. Los paneles C. Fo )

» L son imdgenes superpuestas de tos respectivos canales verde y rojo. La barra de calibracion corresponde a

20 uM.
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DISCUSION

El envio dirigido de genes es una estrategia promisoria que hace a los vectores de
transferencia génica mediada por receptor de un gran potencial terapéutico y experimental
[Kollen et al., 1999; Wagner et al., 1992; Wuet al, 1991, 1988 a,b], desafortunadamente su
baja éﬂciencia y su inefectividad in vivo ha retardado su uso en protocolos de terapia

génica.

pollple'( [Wu et al 1991] Ademis de esta limitante habia otras de caracter ﬁ.,xcoquxmlco

< blemen(e la transferencia del plasmido a las células blanco.’Ademas, el acople de

. vdu:‘:n:mes d;sacarldos a.la poli-L-lisina permitié transferir genes selectivamente a diferentes
bpo‘blakciones celulares; por ejemplo, se utilizé lactosa para transfectar los hepatocitos
[Midbinx et al., 1993] y manosa-monosa para transfectar las células estelares hepdticas y
macréfagos [Nishikawa et al., 2000; Ferkol et al., 1996]. .

No obstante la necesidad de hepatectomia, el vector de asialogliproteinas demostré ser

capaz de transferir genes terapéuticos al higado para corregir parcialmente la
analbuminemia en ratas Nagase [Wu et al., 1991] y para reconstituir el receptor para la
lipoproteina de baja densidad en el conejo Watanabe, un modelo experimental de la
hipercolesterolemia familiar [Wilson ct al., 1992]. A pesar de ese éxito, el envio dirigido de
genes no ha sido usado ampliamente porque sélo funciona en tejidos que sean susceptibles
a regeneracion o células que estén en permanente division celular, quedando excluidas de

- 'su-beneficio las células diferenciadas como las neuronas. Esta idea fue consecuencia del -

hecho de‘que los primeros vectores de transferencia génica mediada por receptor utilizaban
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rutas endociticas que terminaban en el compartimento lisosomal, lo que ocasionaba la
rdpida degradacién del plasmido por las enzimas lisosomales. Por esta razon se inducia la
regeneracion hepatica por hepatectomia parcial después de la inyeccién del complejo
[Wilson et al., 1992). A1 parecer, una consecuencia de la regeneracion es la inhibicién

transitoria de la actividad lisosomal.
El vector de neurotensina

- Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que el receptor de alta afinidad de

) neurotgnsiha se internaliza por una ruta endocitica que evade el compartimento lisosomal.

" Tanto la neurotensina como su receptor de alta afinidad se han localizado integros en la
_vecindad del _nﬁcleb celular después de que se activo el proceso de endocitosis. Atin mds, se
ha demosﬁado la presencia del NTRH en el interior del nicleo y se han descrito algunas
cdnscquencins fisiolégicas como la activaci6n de genes que codifican para el mismo
‘receptor, por mencionar alguna. En congruencia con estas propiedades de internalizacion de
la neurotensinh, nuestros resultados con el NT-poliplex demuestran la posibilidad de
transfectar especificamente lineas celulares que expresan el receptor de neurotensina de alta
afinidad. La ausencia tanto de internalizacion como de expresion del gen reportero
observada in vitro en presencia del antagonista especifico de los receptores de neurotensina,
el SR48692, y en lineas celulares que carecen del receptor NTRH, confirma la mediacién
de este receptor en la transferencia génica del NT-poliplex.

Nuestros resultados in vivo muestran la capacidad del NT-poliplex para transferir genes
a las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta. De los tres receptores de
neurotensina caracterizados en cerebro de humanos y en el de roedores adultos [Lepee-
Lorgeoux et al., 1999; Kitabgi et al., 1987; Navarro et al., 2001], ¢l receptor de
neurotensina de alta afinidad parece ser la via de internalizacion del NT-poliplex a las
neuronas dopaminérgicas, que se sabe presentan este receptor [Nouel et al., 1997; Alvarez-
Maya et al., 2001].

’ La neurotensina presente en el poliplex pudo proporcionar la via de escape del DNA
plasmidico desde el endosoma durante el transporte endosomal garantizando de esta forma

-la expresion del transgen. El hallazgo de que el poliplex es capaz de llegar al nicleo de las
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células, visto por la fluorescencia del yoduro de propidio unido al DNA exégeno, apoya la
sugerencia de que la neurotensina sola o unida al NTRH evade la degradacién lisosomal,
principal barrera para los sistemas de transferencia génica mediados por receptor [Castel et
al., 1992,1994; Faure et al, 1995; Alvarez-Maya et al., 2001]. Sin embargo, nuestros
resultados in vitro e in vivo no explican el mecanismo de transporte del transgen al nticleo
celular pues no tenemos pruebas directas que confirmen la colocalizacién nuclear del
poliplex con el NTRH, el candidato mds viable para realizar el transporte del NT-poliplex

‘al niicleo celular.

Los procesos de internalizacién del NT-poliplex a las neuronas dopaminérgicas y la
expresién en estas del gen reportero fueron bloqueados por el antagonista especifico de los
receptores de neurotensina el 'SR48692 a la concentracién de | uM. Esta concentracién de
3 SR48692 pudo haber saturado no solamente los receptores de alta afinidad [Gully et al.,

: 1993), sino también los de baja afinidad [Mazella et al., 1996, Betancur et al., 1998], lo que
1o ekcluye la participacion de los receptores de baja afinidad en la NT-polifeccién. El
receptor de baja afinidad a NT es expresado tanto por neuronas [Sarret et al., 1998] como

por célbulas gliales [Nouel et al., 1997] en el cerebro de la rata adulta. Sin embargo, en
nuestras ‘condiciones experimentales el receptor de baja afinidad a neurotensina parece no
: ; e‘starrinvolucrado en la internalizacién del NT-poliplex, puesto que no se observé

fk‘ g:viiiéncius de su internalizacién ni expresién del gen reportero en células gliales cultivadas,
- Més aln, la' falla del NT-poliplex en producir expresién del CAT en la capa molecular del

—.~",lébbulo ansiforme del cerebelo, donde los receptores de alta afinidad estan ausentes y los de

bnja'aﬂnidad p}esente [Lepee-Lorgeoux etal., 1999, Mendez et al., 1997], da un soporte

adicional a la idea de que el receptor de NT de alta afinidad es el que esta involucrado en
los eventos de endocitosis del NT-poliplex.

"Los presentes resultados han demostrado que el NT-poliplex tiene la capacidad de -
transferir genes a las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta; sin
embatgo, la eficiencia de transfeccion fue muy baja si se compara con los vectores
lentivirales [Naldini et al., 1996], ademas de ser transitoria al observarse solo hasta los 15
dias postpolifeccién. Por otro lado, la eficiencia de la NT-polifeccion in vitro no fue
superior a la obtenida con los vectores que transitan rutas lisosomales, lo que sugiere la

existencia de otro factor limitante antes del compartimento lisosomal. La acidificacién
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gradual de las vesiculas endociticas [Mellman et al., 1986] puede ser el factor que explique
la baja eficiencia de transfeccién. Es probable que el punto critico de acidez se alcance
antes de que una cantidad suficiente de NT-poliplex logre escapar del endosoma {Mellman
1996), para esclarecer estas dudas en el laboratorio se estan planeando experimentos con
farmacos como el carboxi SNARF-1, que modifican su espectro de emisién en dependencia
del pH donde se encuentra.

Nuestros experimentos de retardo electroforético en gradiente de pH muestran que el
punto critico de acidez que insolubiliza al NT-poliplex se encuentra en un rango de pH 5,
valor que esta reportado se alcanza en el endosoma tardio [Clague 1998; Mellman et al,,
1986]. Aunque en nuestro sistema no medimos direétamente el pH del compartimiento
endosomal pensamos que se esta nlcanzando el valor crmco de pH de 5. El uso de
estrategias como la adicién de péptldos fusogemcos [chhler etal., 1999] al vector de
neurotensina, que permitan el’ rescate del pollplex del endosoma tardio antes del punto
critico, puede ser la solucnon para lograr la expresxén eficiente y consistente de genes de
interés fi isiolégico en las neuronas dopammergxcas del SNC.

En conclusxon el vector de NT. es un recurso que, aunque viable, necesita superar las

desventajas de la baja eF cxencm de transferenc:a génica y transitoriedad de la expresién del

‘ransgen nntes de ser unllzado para transferir genes de interés terapéutico o utilidad

'exp men al a las neuronas dopammérgxcas centrales.

‘El-vector ﬁlsogénica-cdribﬁlico' de neurotensina

En comparacxon con los vectores virales, los vectores de transferencia génica via

o receptor reqdle n al menos dos funclones adicionales para garantizar el envio de genes al
: co. El rescate oportuno del poliplex del interior de las vesiculas

e'su acidificacién critica y el direccionamiento al nicleo del material

Para prevenir el efecto de la acidez del endosoma sobre la solubilidad del poliplex y la
subsiguiente degradacion del inaterial genético en los lisosomas, recientemente se han
utilizados procedirmientos hibridos in vitro tales como la adicién al medio de cultivo de

adenovirus defectivos en replicacién [Cristiano et al., 1993}, péptidos fusogénicos [Midoux
(
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LI,

etal.;: 1993], o drogas neutralizantes del pH [Midoux et al., 1999; Remy et al., 1995] junto

con lOS vectores no-virales.

La mcorporamén de estrategias o comandos que usan algunos virus para infectar las

) células a los vectores no virales parece ser la solucidn mds prdctica para incrementar su
: ef' mencm de transferencm génica y prolongar la expresién del transgén. En este trabajo se

i mcorporaron dos comandos o estrategias virales codificadas en péptidos al vector de

neuroténsina.
La pnmera ‘estrategia consistié en proporcionar un rescate oportuno del poliplex del

endosoma y evadlr el compartimento lisosomal adicionando péptidos de la cispide viral

e »que son capaces de fusionarse con la bicapa lipidica del endosoma de la célula infectada

: :‘[Bullough et al., 1994]. El péptido de 22 aminoécidos del extremo amino terminal de la

= hemaglutmmn HA2 del virus de la influenza es capaz de fusionarse a vesiculas endociticas

’:'axsladas [Lear, ef al 1987]. Con base en esa estrategia viral, nosotros acoplamos la réplica

;smtétu:a de ese ‘péptido fusogénico al vector de neurotensina y probamos su eficiencia para

e envmr genes reporteros a lfneas celulares y a neuronas dopaminérgicas de la substancia

s ,mgru (.ompacta Nuestros resultados claramente demuestraron que el acoplamiento del

peptldo’ fusogénico HA2 de la hemaglutinina al vector NT-polilisina, mejoré la
in;émalizacién y expresion subsecuente del gen reportero. Estos resultados son
consecuentes con los reportes de que un pH'de 6 es capaz de inducir cambios de la
estructura terciaria del péptido fusogénico hacia una hélice o [Bullough et al., 1994; Lear et
al, 1987; Murata et al., 1987] adquiriendo asi la fusogenicidad responsable de la ruptura de
las vesiculas endociticas [Choppin et al, 1980; Mizzen et al., 1987]. La ausencia de
transferencia génica en células COS7 que no expresan el receptor NTRH y el bloqueo total
con el antagonista SR-48692 en c;Siulas NI1E-115 evidencia que el péptido fusogénico es

inactivo al pH-neutro, propio del medio de transfeccion. Estos resultados estdn en

" congruencia con reportes previos [Bullough et al., 1994; Lear etal, 1987; Choppin et al,
.1980; Murata et al., 1987]. Si bien la sola adicién del péptido fusogénico al vector de

neurotensina mejord significativamente su eficiencia de transfeccidn, de 7.5% a 22% en
promedio, se queda todavia lejos de la eficiencia de transfeccion de los vectores virales
especialmente los retrovirales [Naldini et al., 1996]. Estos resultados sugieren que la simple

evasién del endosoma, aunque de manera oportuna, 1o es suficiente para alcanzar altos
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ny défa claro la necesidad de incorporar otro de los

i pépudo'de ‘9 ammoacldos de largo (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) mutante de la seiial
i de lpca\]tzaclénvnuclear de Vpl fue uno de los mas potentes que manifestaron una

B lo/c'ali_za'cién'p'réferentemente nuclear [Ishii et al.,1994; Ishii et al., 1996]. A la fecha, este

péptido mutante no se ha probado para transportar DNA plgsmfdico al nticleo celular.
Recientemente se ha demostrado que la unién covalente de secuencias de la sefial de
direccionamiento nuclear del antigeno T largo del virus dei sifnio 8SV40 a la poli-L-lisina
aumenta la eficiencia de transfeccién mediada por'el’féceptof de transferrina [Chan et al,
1999]. Aunque efectivo, este abordaje tiene la desventajn de queel acople quimico es un
procedxmlento dificil y largo que requiere, ademas, etapas de purificacién. La alternativa

ideal al acople quimico es la unién electrospatlca de{ pépt;dor cariofilico al DNA plasmidico

".puesto que es una unién espontinea que simula las condiciones naturales. Por esta razén y

por su potente determinante cariofilico se eScoéié el péptido

" (MAPTKRKGSCPGAAPNKEK), derivado del Vpl del SV40. Este péptido cariofilico se

caracteriza por poseer una carga neta positiva (catién) conferida por la presencia de
aminedcidos bisicos (lisinas) en su estructura due han facilitado la unién electrostitica al
DNA plasmidico (polianion), com§ lo demuestran los resultados de retardo electroforético.
Los microensayos de retencion revelaron una fuerte union electrostitica de la NLS al DNA
plasmidico, esta unién es estable aun bajo la accién de una diferencia de potencial de 80 V.
Ala c_oncentracio’n de 15 uM la NLS no saturé las cargas anidnicas del DNA permitiendo
asf la posterior unidn electrostatica del vector de neurotensina. En comparacion con la
unidn irreversible de los enlaces covalentes de NLS a cDNA reportados por otros grupos
[Zanta et al., 1999), la unidn electrostitica es simple y ripida de realizar. La potente fuerza
cariofilica del péptido Vp1 capaz de transportar al micleo grandes complejos proteicos
como viriones [Ishii et al.,1994] fue responsable del incremento de la internalizacién

nuclear y expresion del gen reportero. De los tres tipos de NLS caracterizadas, se
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na.Vpl que presenta propiedades basicas [Ishii et al.,1996] con dos

~selecciond la']

tzin'egxﬂe‘nte el péptido al DNA por accién de las fuerzas

“‘-electrostatlcas, y utilizar la pdtente fuerza cariofilica caracteristica de este péptido.

= Aunque menos efectlva, la unién electrostdtica de la NLS de la proteina Vpl de la

° capsxde del virus SV40 al DNA plasmidico por si solo mejoré la internalizacién del

i fpolxpiex de neurotensma (del 8% a 12% en promedio) como la expresion del transgén (del

. 7 5% a 1 l% en promédxo) Es probable que ese pequeiio pero significativo aumento sea

debxdo al mcremento en el nitmero de copias de DNA que se translocan al ntcleo por la

. accion del péptido cariofilico. Sin embargo la adicién del péptido fusogénico al poliplex de
neurotensina dio mejores resultados que la adicion del péptido cariofilico solo. Este
resultado apoya fuertemente la idea que la mayor barrera al sistema de transferencia génicé ’
mediado por receptor es la acidificacién de las vesiculas endosomales [Alvarez-Maya et al.,
2001; Mellman et al., 1986;-Reddy et al, 2000). Ademds, la unién covalente de la NLS del
antigeno grande del virus del simio SV40 a la polilisina mejord el direccionamiento nuclear
del poliplex y la subsecuente expresion del gen reportero [Chan et al, 1999] pero en
presencia de cloroquina, sugiriendo que la evasion lisosomal y el direccionamiento al

. ntcleo deben de ocurrir simultaneamente para elevar la eficiencia de transfeccién.

En congruencia, la integracién de ambos péptidos viralés al NT-poliplex maximizé la
infemal_izacién del poliplex y la expresién de los genes reporteros, siendo ¢n ambos casos la
eficiencia alrededor del 50%. Estos resultados apoyan la idea de que la integracién de
propiedades fusogénicas y cariofilicas al poliplex puede acercar la eficiencia de los
sistemas de transferencia génica mediados por receptor al nivel de eficiencia de los vectores
virales. Mas aiin, ambos péptidos juntos en el NT-poliplex produjeron un incremento
significativo de la eficiencia de transfeccién mayor a la suma de lo producido
independientemente por cada uno de ellos. La presencia del péptido fusogénico en el NT-
poliplex no alterd su especificidad de transferencia génica via NTRH como lo demuestran
la ausencia de polifeccion observada en presencia del antagonista de NTRH, el SR48692, y
en lineas celulares que carecen de NTRH por cuanto la funcion individual de ambos
péptidos y la funcion directriz de la neurotensina fue preservada en este novedoso vector -

génico.
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i '_'Pc_nj otro lado, los resultados in vivo demuestran la capacidad del NT-poliplex-
czirioﬂlico-ﬁxsbgénico para transfectar de forma especifica y con alta eficiencia las
neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales. La ausencia de expresion del gen reportero
transferido por el vector cariofilico-fusogénico de neurotensina a las mismas neuronas
dopaminérgicas en presencia de SR48692 y a células gliales estin en congruencia con los
resultados in vitro y demuestran que la adicién del péptido cariofilico y fusogénico resulta
en un incremento de la eficiencia de transfeccién sin detrimento de la especificidad del
vector de neurotensina. El seguimiento del curso temporal de la expresion del gen reportero
transferido por el vector cariofilico-fusogénico de neurotensina revel6 niveles detectables
del transgén hasta por un periodo de hasta dos meses, sugiriendo que la adicién de los
péptidos también mejoré la duracién de la expresion del transgén, de 15 dias hasta dos
meses. Se ha reportado 'que el empleo de promotores tejido-especifico, ademds de ofrecer
un punto mds de especificidad, prolonga la expresi6n de los transgenes [Andersen et al.,
1992; Li et al., 1999). En este contexto el empleo del promotor del gene del transportador
de dopamina para regular la expresién de los transgenes en las neuronas dopaminérgicas
pudiera ser un factor que ayude a prolongar aGn més la duracion de la expresion del
transgén transferido por el vector fusogénico y cariofilico de la neurotensina,

Los elementos constitutivos del vector fusogénico y cariofilico al parecer son inocuos
con respecto a los componentes de los vectores virales. Los ligandos tales como la
neurotensina son biomoléculas no inmunogénicas. La neurotensina es un péptido de 13
aminodcidos con un alto grado de conservacién filogenética [Reinecke 1985). La poli-L-
lisina es degradada intracelularmente [Laurent et al., 1999]. La corta longitud de los
péptidos fusogénico y cariofilico hace poco probable que sus productos de degradacion
sean presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II para activar la
respuesta inmune [Cresswell 1994; Lanzavecchia 1996]. Ademas, desde el punto de vista
de terapia se pretende que la aplicacién del procedimiento no sea repetitiva, evitando de
esta manera el desafio al sistema inmune.

En resumen, en este trabajo se implementd la incorporacidn de la estrategia viral a los
vectores de neurotensina para propiciar ¢l rescate oportuno de dichos vectores del
endosoma y favorecer el direccionamiento certero del DNA plasmidico al nicleo celular.

Para garantizar dichas funciones, el péptido fusogénico del extremo amino terminal de la



; hemaglutmma HA2 del.virusde la mﬂuenza fue modlﬁcado por la adicién de tres lisinas en
: el extrenio carb "(GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK) haciendo factible su

el porcentaje de éelulns polifectadas y provee altos niveles de expresion de los transgenes.
- Consecuenlemente, la estrategia viral adaptada a los sisternas de transferencia génica
: ‘medlada por receptor responde a la gran necesidad de contar con vectores génicos
: eﬁcnentes e inocuos para utilizarse en estudios fisiologicos y en la terapia génica. En
conclusién nuestra estrategia fusogénica-cariofilica puede ser provechosa para elevar la
~ eficiencia de transfeccién de otros sistemas basados en la maquinaria endocitica de un
receptor. Dos blancos trascendentales para el poliplex-fusogénico-cariofilico de
neurotensina son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta y del drea
ventral tegmental (VTA) que s¢ sabe éxpn‘csan el NTRH [Lepee-Lorgeoux et al., 1999;
Mendez et al., 1997]. Estos nicleos que se sabe son afectados en la enfermedad de
Parkinson y en la esquizofrenia constituyeron un reto a nuestro acarreador de genes

fusogénico y cariofilico.

Ventajas de la incorporacién de estrategias virales a los vectores de transferencia

génica mediada por receptor

La sintesis de los acarreadores de neurotensina (tanto del mas simple como del
fusogénico) es un procedimiento simple, reproducible y de bajo costo. Sin embargo los
diferentes poliplex deben de formarse en una relacién molar dptima entre el DNA y los
diferentes acarreadores si se quiere obtener buenos resultados en los ensayos de

internalizacion y expresion. Solo los poliplexes formados en la relacién molar éptima
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_,conservan las propledades nal de iritémzilizncién de la neurotensina, capaz de endocitar

v'y transportar el DNA exégeno nl nucleo celular [Martinez-Fong et al., 1999). Nuestros
resultados muestran que el mncroensayo de retardo en gel de agarosa es un procedimiento

’ rapldo, practlco y conf able para determinar la relacién molar éptima [Martinez-Fong et al.,
‘1994, Mnnlnez-Fong et al. 1999]. Siguiendo el protocolo para la sintesis de los diferentes

: .‘aéa‘x-readbres' y el procedimiento de formacién de los diferentes poliplexes a la relacion

yép’tim'a es posible obtener una poderosa herramienta capaz de transfectar multiples blancos

a través del receptor de neurotensina.

Utilizando péptidos radiactivos en nuestro laboratorio determinamos que para que un
acarreador fusogénico y cariofilico de neurotensina sea funcional debe p.ortar por cada
molécula de polilisina dos de neurotensina y ocho de péptido fusogénico. Es imposible
saber cuantos de los péptidos integrados al poliplex son funcionales pero hacxendo una’
estimacién calculamos que en los ensayos in vitro tenemos una concentmcxon de

neurotensina de 0.15 uM y peptido fusogénico de 0.5 pM. Teniendo en cuenta que la Kd

del NTRH es de 0.3 nM, la concentracidn de neurotensina en el poliplex es suficiente’ para: L

activar exitosamente los mecanismos de endocitosis e introducir suficiente mmefrial“f
genético a las células blanco para lograr una transfeccion eficiente. S
En nuestro laboratorio también se han afiadido ambos elementos peptlderglcos v1rales
al vector lactosilado y hemos demostrado que tal adicién resulta en un incremento =
significativo de tranferencia génica in vitro [Barron 2000]. Es importante sefialar que la
presencia de los péptidos fusogénico y cariofilico en el vector de lactosa resulté en
eficientes niveles de expresion del transgén en hepatocitos in vivo en ausencia de
hepatectomia [Barron 2000]. Estos resultados apoyan la universalidad de la estrategia viral
y evidencian que la ventaja del vector fusogénico-cariofilico con respecto a los vectores
que contiene sélo un elemento peptidérgico es la de contener las tres acciones juntas que

superan las principales barreras a la transferencia génica mediada por receptor.
Posibles aplicaciones de los vectores fusogénicos y cariofilicos

Datos recientes han mostrado que tanto el BDNF como el GDNF promueven el

mantenimiento y la sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas nigrales [Beck et al.,
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1995 Klem ct al., 1999; Mandel et al., 1999] despertando un interés crecneme ensuuso ‘.-

como ngcntcs terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Nueslro NT-

‘pollplcx-fusog,uuco cariofilico puede ser de mucha utilidad para definir el rol de esos
: factores m.urotréﬁcos en la respuesta de las ncuronas dopaminérgicas mgrales a un dailo y

vpar'x e\plornr su potencial terapéutico en la enfermedad de Parkinson.

) Reclcmemcnte se ha deserito que la regulacién positiva de los receptores Da de lns
neuronas dopamindrgicas mesolimbicas parcce estar involucrada en la esquizofrenia

[Serretu et al., 2000]. Puesto que estas neuronas expresan ¢l receptor de alta afinidad para

_ncurolensma [Lc.pee Lorgeoux et al., 1999], el NT-poliplex pudicra ser usado para

transferir oligonucledtidos antisentido que controlaran la sobreexpresién del gen que

codifica losreceptores D, en estas neuronas.

o " Un gran reto que permanece para los vectores no virales que pretenden acarrear genes
al sistema nervioso central, es el franqueo de la barrera hemato encefalica que se sabe posee
una selectividad exquisita a moleculas de gran tamaiio. Hay abordajes que utilizan
farmacos que tiencn cfecto disrruptor temporal [Emerich et al., 1999] de la barrera hemato

encefalica sin embargo los efectos secundarios que conlleva son altamente indeseados;

otros abordajes utilizan ¢l mecanismo de transocitosis de la transferrina para llegar al SNC_\»

[Shin et al., 1995] sin embargo estos vectores son inespecificos porque pueden entrara’

cualquier célula, Una posible via de administracion de los vectores génicos pudiem ser la

utilizacion del flujo natural del liquido cefaloraquideo, ya sca mediante una cxrugia :

Lstreon\lcn en los ventriculos laterales o inoculando dlrectamentc al cspacxo subaragnondeo :

nu.dmmc puncién lumbar.

El acmrcador de genes poll-L hsma lucloslladn fue dlseﬁndo ongmalmeme para la Sl

I'LSplr'llOl‘lO. se pucdc sm,cnr que’este Vector pudlem scr mzis cfectivo que los vectores




b

adenovirales, para los cuales la especie humana tiene memoria inmunolégica. En
consecuencia, es atractivo proponer aplicacién del vector-fusogénico-cariofilico
lactosilado, construido en nuestro laboratorio en paralelo al vector fusogéncio y cariofilico
de neurotensina, para aumentar la transferencia del gen terapéutico de la fibrosis quistica
pulmonar a las células epiteliales de vias respiratorias, ademas de su intencién original de

aplicarse en la terapia génica de enfermedades hepaticas.

9 .



Conclusién i

En resumen, la estr#tégia viral adaptada a los sistemas de transferencia génica mediada
por receptor responde avla:gran necesidad de contar con vectores génicos eficientes e
inocuos para utilizarse en estudios fisiol6gicos y en la terapia génica. Nuestro trabajo
demuestra que elracdple de un péptido fusogénico al vector no viral de transferencia génica
mediada por ré§¢pto; y la adicién de una seital de direccionamiento nuclear al DNA
. pléénﬁdiéd, incrementa sustancialmente la eficiencia de transferencia in vitro e in vivo. El
T ‘,i‘/é.t;fto:r qudgénico y cariofilico constituye la nueva generacion de vectores génicos no

' ‘virales'que son superiores a los primeros vectores por garantizar la expresién del gen

s ‘contenido en el DNA plasmidico gracias a sus tres funciones: 1) activacién especifica de la

endocitosis mediada por receptor; 2) desestabilizacion del endosoma con la consiguiente
liberacién masiva del DNA plasmidico al citoplasma; y 3) direccionamiento certero del

- DNA plasmidico al nticleo celular.  La estrategia viral fue implementada en los vectores de
neurotensina y de lactosa para transferir genes a neuronas dopaminérgicas via el receptor a
neurgtensina y a hepatocitos via el receptor a galactosa, pero puede aplicarse a cualquier
vector qﬁe utilice la via endocitica de receptores. La sintesis del vector fusogénico y
cariofilico es un proceso sencillo, rdpido, inocuo y econémico en comparacion a la

tecnologia utilizada para la fabricacion de los vectores virales.
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Abstract

We describe herein amethod lor syathesizing o nonsvieal gene veetor that expioity the internatizition propertios of neurorensin (NTL as
well ux the procedires for a sueee ulc lmml;r lu u.ll\ via lhc |u NT receptor. The gene vector is NT crivs-linked with
poly-Lalysine vin N inimidy(-6-| pyridyl i nite (LC-SPDP). The SPDP-derivatives contuining either
NT or poly-i.-lysine are puritied by gel liltrion. The nun nml \u.lur resulting from the reaction of NT=-SPDP with HS=-SPDP-poly-i.-
Iysine is puriticd on Biogel A-1.5 m. This vector as compleaed with plismid DNA g specitic molar ratio o form the NT-polyplex.
which emsures the delivery of the gene of interest to cells under conditions of reeeptor-mediaced internalization, The NT-polyplex has
showa ability 0 mediale transient gene expression in viteo [Brain Res. Mol.-Brain Res. 69 (19991 249 andd in vivo [Soc, Neurosci. Abstr.

25 11999) 67.7]. This approach holds greal promise for research and therapy.
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1. Type of research

Noneviral vectors for receptor-mediated  gene: transter
systems are svithesized by cross-linking puly-r-lysine with
a ligund tor eell-surfuce receptors that undergo endocytosis
[20]. The plasmid DNA is electrostatically bound to the
poly--lysine moiety ol the vector feading to the Formution
of u complex that is known s polyplex [9]. When the
ligund of the polyplex recognizes its cell-surtace receptor,
the polyplex is inernalized via receptor-medinted endo-
cytosis, cotrunspotting the toreign DNA (polytection {9].

Neurotensin iNT) is a suitable hgand for o vector
capable of transterring genes o cells via the high-aftinity
NT receptor (NTRH) [13]. Once NT binds to NTRH. the
w-receptor compiex -is endocytosed. and NT is later
d ounaltered near the cell nucieus [§] These evi-
dences sugy
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st that the transport of NT hypasses the

Iysosomal compartment. the rute-limiting  baerier 10 re-
ceptor-niediated  systems, Accordingly, NT as polyplex
tigand witl provide the escape of the ¢DNA from the
endosome during its transport. thus assuring an eftective
gene transfer to NTRH-expressing cells [14]. dn the brain
of experimental animals, some putative targets for gene
dcllver via NTRH are neurons of the mesulimbic and
i minergic systems and of the basal fore-
brain cholinergic system [10]. Polylection of these neuro-
mil systemny cin be used to develop sirtegies for gene
therapy of ‘the central nervous system. The neuroblaston
NIE-115 cell dine and the human colonic adenvcarcinoma
HT-29 cell line express NTRH [2.3], being thus usetul
avstems for o rupid evatuation of the efficacy of the
NT-polyplex.

We report herein the detailed method for the synthesis of
the NT=-SPDP-poly-L-lysine conjugate (the non-viral vec-
tor), guidanee o select the optimal molar rtio ot the
NT-polyplex. and procedures for sticeesstul gene transter
w cells via NTRH.

20 Elseveoer Science BN AL rights resensed.
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2, Time required

Phase 1. Conjugation of neurotensin to poly-L-lysine: 5
days. :

‘s Formation of NT-SPDP und SH-SPDP-poly-L-lysine
moieties: 8 h.

* Synthesis of NT-SPDP—poly-L-lysine conjugate: 36 h.

o Purification, concentration and dialysis of the NT-
SPDP-poly-L-lysine conjugate: 48 h.

o Determination of poly-L-lysine content in the conju-
gute by spectrophotometry: | h.

Phase Il Determination of the optimal molar ratio of
DNA: NT-SPDP-poly-t-tysine conjugate: 3 h.

« Formation of the NT-polyplex: | h.
e Agarose gel electrophoresis und DNA detection by
UV transillumination: 2 h,

Phase 111, Internalization assay: 3 h.

« Formation of NT-polyplex and tluorescent lubeling of
DNA with propidium todine: 1 h.

e Cell incubation with propidium jodine-labeled NT-
polyplex, fixation and mounting for confocal miicro-
scopy analysis: 2 h,

Phase [V, Expression assay: 51 h,

« Formation of NT-polyplex: 1 h. .
. ol thation with MT-polyplex: 12 h, .
o Addiional  meubation i serumesupplemented
medium: 36 h, L '
o Cell fixation and mounting for confocal microscopy
analysis: 2 h. R TR

3. Materials
J.1. Special equipment

Econo-Pac 10DG column, Sephudex G-10 (221 cm)
cotumn and Biogel A-L.5 m (45X 1.5 cm) column, electro-
phoresis  power  supply  model 10007500, horizontal
minigel apparatus (Bio-Rud Laboratories: Richmond, CA).
Spectrophotometer DU 650 (Beckman [nstruments [ne.:
Palo Alto, CA). vacyum concentristor Heto (ATR: Laure,
MDDy cell model 12 for alteatiltration under  nitrogen
atmosphere and membrane 25, PM 10 (Amicon Corpora-
tion: Lexington, MA), Eagle Eye U (Stratagene; La Jolla.,
CA). vortex Genie 2 (Scientific Industries [ne.: Bohemia,
NY). Sorval RMC14 microcentrituge (Dupont; Newtown,
CTy. Bivlogical safety cabinet and CO, incubator (Nuaire
lne: Plymowh, MN) and confoca) imaging  system

retenels O (20008 1324

‘equlppe'd'wilh a keypton—argon laser beam  (Bio-Rad
_,NIRC-ﬁOO: Watford, UK).

3.2, Chemicals and reagents

Neurotensin, poly-t-lysine hydrochloride (25 000 D).
dimethy! sulfoxide. EDTA disodium sall, ethidium bro-
mide, propidium jodine, agarose, guanidine and molecular-
weight markers (dextran blue, B-amylase. bovine serum
albumin, horse cytochrome C and bromophenot blue) were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
LC-SPDP and dithiothreitul (DTT) were from Picrce
Chemical Co. (Rocktord, IL). Dialysis membrane (10 000
Da cut off), pGreen Lantern™-I, sodium bicarbonate,
Hepes, Dulbecco'’s Moditied Eagle Medium, fetal bovine
sertm and antibiotic —antimycotic solutions were obtained
from GIBCO-BRL (Grand Island, NY). Vectashield was
purchased from Vector Laboratories, Inc. (Burlingame,
CA) and caleein AM wais from Molecular Probes (Eugene.
OR). Other chemicals were of analytical reagent grade
quality obtained from usual commerciual sources. Four-well
culture plates Nuncton (Cat. #176740) were purchased
trom Nune, Inc. (Naperville, 1L), 10X 10 mm cover glass
was from Thomas Scientific (Swedesboro, NJy and 0.22
win filter units Millex-GV from Millipore (Bediord, MA).

Column PBS (17.42 mM Nu HPO,, 2.38 mM KH,PO,,
150 mM NaCl, 1.0 mM EDTA. 0.02% sodium azide, pH
7.2y

Cell PBS (8.1 mM Na,HPO,. 1.2 mM KH,PO,, 133
mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4).

TAE buffer (0.04 M Tris~acetate and 0.001 M EDTA,
pH 8.0).

6X Gel loading butter (0.25% bromophenol blue, 0.25%
xylene cyanol FF, und 15% Ficoll Type 400, Pharmacia, in
water). '

. 4, Detailed procedure

4.1 Phase 1: Conjugation of neurotensin to poly-t-Iysine

S Theoretical considerations

Since free NH, groups are involved in DNA binding.
the extent of NT cross-linked to NH, groups of poly-1.-
lysine should be minimal but sutficient to activate NTRH-
mediated endocytosis. NT has four NH, groups per
molecule, while poly-t-lysine has 195, which can react
with SPDP. The chemistry of cross-linking of NT with
poly-L-lysine at 5/1 ratio is presented in Fig. | Based on
the assumption that the reaction is 100% efficient, an

« average of five molecules of NT would cross-link with one

nolecule of poly-t-lysine.
L.1.20 Formation of SH-SPDP«pulyv-1-lysine moicty
. .

e Dissolve 10 mg of poly-L-lysine {25 000 Da) in 970 ul

Wo -
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A) Quﬁ]:ﬂggilaq S PDP (o poly-L-lysine and reduction with DTT

: S N"z-(K)m-COOH + N-O-C-(CH,),-C-(CH;)l-S-S O
Paly-l,-lyslnc (25,000 Ds)

f T LCSPDP -
i : g f 10 HOIO N-Hydmxysuulnlmlde
: Poly-Lelysine- [- NH- &(cu,),-c-(cﬂ,),~5-s O lm et e

Pyridine-2- lhlone
L (E3;=8.08 x 109 M tem® ')

: Poly-l.-ly:lne- l NH-E‘(C";JVC '(C"x)x'sui

B) Canjuc-llon of LC-SPDP to Neuromuln

1 @-S-S,(Cll,i.'

. 5 NH,-E L-Y-E-N-K-P R-R-P-Y.I-L.-COOH
Nenrnlensln

. ‘b‘ 10 HONO N-Hydmxy:uc:lnlmlde A

ki SPDP 1

pul o). -I\\Iue and reduction of SI'Dl‘—p\»lv.u -Iy\lm.- uhh DTT (H) Cunju IC-SPDP w g ol
SH ‘ZI’Dl’-[m() Iysine, The hnud urrws llldll..ﬂe |I|< site of the F".unmvlur incti (tici ot py i 2thivee. LC-SPDP.
intinidy 1-6-| 37t 2-pyri L 2 DTT. dithiothesital, -2 i} A . .
ot edlumn PBS. The concentration of poly-L-lysine is itation: . Final utions are. 4 M LC-
041 mM. SPDP und 0.4 mM poly-r-lysine.
e Dissolve 1.7 mg of LC-SPDP (425.5 Da in 30wl of ® Stir the reaction mixture for 30 min at room temperi-
DMSO (the concentration uf LC-SPDP is 13, mM ). ture in the dark (SPDP is light sensitive).
Transter the complete volume to the tube containing .+ To purity SPDP-poly-L-lysite, apply the sample to un
poly-L-lysine at once, and mix vigorously to avoid Ecano-Pa¢. 10 DG column previously equilibrated with

mt——
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columin PBS ut room temperature. and collect 17 1-ml .

o To purity the SH-SPDP~poly-1.-lysine moiety. apply

2

1 G215 nm
m|m280 nm

Absorbance at 215 nm
i
-
U 082 1 a3uRqUOSqY

2 4 8 8 10 12 14 18 18
Eluent Yolume (mi)

Aboudance w215 am

Fz

1. Nuvareo-Qivivogu | Broam Reearch Progecols 0 (20000 13- 24

the sumple w an Econo-Pac 10 DG column equili-

- fractions. brated with column PBS at room temperature, and
o Transfer 100wl of each tfraction to 0.5-ml tubes. Add colieet 17 1-mi fractions.
200 i of columa PBS, mix well, and read absorbance e Transter 1K) wl of each Iraction to 0.5-ml wubes. Add
simuitapecusly at 215 and 280 nm. Obtain the chro. 200 1) of column PBS into each tube, mix well, and
matogram by plotting ubsorbance versus cluent vol- read absorbance simultancousty at 215, 280 and 343
ume (Fig. 2). nm. Obtain the chromatogram by plotting absorbunce
e Pool the first peak (generally 5 mb that elutes in versus eluent volume (Fig. 3).
fractions 3 to 7 (Fig. 2). and reduce the volume to 1 e Poul the tirst peuk (generally 5 inl) that elutes in
ml in a vacuum concentrator (Heto), The first peak tractions 3 w 7 (Fig. 3). and reduce the volume to |
cemtating the poly-t, ne-SPPRP maoiety, ml in a vacuum concentrator (Heto). The first peak
e When 1 ml is achieved, immediately add 0.5 ml of 156 containg the SH-SPDP -poiy-r-lysine maiety.,
oM DTT (12 mg DTT in 0.5 ml of column PBS) 10
teduce  SPDP-poly-i-lysine o SH-SPDP-poly-i- 413 Formation of the NT-SPDP moiety
lysine, :
« Stir the mixture for 30 min &t room temperature. o (o a parallel assay, dissolve 3.34 my of NT (1673 Da)
e After incubation, dilute 20 pt ol the reaction mixture in 970 pl of colunn PBS. The NT concentration is
with 180 pl of column PBS (10X dilution), and reand 2.06 mM.
the absorbance at 343 am. To caleulate the reaction e Dissolve 1.7 mg of LC-SPDP (425.5 Du) in 30 pl of
efticiency, use the equation: DMSO (the concentration of LC-SPDP is 133.2 mM).
= (Abs “"I"“/Em"m) D.E. Transter l‘hc complete vnlumc. o fhc tube coumiuin.g
N neurotensin at once, and  mix vngorously o avoid
Where C is the concentration of pyridine-2-thione, precipitation.  Final concentrations are 4 mM LC-
AbS 44 . 18 the absorbance ol pyridine-2-thione SPDP and 2 mM neurotensin.
33 nm, Eyyy . is the molar extinction coeflicient of o Stir the mixture of neurotensin aad LC-SPDP for 30
pyridine-2-thione ut 343 nm whose value is 08X 10 min at room wiperstuee in the dark,
em”' MY, and D.F. s the ditution factor, Given an * To purity the SPDP-ncurotensin mwicly, apply the
Abs =121 sample to a Sephadex G-10 column equilibrated with
3 o 0 el SN 0 st I3
C=1.20em TRO8X 10 am ' M 'y 10 ;}tgf‘.‘,‘,‘:.-,ﬁgi...:l, room lemperature, aml coliect 22
' e Transter 100 gl of cach traction 1o 0.5-ml tebes, Add
C=1497x10 "M 200 pt of columan PBS into cach tube, mix well. and
Considering 4 mM as the initial concemration off read absorbance simultancously ac 215 and 280 nm.
LC=5PDE the direet source ol pyridine-2-thione (see Obtuin  the  chromatogrm by plotting  absorbance
Fig. 1A) the reaction etficiency will thus be 1,497 versus eluent volume (Fig, 4).
mM /3 M X 1H06: = 37.4%, e Poul the lirst peak containing the NT-SPDP moiety

257 2 po7

24
poaz

028

A £ pue 032 e $34320QY

035+ o4

0

2 4 8 8 10 12- %4 16 18 2
Eluent Voioma (mi)

A Punticition ut SH-SPDP-poly - Iysine musety on Eeono-Pae

Fig., 2. Puntcation of SPDP-poly - -hsine mowty on Econeefae 100G
wcedumn, The mohite phiase is colimn PRS, pH 7.2, The collected Fractions
are equivadent W L ml ol cluent. The pumbers show the clution peaks

DG column. The muobile phase is column PRS, pH 7.2 The collevted
Iractiois are eyuinatent o bl of ¢lucni. The aumben show the clution
peuks,
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2 the absorbance at 343 nm. Culculate the reaction

3

Apsorbance s 215 nm
Y
i

v v r i
] 5 6 7 8 9 10 u [}

Eluent Volume (mi}

<« Gl The

livos are

in=SPDP moicty on Seph
pH 7.2 The wllected

tion of neury

mobi
equivalent to 0.5 ml of cluent. The nunibers show the clutivn peaks,

phase is columa P

that elutes in fractions 10 o 14 (510 7 mi, Fie, 4, and .
reduce the volume o [l in a vacuum concentralor,

d 4 Svuehesis of NT=-SPDE <polyver dysine conjugaie
(the gene vector)

Mix the NT-SPDP moiety with the SH=-SPDP-poly-
L-lysine moiety under vigorous stirring o avoid pre-
cipitation.

Stir the resction mixture for ‘Kn Wt ntn lcm.)u.llurc
in the dark;

After incubation, dilute 20 ].Ll of the reaction mixture
with 180 pl of columa PBS (10X dilution) and read

AY
8215nm

=280 nm
343 nm

Abosibance at 215 nm

—— ¥ T T
20 30 40 S0 60 70 60
Eiuent Volume (mi)

efficiency according to the equation:
C = (AbS 4y 4, /E gy ) D.F.

Where € is the concentration of pyridine-2-thiope,
Absyyy aa iS Ihe absorbance of pyridine-2-thione at
343 nm. £y, ., 18 the molar extinction coetficient of
pyridine-2-thione at 343 am (8.08% 10" em™' M™Y.
and D.F. is the dilution factor. Given an Absyy 0=
1924

C=(0.924cm™ /808X 10 ecm ™ M~y x 10

C=1.14%X10"*M

Considering 4 mM as the initial concentration of
LC~SPDP, the direct source of pyridine-2-thione (see
Fig. 1A}, the reaction efficicncy will thus-be 1.14
mM /4 mM X 105 =28.5%.

To purify the NT-SPDP—poly-1-lysine conjugute,
apply the sample to a Biogel A-1.5 m column equili-
brited with 2 M guanidine in [0 mM Hepes bufter, pH
7.4, Collect 100 -l fractions,

Transter 100 @) of each fraction to 0.3-ml tubes. Add
200 p! MilliQ water into cach wbe, mix weil, and read
absorbance simultancously at 215, 280 and 343 nm.
Obtain the purification chromatogram considering the
three wavelengths (Fig, 5A).

Pool the peak 1 (generafly 21 ml) corresponding o
fractions 40 w 60 (Fig. 5A), which contain NT-
SPDP-poly-r-lysine. and reduce the volume to | ml
unller N, utmosphere using the ultrutitieation celt
model 12 with a 25, PM 10 miembrane (Amicon).
Diulyze the NT-SPDP-poly-t-lysine  cunjugate
against [ 1 of cell PBS for at least 4 h. Repeat the
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dialysis ‘procedure four times using freshly-prepared
celt PBS.

e Sterilize the NT-SPDP-poly-L-tysite conjugate using
a 0.22-pm filter (Millex-GV), and distribute it in
“0.1-m! aliquots, Store the aliquots at —70°C for up 0
| year,

So0.3. Determining the molecular-weighe of the NT-
SPDP~poly-i-lysine conjugate

e Calibrate the Biogel A-1.3 m column with tive molec-

utur-weight mackers (Fig, 38). The mobile phase is 2

M guanidine in 10 M Hepes bufter. pH 7.4,

e Dissolve alt the molecular-weight markers in | ml of
mobile  phase  as  follows: Blue  dextran MW=
2000000 (Peak #1). 0.3 mg. B-Amyluse MW=
200000 (Peak #2), 1.0 myg. Bovine serum albumin
MW =66 000 (Peak #3). 1.0 mg. Horse eytochrome C
MW= 12000 (Peuk -4, 0.5 mg. Bromophenol blue
MW=692 (Peak #5). (.1 my.

o Apply the Fml sidard mivore o a Biogel A-1L3 m

1:27 1:33 1:39 1:45 1:510
[H)] 130 1:36 1:42 1:48
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column equilibrated with the mobile phase, Collect
100 -l fractions and read absorbances at 280 nm.

surbance versus eluent volume. and the calibration
curve by plotting the Jogarithms ot the known molecu-
lar-weights of protein standurds versus the respective
V.7V, values (Fig. 5B). V, is the elution volume and V,
is the void voluime corresponding to blue dextran
clution volume. . .
Extrapulate the ratio V,/V,, of the NT~-SPDP-poly-L-
lysine conjugate (Fig, 5A, peak 1) in the calibration
curve to calculate its mean molecular-weight,

4.1.6. Determination of NT-SPDP—poly-t-lysine .
conjugate concentration .

‘Obtain the calibration chromatogram by plotting ub-

¢ Obtain the stundard curve of poly-L-lysine (25 000 Da) -

by plotting ubsorbance at 215 nm versus concentration
(from 0.1 to 1.0 mg/ml cell PBS).

Aliguot 15, 20, and 30 pl of the NT-SPDP-poly-L-

lysine conjugate into separate (0.5-ml tubes, and add .

cell PBS to bring the volume to 300 pd (dilutions 1:20,

£:15 and 1:10, respectively). Read the absorbance of -

the diluted samples at 215 nn and exirapolate the

cvalues in the standard curve to caleulate the con-

centration of poly-t-lysine, Correct by the dilution
factor 1o obtain the concentration ol poly-L-lysine in -
the conjugate (mg/ml). .
To obtain the molar concentration of’ poly-L-lysine in
the conjugate. divide the concentration value in mg/ml
by the mean motecular-weight value ol the conjugate.

4.2 Phase H. Dete of the I molar ratio
af DNA: NT=SPDP -poly-t-lysine s

.21 Retardation microassay

Prepare nine 2-pl dilutions of the NT-SPDP-poly-t- ;.
lysine conjugate with serum-free culture medium
corresponding to the following molar concentrations:
486, 540, 594, 648, 702, 756, 810, 864 and 918 oM,
Mark the tubes from #2 0 #10 according to the
increasing concentrations. R
In 10 separate 500-pl tubes, dispense 4 pl of 9 aM -
plasmid DNA. Mark the tubes from #1 1o #10. !
Add 2 pl of serum-free culture medium to wbe #1, =
and 2 pl of euch dilution of the NT-SPDP-puly-L- -
Iysine conjugate 1o the corresponding tube containing
the plasmid - DNA (pGreen Lantern™-1). The “tinal
concentration of DNA is 6 aM and that of the NT-
SPDP-poly-t-lysine conjugate is . 162, 180, 198,
216, 234, . 270. 288 and 306 oM, respectively. The
malar ratio of DNA versus NT-SPDP-puly-1-lysine
conjugate will thus be 1:0, 1:27..1:30, 1:33, 1:36, 4:39,
U420 145, 148 and 1351, respectively (Fig. 6). -«

Fig. o Retadation microassay of NTopolyplen b deternnmmg the
optinal DNAT NT-SPDP oty vame o NTpulypieres resulting
tronty ditterent saltos were electtophoresed v .84 . Wil iureane
e concentrations of NT-SPDP-poly -y ane, DNA mobabzation s
the gel t181.

retarded durge neairalizedy a0 e paent of mt esters

Rabues al 130 40 042 yielded the best resttlis tor poly e
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« Stir the ubes for 30 min at room temperature to allow
tormation of the NT-pnlypkx.
After incubation, add 1.2 ul of 6X loading bufter to
euch tube, vortex, und gather dispersed ‘drops by
centrifugation in u microcentrifuge (3000 rpm for 10
S).
Transfer the complete volume of euch ratio to lhc
respective well of 0.8% agarose gel. Electrophorese
the samples in a horizontal minigel apparatus using
TAE buffer (80 V. 2 tn. Stuin with ethidium bromlde
(0.5 pe/ml), and examine the gel with-a UV trans-
illumination apparatus { Exgle Eye 11) 10 unulyze DNA
migration, Fig. 6 shows that the optimal molar ratio is
in the range [:36 0 1:42,

4

536 DNA: NT—SPI)I’-/!I;[\--
aid expression assays

Ivvine jur internalization

e Dilute 13wl of 6.7 uM NT-SPDP-poly-L-lysine
conjugate with 107wl ol serum-lree medium. NT-
SPDP-poly-i.-lysine concentration is 726 nM.

M.

To form the NT-polyplex, add drop by drop the
complete 120-pd volume of NT-SPDP~poly-L-lysine
conjugate to the 280-pl volume of DNA solution
staking manually atier each addition. Finally, shuake
the mixture tor at least 3 min at room temperature
(final concentrations of DNA and NT=SPDP-poly-1.-
tysine conjugate wre 6 und 217 aM, respectively: molar
rativ 1:30).

Electrophorese a 6-ub aliquot of the NT-polyplex and
a sample of u similar concentration of plismid DNA in
0.8% agurose gel (TAE buffer, 80 V, 2 h). Stin with
cthidium bmnndt (0.5 u/ml! examinge the gef with a
UV tansitlumination Eayle Eye 1D, and
compare the DNA mu.rulmn with that obtined in the
retention microassay (Fig, 61

Use the NT-polyplex tor espression assays in cell
cultures as desceribed in Section 4.4,

For internalization assays. labet the plasmid DNA of
the NT=polyplex with a luorescent dye 1 min betore
its use, For this purpose, add 4 pl of 1| M propidium
iodine dissolved in serum-tree cultare meditm to 400
wl of NT-polyplex tthe (inul ¢oncentration of prop-
idium idine is 10 gM) Mix well for 10 min in the
dark (propidivm iodine is light sensitivel, and add it 1o
the cell cultures as described in Section 4.3,

Dilute 0.8 pl of 3 wM pGreen Lantern™-1 with 280
wl of serum-tree medivm. DNA concentration is 8.5
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o Pluce i sterile 10X H) mm cover glass into ench well
of d4-well plates (Nunclon).

Add 300 pl of 0.2% collagen (common gelatin
prepared in MilliQ water) into cach well. After 5 min.
remove the collagen solution and et wells dry in a
tissue culture biotogicul cabinet.

Seed NTRH-bearing cells at 70% confuence on cover
glasses  placed into muftiwell  culture  plates, - The
culture medium is supplemented with 105  fetal
bovine serum and 1% antibiotic—antimycotic solution.
After a 20-h incubation, remove the culture medium
and add 400 pl of 5 uM of caleein AM, a Huorescent
murker o celi viability., Calcein must be dissolved in
cultuse medium and be used at once. The removal and
addition af medim must be performed carefildly 1o
prevent cells from detaching.

After a 20-min incubation, remove the caleein solution
and immedintely add the $00-p! volume of propidium
iodine-labeled NT-polyplex. Incubute the cells Tor
ditferent times 1o study the temporal course of inter-
nulization.

Upon completion of incubations, remove the culure
medium, wash three times with cell PBS. and fix cefls
with cither 4% paraformaldehyde at room temperature
for 30 min or |m.lh.uml {ubsolute grader at —20°C for
5 min.

Remove the cover glasses from the multivell culture
plates and mount them on o nicroscope slide using
Veetashield.

Scan the fixed cells in o conties! system
eyuipped with o -Keypton—argon faser beam (Bro-Rad
MRC-600. Wattord, UK). Detect the Huorescence of
propidium iodine wnd caleein present inside the cells
with o 60X oil-immersion objective at excitation/
emission wavelengths of 5687385 nm (red channel)
and 4887522 nn (green channel), .

44 Phase IV, Transiem expression of pGreen
Lantern -1 polvfected in NTRH-bearing cells

e Sced NTRH-beuring cells at 40% confluence on cover
glusses placed into culture plates as described in
Section 4.3,

s After a 24-h incubation. remove culture medium and
immedintely add 400 pl of the NT-polyplex prepared
in serum-tree medium. The removal and addition of
medimit must be performed carefully o prevent cells
from detaching.

e After 2 h, add 44 pl of fetal bovine serum 1o the
NT-polyplex solution to yield a final concentration of
10%.

e After a 2-h incubation. remave the NT-polyplex

solution, wash once with cell PBS. and immediaely
add medium supplemented with [0 fetal, bovine
serum and 1% antibiotic- antimycuotic solation,

4.3 Phase 1. nternalization of propidinm iodine-
lubeled NT-polyplex in NTRH-bearing cells

L Fg=G
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Forly eight hours after the addition of the NT-poly-
plex, carefully wush cells three times with cell PBS,
and tix them with either 3% paraformaldehyde mt room
temperature for 30 min or methanol fabsolute grade) at
=2°C for'5 min.

After fixation, wash cells three times with-cell PBS,
and add 200 pl of § pM propidium iodine dissolved in

cell PBS. After 2 min. aspirate the propidium iodine .

and wash three times with cell PBS.

Remove the cover glasses trom the multiwel] culture
plate and mount them on a microscope slide using
Vectashield, .

Observe the llunresucncc inside the rclls with a
confocal icroscope system ot excitation/emission
wavelengths of 4887522 nm (green channel) for the
green fluorescent protein, wnd S68/585 nm (red chan-
nel) for propidivm iodine.

5. Results

3.1, Syuthesis of NT=SPDP-poly-i.
vector)

vine (the wen-viral

The puritication off SPDP-puoly-t-lysine on Econo-Pac
10 DG column shows two peaks ut both 215 and 280 nm
(Fig. 2). High molecular-weight compounds (>6000 D)
elute in the tirst peak. while -Jow molecular-weight ¢om-

pounds elute in the second peak (<< Da). Accordingly.

the SPDP-poly-i-lysine moiety clutes in the fiest peak
(fractions 3=7). The presence of absorbance at 280 ony in
the first peak is evidence of SPDP conjugution to poly-i.-

*lysine, since the latter molecule does not absoch at that
wavelength, Low  molecular-weight compounds such as .

free -SPDP and N-hydroxysuccinimide released fram the
reaction elute in the second-peak (fractions 7-14),

Fractions 3-7, containing the SPDP-poly-L-lysing moie-
ty. were concentrated and incubated with DTT 1w expose
the highly reactive sulthydeyl group of SPDP. The conju-
gation efliciency was 37.4% as estimated by the con-
centration o pyridine-2-hione releised in the reaction,
Puritication of reactants on Econo-Pac 10 DG column
showed only the peak corresponding o the low molecular-
weight compounds at both 280 and 343 nm (Fig, 3:
tions [0—15) However, the chroma un at 213 nm
shows the presence of two peaks (Fig. 3). The tiest peak
corresponds (o the SH-SPDP- poly-t-lysine moiety (frac-
tions 3-7), and the secand peak overlaps with that
revealed at 280 and 343 nm. The absence ol absorbance at
280 am in the diest peak is evidence of the complete
reduction o SPDP tinked to poly-t-lysine (Fig. 3).

The purification of NT-SPDP on Sephadex G-10 shows
two peaks at 215 and 280 am (Fig. 43 The tiest peak
contains moilecules greater than 700 Da, while the second
peik corresponds to moleculur-weights betow 700, Da.

" respectively. According to the exclusion limit of Sephadex

G-IO. the neurotensin-SPDP moiety elutes in the first peak .

teluent volume 5-7 ml). The presence of absorbance at
280 nm in the tirst peak is evidence of SPDP conjugation
to neurotensin, since the latter molecule possesses o
negligible absorption at that wavelength, The secand peak
Leluent volume 7.5-10 mi) corresponds to free SPDP and
N-hydroxysuccinimide released in the reuction,

The highly reactive sulthydryl radicat of SH~SPDP-
poly-L-lysine reacts with the pyridyl-disultide. residue of
the SPDP linked with NT to torm the NT-SPDP~poly-L-
lysine conjugate (Fig. 1) The cross-linking efficiency was
28.5G% as shown by the concentration ot pyridine-2-thione
released in the reaction. The chromatogram of puritication
on Biogel A-1.5 m-shows three peaks at 215 nm and only
one peak at 343 nm, the latter corresponding to pyridine-2-
thione (Fig. SA). According to the calibration curve, the
tirst peak (30 000 Da. mean MW) at 215 nm corresponds
to NT-SPDP-poly-1.-lysine conjugate. und the second one
10 free NT-SPDP (Fig. 5A). The fractions $0-50 con-
taining compounds from 30 000 w0 120000 Da were
pooled. concentrated in the Amicon-celt under N, atmos-
phere, and tested in internalization and expression assays.
The concentration of this conjugate based on the poly-L-
lysine moicty was 0.5 mg/ml corresponding to 6.7 pM
(75 000 Da, mean MW),

Determination of the optimal molareratio DNA:
NT ~SPDP =polv-r-Ivsine conjugate

Crose-linking of NT with poly-i-lysine by meuns of
SPDP resulted 1 conjugittes umhlc ol binding DNA as
shown by the retention microussay (Fig. 6). Electropho-
resis o NT-polyplexes formed at ditterent moiar ratios
(DNA verstts NT=-SPDP-poly-t.-lysine conjugate) showed
o different migration pattern in (0.8% agirose gel (Fig. 6).
DNA migration® was gradually retarded in the respective
wells up o the point of not entering the gel when
increasing the NT-SPDP-poly-i-lysine conjugate concen-
tration. The optinal molar rutio of DNA: NT-SPDP-poly-
L-lysine conjugate was in the range from 1:36 to 142 as
contirmed by the expression assays.

L33 NT-polyfection of N1E-115 cells

NIE-1IS cells stuined with caleein (Fig. -7A) and
soexposed 1o propidium iodine-labeled NT-polyplex for 30
min show red marks inside the cells (Fig. 7B). On the
contrary, culeein-stgined cells (Fig, 7C) incubated with
propidium iudine-labeled NT-polyplex for 3 min in the
presence of 0.45 M sucrose show propidium iodine marks
on the cell perimeter ¢Fig. 7D). These results demonstrste
the medition of endocytosis ' in plasmid DNA uptake by
NTRH-expressing cells.

In agreement with the internalization results, Fig, 8
shows the expression "ol the gene encoding the green
Muorescent protein in NIE-LIS cells (Panel Ay, The
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counterstaining with propiditn iodine aftee cell fixation Only the NT=polyplex tormed at the optimal nolar rutio
reveals the cell poputation (Panel B) in the same tield Reeps the internalization properties off NT, being able to
where the expression was observed. showing a NT-poly- endaeytose and transport ¢DNA towards the cell nucteus
fection eflicieney ot 6.5=1.5%. [14]. Our results ha shown that the retardation mi-
croassay is a funduamental, practical and rapid procedure 1o
. R . determine the optimal molar ratio [13.14]. Following the
6. Discussion . . method for NT-SPDP-poly-L-lysine synthesis and the
. - procedure o form the NT—=polyplex at optimal molar ratio,
6.1. Troubleshooting. - both issues deseribed hergin, we have reported successful
. polyfection ol ceporter genes in viteo 14 and in vivo [ 1],
- The synthesis of NT—polyplex is a'simple, low-cost and A wide runge of molecelir-weight cosjugates is ob-
reproducible procedure, However, the NT—polyplex must tained when bitunctionnl  crossinkers (SPDPY, poly-i-
be tormed at an optimal molar ratio between DNA and Bsine G polydisperse compound) and polyvadent ligands
. NT-SPDP-puly-L-lysing 1o obtain successful and con- (=NH,>2) are wsed fI315] This hewerogenenty is due 1o
sistent results in internadiztion and expression assays. the laek ot controb aver ihe location of the cross-linking. It

-
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has been reported that high molecular-weight conjugates
€300 000 Day resulting trom the cross-tinking ot some
mulecules of poly-t-lysine through ligand  bridges
inetticient for gene tnsfer (1310 On the conarae.,
molecolar-weight  conjugates (30 000-100 000 Da) have
provided successtul results in vitro [ 11 13=15] and in vive
11, Monovalent and low molecular-weight ligands  at
adequate proportion of conjugation o poly-t-lysine are
tuctors that have inproved gene transter [1LI30TS]. Based
on these considerations. NT was selected as the targeting
molecule because ot its low moleculur-weight (1600 Dua),
and the reaction was designed 10 conjugate about live
molecuies of NT per molecuale of poly ine, The mean
molecular-weight of NT=SPDP-poly-i-lysine  conjugate
culeulated from the standard curve (30 DOOY was consistent
with the theoretical molecular-weight (37 000), However,
the molecular-weight of the conjugate varied in a range
frony 20 (00 o 100 (KK Di. This dispersion is typical of
poly-1 ine itselt and of the SPDP derivatives [13,14].
A gritical step in the progess of conjugation with SPDP
is o avoid purtial precipitation of the reagents at the
beginning of the reaction, This fact cun change the
conjugation ratio of neurotensin o poly-r-ysine. resulting
in unpredictable mixtures of conjugates. A quick mixing
and a strong shaking usually avoid precipitation. Anuther
factor that reduces the efticiency of conjugation is the
incomplete elimination of DTT from the SH-SPDP-puly-
L-lysine solution, DTT, present in the tinal step of the
conjugation, will compete with SH-SPDP~poly-L-lysine
tor the reduction ot the NT=SPDP moiety, thus decreasing

the conjugation efficiency. After chromatography, o 4-h
diatysis of the sumple containing SH=-SPDP-puly-t-tysine
against Lnlunm PBS \vnII provide complete elimination of
DT,

Since N’l'—SPDP—puly~|.~ly\iuc canjugites lack aromatic
groups that absorb at 280 ni. monitoring-at 215 am is an
alternative 1o detect the conjugate elution. At this wave-
tength, however. guanidine interferes. with absorbance
readings  of  the  NT-SPDP-paly-L-lysine  conjugate.
Besides, the high concentration (2 M) of guanidine in the
mobile phase saturates the detection capacity oft some
spectrophitometers. A 1/3 dilution of the samples with
MilliQ water usually helps determine the elution pattern of
the conjugate.

SPDP and its derivatives are sensitive to temperature,
moisture and light [4.8]. However, NT-SPDP-poly-.-
lysine conjugates stored a1 ~70°C in [00-pt aliquots have
proved effective und reliable for gene transfer up to | year.
Thus, it is best to thaw one aliquot once and to store the
remaining solution in 10-ul aliguots a1 —70°C only tor
one use, Freezing and lh.nvm-' denaturalize the non-virat
vector, thus diminishing the activity of the NT-polyplex,
at 343 am atter both the DTT reduction and
the conjugation reaction of NT-SPDP 1 SH-SPDP-poly-
t-lysine are important steps to contirm that the. reaction
took place,

The ‘molar ratio between DNA and the vector cun be
theoretically figured out tuking into account the complend
positive charges ot NT=-SPDP~poly-L-lysine and negative
charges of DNA [9.12,18). However, this theoretical
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proc requires experi I contirmation. The reten-
tion microassay i practical and rapid procedure 10
determine the molar ratio [1,13,14]. Before each internali-
zation and expressiod assay, it is recommended to confirm
the optimal molar ratio of the NT-polyplex that will be
used. since an improper molar ratio will yield unsuccesstul
results. NT-polyplex formed at molar ratios’ between: 1:36
and 1:42 proved the- most efficient for polyfection {1,14].
At rutios over 1345, the resulting complexes were insoluble
und unable to enter the agarose gel (Fig, 6). and conse-
quently they tailed for polytection.

External fuctors that jinfluence the gene transfer effec-
tiveness of the NT-polyplex, in vitro concern the. intrinsic
properties of cell tines. For instance, NIE-115 cells should
be kept in the log phuse of growth for at least 20 days in
order o express functional NTRHs {71, .

6.2, Comparison with alternative approuches -

The limiting fuctor for in vivo rubcplnr-mv:dialcfl gene
transter scems to be the degradation of the expression
vectors in the lysosomal compartment. [n order to avojd
the lysosomal degradation. diverse approuches have been
successtully  used together with rcccpm;-medidtcd gene.
transfer systems. Examples are hepatectomy-induced liver
regencration alter the injection of the asialoglicoprotein—
polyplex {21, whole adenovieus 1o induce disruption of
DNA-containing endosomes 6,491, and  chloroquiné to

(u) Determinution- of the optimal molar ratio of DNA
NT-SPDP-puoly-L-lysine conjugate.

" (iii) Internalization assay. ' .
(iv) Expression assay. . - 3
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Abstract

We report herein the synthesis of 4 novel DNA delivery system and in vitro evidence ot its ability to transtect cell lines by binding to

the high-;
neurotensin crasslinked with poly
neurotensin or poly-Ledysine were puritied by gel liltration.

ttinity neurotensin reeeptor and subsequent inteenalizition o fi
<Lelysine xia V-succinimidyl- H"-pvnd\ Idithiv) prnpmn.llL (SPDP). The SPDP-derivatives with either

d-receptor complexes. The targeting vehicle consisted off

SPDP with

ot lhe reaction of

HS-SPDP-puly-L-lysine was puriticd through Biogel A 1.5, The ne irotensin-SPDPpoly- Lelysine conjugate was able to bind plusmidic

DNAs (pSV2ceut and pGreen Lantern-1) at optimal molar ratios of |
those plmnmlw |n the cell lines (NTE-11S and HT-29) bearing the high-alfinity neurc
and green tluorescent protein, wis observed in such cell lines. Both inteenalization and expression of

hi acety Y

nd 1:6 (DNA: Lonjugatc), esgaciively, Thie conjugate intemalized

sin receptor, Expression ot the plasmid pmduu\.

the |1lmn|d~. transterred by the neurotensin-SPDP-poly-1-lysine conjugate were prevented by acurotensin (1 1M M) and SR-48692 (100

nML a specific antagonist ol the high-alfinity ncurotensin receptor. The neurotensi
the neurotensin receptor (COS-7 and L-929). In rat brain, the b

teamstect eell lines lac
olimbi

lysine conjugate was unable to
necurotensin receptor is expressed by
the neurotensin-SPDP-poly-L-lysine

pol

SPDP.
af

s those of the nigrostriatal and

specilic neurons such

LIC systems.

conpugate could be a uselful wol for gene delivery 1o those neuronal ~y\|ux|\ © 1999 Ebsevier Science BV, All rights reserved.

Keviords: Neurotensio eeceptor: Receptor-mediated endocytsis, Gene transter; Gene therapy: Transgenic animat

1. Introduction

The selective delivery of an expression vector (plasmid)
10 a specific cell type is Kknown as turgeted gene delicery.
The basic approach in targeted gene delivery relies on the
tormation of’ a complex between a vector and a molecule
that will be selectively internalized by the target cells, The
targeting delivery systemy is made up by linking poly-L-
lysine with a ligand tor which the targeted cells puosses
specific receptors, Since poly-L-lysine is a polycation and

"t C Jing anthor, Dep de Finologia, Biotisica y Neu-

Cuum de Investi y de Estudios Avanzados del Instituto

Pohiéenico Nacional, f\[\-lrlddn pastal 14740, 07000 Mexico D.F., Mex-
o, I.n +52-5-747.71¢ mail: dinartine @ fisio.cinvestav.mn

DNA a polyanion, these molecules torm noncovalent com-
plexes. Targeted gene delivery was pioneered by Wu et al.
to transfer genes to the liver by taking advantage of the
unique presence of galactose receptors on hep vies
[47.48]. These authors cross-linked an asialoglycoprotein
(asiatofetuin, orosomucoid) to poly-L-lysine. By using this
system, in vivo transtection to hepatocytes of genes encod-
ing chlor icol acetyltranslerase, low-density lipopro-
tein receptor, and albumin has been achieved [29.49-51].

For gene delivery to the central nervous system (CNS)
neurotensin (NT)Y is & convenient targeting’ molecule since
it undergoes rapid internalization via its high-affinity re-
ceptor (NTRH) {7.35). NTRH shows high affinity for the
antagonist SR-48692 [19.27] and low attinity for levo-
cabastine [25.40], whereas tHe opposite-is true tor the low

DIOY-I28X /178 - see long matier € l')‘m Ll\uu.r Svienve BV AN rights reserved.
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POP-paly-t-lysine. To
ratin, comples
ctrophoresed in 084
mere 2 POP-poly-1-ysine, DN A mubdization
v aetarded Wchagge aeutiatized) o the poimt of not entersng fhe gt 1050
Ratios ot 1-5 100 b o yiehded he best resulty of sofuble compleses tor
reveptosnediated transfec i,

Fig 1 Retandaon ot DNA migration by
deternune the optinagd PN
formed at increasin:

UUTUNCERL

affinity receptor INTRL) [27.31] It has recently been
shown that NTRL does oot internalize NT in glial cells
[35]. although does s in the HEK 293 cell line stably
transtected with NTRL cONA [4]. Human and rodent brain
has been shown to contuin both NTRH and NTRL recep-
tors (2 5 and w third recently-cloned NT re-
ceptor (NTR3 /gpy3 /sortilin prowein) [32.36]. There is
good evidence thit NTRH is predominantly expressed by
newrons, while NTRL s u.xplu\u.l both in neurons (39]
and in glial cells [35) NT internalized atter binding o
somatic and axonal NTRH receptors ds transported to the
perikaria [7-9L and such internalization can be prevented
by the NTRH antagonist SR-48692 [43], The detection of

NT over the nucleus has led to postulate the existence of
receptors on the. nuclear membrane either for the peptide
itselt or for the complex formed with NTRH [3.10].

The neuroblastoma NUE-115 cell line and the human
colonic adenocarcinoma HT-29 cell line express NTRH
[1.2]. while they do not express NTRL [25], The presence
of NTRH in these cell lines and the availability of the
NTRH antagonist SR-48692 have been very useful-in the
characterization of the properties of NT binding to its
receptor and the associated signaling pathways [1,2,19],
allowing the in vitro validation of the model for NT
binding to NTRH. Therctore, these cetl lines could also be
a4 useful model to test strategies of gene delivery vin
NTRH, which will be later used to transtect NTRH-bearing
neurons in the CNS.

We report herein the design ot a novel targeted DNA
delivery system by using NT as the targeting molecule,
crosslinked with poly-L-lysine. The ability of binding DNA
was tested by lation gel electrophoresis. Taking ad-
vantage of the presence of NTRH in NIE-115 and HT-29

“cell lines, we used these cell lines to test the ability of our

gene delivery system to transfect them via rcccpmr-mudu—
ted endocytosis. -

2. Materials and methods
2.4, Cell lines and tissue culture conditions

The HT-29'cell line was cultured in McCoy's 5A
(nudilicd) aedium. NLE-115, L-929 and COS-7 cell lines
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM). Both media were supplemented with 10% fetal
bovine serum, a penicillin-streptomycin - mixture (100
rg/ml of each) und amphotericin (0.25 wg/mi). Cultures

were kept at 37°C under a 5% CO, atmosphere.

2. Svuthesis of NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate, the
wrgeting vehicle

NT (molecular weight 1673 Da) was cross-linked with
poly-L-lysine (mean molecular weight 44,000 Da) with
N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate  (SPDP) uc-
cording to the method described previously [6.14.23]
Brictly. poly-t-lysine (0.18 mM) was incubated with SPDP
(1.8 mM) in phosphate-butfered saline, pH 7.4 (PBS) for
30 min at room temperature. The reaction was terminated

. Selective uptahe by N
ot e targen
contfuenve were previousty hoded wath the Huorescein densative cateein AM (5
1efysine complen tor MEaun, Aer evtensive washing and fixation, the cell cult

LS celts of plismidic DNA delivered by NT-SPOP-poly-Lelysine, The plasmidic DNA (6 nM) of pGreen Lantern-|.
elicle a0 the optimal tatio (:6), waslabeled with_propidium iodine (10 M) in serum-free medium. N1E-11S cells w $0%

WM and then exposed W propidiun iodine labeted-DNA-NT-SPDP-poly- |
ures were' naging system. Panels AL C E and G

stuw the tusrescence of caligin observed weeweitation Zenission (Ex 7 Em) wavelenyths of 3887522 nin {green channet). Panels B, D, F and H show the |

tangesceiies of propidiim aing obsersed at Ex/Em waselengths o 568 7S8S

am (red chaanel). A and B panels are horizontal sections through the cell

nucteus. Cand D panels ase sertical seetions thiodgh the cell nucieus. The ather panels are projections of respective zeseriés of horizontal sections. tn all

cises. the seale Bats correspond to 20 wm
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by sepurating the reactants in an Ecano-Pac 10 DG cotumn absorbance was monitored at 210 and 280 am and | ml
cquilibrated with PBS at room temperawre. The cluent Iractions were collected for determination ot poly-L-lysine

Ex/Em 568/585 nm
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content at 210 nm. Fractions containing the poly-t.-tysine- vacuum concentrator (Heto). SPDP bound to poly-L-lysine
© SPDP conjugate were pooled and concentrated to 1 mlbina wus immediately reduced with dithiothreitol (50 mM) for

Ex/Em 568/585 nm
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ExX/Em 488/522 nm EXx/Em 568/585 nm

» COS-T LA and 1) amt
Paneis A and C show the Huorescenge o ©

show the Huoreseence of propudium adine observed at /B
hurizontal sections where the scale bars correspond 0 20 pm.

30 min at room temperaturd, At the end of the incubition,
the concentration of pyridine-2-thjvne released was deter-
mined by measuring the ubsorbunce at 343 nm (Molar
extinction coefficient at 343 nm=8.08 % 10~* M~
en~') o calculate the reaction efficicncy. To stop the
reaction, dithiothreitol was climinated by gel tiltrmion in
an Econo-Pac 10 DG column equilibrated with PBS. The
eluent absorbance was monitored at 210, 280 und 343 nm.
Aliquots (1 ml) were coliected for determination ot poly-
L-lysine content at 210 nm. Fractions containing the poly-
L-lysine-SPDP-SH conjugate were povled, concentrated to
I mt as described above, and used hnmediately.

in a parallel assay, NT (2 mM) was incubated with
SPDP (4 mM} in PBS for 30 min ut room temperature, The

129 (C and D) ot plasmidic DN A del,
ceint obverved at Ex/Em wavelengthy of 388/
n wavelengths ur S68 /585 am (red chaniel). ANl panels are projectivns of z-series of

Conditions were as described in
v (grcen channel). Panels B and D

cred by NT-5PDP-poly:

reaction was terminated by sepurating the reactants in
Sephadex G-10 equilibrated with PBS at room tempera-
ture. The absorbance of | mil eluents was monitored at 280
nm for determination of NT-SPDP conjugate, Fractions
containing the NT-SPDP conjugate were pooled and con-
centrated to |l as described above, This | ml fraction
was added to poly-L-Tysine-SPDP-SH fruction. and the

*reaction mixture was incubated for 24 h at room tempera-

wre with continuous agitation. At the end of the incuba-
tion. the concentration of pyridine-2-thione released was
determined by measuring the absorbance at 343 nm in
order 1o caleulate the reaction efticiency. The resulting
conjugate was puritied in a Biogel ALS colunn equili-

“brated with 10 mM Hepes bulfer containing 2 M guani-

Fig. 3, Selectivo uptake by HT-29 cells ot plasmidic DNA detivensd by NT-SPDP-poly-te-tysine. Conditinns were as described in the legend for Fig. 2.

Pancls AL C, € and G show the Nuorescence af calecin observed at Ex/Eny was clengths of 488/
ence of propidium iodine vhwrned at Ex/Em wavelengths of 568385 nm (red channel), A and B panels are hotizontal secnions through the cel!
. C and D panels are vertical sections through the cell nucleus. The rest of the p.m:l\ are projections of respeetise 2-serics ot horizontal sections. (n

all cases, the scale bars cornespond to 20 on.

19 - EI

) Panels B, D, F and H show the

nm green chan
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dine. pH 7.4, Chromatogrims were obtained at 210 and Iysine conjugate were pooled and concentrated at | ml in
343 nm and fractions containing the NT-SPDP-poly-1.- an Amicon Chamber {membrane 23, PM 10). Finally. the

Ex/Em 488/522 nm Ex/Em 568/585 nm
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NT-SPDP-poly-i-lysine conjugu’lc was dialyzed ‘uguinsl
PBS (Ca**
0.2-um membranes and stored at —20°C until use,

2.3. Formation of cector-poly-t-lysine complexes

Plasmidic DNA (pSV2cat or pGreen Lantern-1} and
NT-SPDP-poly-L-lysine  were dissolved in serum-free
DMEM. Complexcs werc l'onm:d at incn:using molar, ra-
tios (1:0, L:1, 1:2. 133, 1:5.5, . 1:7, and 1:8:
‘DNA: Lunjug.ne) by slowly .nfdm; 0.12 ml of NT-SPDP-
poly-L-lysine conjugate to 0.28 ml of DNA solution (6

nM). The reaction mixture was incubated tor 30 min at -

oom temperature., The complexes were filiered through a
02 pm membrane, and aliquots were analyzed by gel
clectrophoresis (0.8% agarose, 80 V, 2'h). DNA wus
visualized with ethidium bromide (0.5 pg/ml).

2.4, huternalization assay

The plasmidic DNA (6 aM) of pSV2eat or pGreen
Luntern-1, bound to the targeting vehicle at the optimal
ratio (1:6), was labeled with propidium jodine (10 pM) in
serum-free culture medium, To prevene the degradation of
the expression vectors in the lysosomal ¢ompartment,
chloroyuine (100 wM) was added. To mark the cellular
cytoplasm, cell cultures were exposed to the fluorescein-
derivative caleein AM (5 pMD 20 min betore the addition
of the complex, Comnlexes were added to N1E-115, HT-
29, L-929 and COS-7 el li cded in chamber slides at
80 of confluence. The same councentration of DNA (6
nM) was used in cach dish, After 30-min incubation, the
culture medium was removed and cells were washed three
times with PBS (Ca®'- and Mg? *-free). Cells were fixed
with 44 paraformaldehyde in PBS ( - and Mg?"-free)
(37°C) and mounted with the protective medium tor fluo-
rescence wvectashield” (Vector Laboratories). The fixed
cells were then scanned in a confocal tmaging system
equipped  with a krypton-argon  laser beam  (Bio-Rad
MRC-600. Watford, UK). The fluorescence of propidium
wdine and caleein present inside the cells was detected
with a 60 X oil-immersion objective at excitation /emis-
sion wavelengths of 568/585 am (red channel) and
4887522 nm (green channel). Ten to twelve confctutive
optical sections at | um intervals in the z-series were
obtained to evidence the red fluoresce of plasmidic DNA

- und Mg?*-free), sterilized by filgration through

255

e the cells counterstained with the’green Nuorescence
of calcein! The resulting images were ‘projected in a bidi-
~mensional plane on the screen monitor using pscudocolor
‘green mr caleein and red for propidium iodine. As nega-
tive controls the same cell lines were freated in the follow-
ing conditions: (1) cells incubated with propidium indine:
(2) cells incubtted with "propidium. jodine-lubeled DNA
were used to discard non-specific Muorescence in the red
channel; (3) nou-transfected cells were used 1o discard cell
autoflorescence: (4) death cells |ngub.m.d with propidium
iodine, which were a negative ¢ control for calcein but
positive control for propidium ivdine. In all conditions, the
propuhum iodine concentration (10 uM) was the samu as
that used to label the DNA of the targeting VChIClL

For the intemalization blockade & s, an excess of
cither neurotensin (1 wM) or SR-{SC\' 2 (100 nM) was
added to cultures [0 min before the addition of the com-
plexes. Additional experiments were carried out in pres-
ence of 0.45 M sucrose solution in NIE-115 and HT-29
cells. These cells were previously louded with calecin and
incubated in presence of 0.45 M sucrose for 20 min betore
und with the NT-poly-L-lysine porpidium ijodine-labeled
DNA complex. After 30 min ‘of ‘incubation cells” were
washed with PBS, fixed with purulb'rln:lldghydu 4% in
PBS and mounted with tashield. The cells were ana-
lyzed under the contocal mmpm_ s\mluh -

2.5. Transient recepror-mediated transfection of dl/]vn'ul
cell lines u'llh the targeting 't 'eluclu

The plasmids me.n Lantern-1 [l-.-l] and pSV2eat
[17.41] were used to study the expression of the reporter
genes. encoding the green- Nuorescent protein (GFP) and
chloramphenicol acetyltransterase (CAT). respectively. All
plasmids were grown in suitable Escherichia coli strains,
extracted by alkaline hydrolysis, and:purified hy two con-
secutive isopicnic separations in cesium chloride gradients
[38). Cell cultures at approximately 50% confluence were
incubated with the NT-SPDP-poly-L-lysine-DNA complex
formed at the optimal molar ritio (1:6: DNA:NT-con-
jugate) in serum-free medium, After u 4-h incubation, the
medium was supplemented with fetal bovine serum to
yield a 10% concentration. The sane concentration of
DNA (6 nM) was obtained in cach dish. After 12 h, the
medium was removed and tresh medium added. Upon
completion of the 48 h incubation celly were washed three

Fig, 5. Eapression of green (luorescent protein in N1E-115 cells. Cells st SU% contluence were exposed to the NT-SPDP-poly-L-lysine-DNA complex (6

nM DNA concenteation) formed at the optimal molar ratio (1:6; DNA:NT-conjugate) in serum-free culture medium. Alter 4-h intubation, the medium was

supplemented with fetal bovine serum to yield a [0% concentration. The meditun was renewed atter 12 h, and after a funher 36-trincubation the celts were
o

cuensively washed and fined with 3% puraformatdehyde in PBS (Ca®®- and Mg**
idi Id" und scananed in the confocal imaging systent. Paneds A, C, arnd E show the Huokeicence of GFP observed at

odine, with * hi

o waselengths of 388/522 nm tgreen channel). Pancls B, D, and F show the luorescy
568/3KS am (red channel). All images are the projection of the respective 2-series of horizontal sections where the scale bars” correspond 1o 20 p

«free) (37°C). AL this point. the cells were stained with | oM of

ce of propidium iodine observed at Ex/Em wavelengths of

Ni-qg
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times with PBS (Ca®*- and My?* *-free) and processed for
detection of the expression product of the respeclive re-
porter gene (CAT or GFP).

The cells incubated with the NT-SPDP-poly- L-Iysum,
bound. to pGreen Lantern-1 were fixed with 4% para-
formaldehyde in PBS, und were marked with propidium
iodine (I M) to determine the expression etficiency.
Cells were then mounted with * vectashield® and scanned in
the confocal imaging system. The fluorescence of propid-
ium iodine and that of GFP (the expression product of
pGreen Lantern-1) were detected with & 60 X oil-immer-
sion objective at  excitation/emission  wavelengths  of
568/585 nm (red channet) and 488/522 nm (green chan-
nel). respectively. All images were the projection of ten to
welve consecutive optical sections at [-pwm intervals in
the z-series.,

Cells incubated with the NT-SPDP-poly-L-lysine bound
to pSV2cat were hurvested after the addition of 1 ml
Tris—- EDTA=NaCl (0.04 M Tris~HCIL. | mM EDTA. .15
M NuaCl, pH 7.4) and lysed by three freeze-thaw cycles.
Supernatants were incubated with “cl- chloramphenicol
and acetyl-CoaA (4 mM) according to the method described
previously [17]. ["'C)-Chloramphenicol and its [“*c)-
acetylated  products were separited by thin-tayer chro-
matography on silica plates and anulyzed by a computer-
ized autoradiogruphy system {Instant Imager, Packard).
Positive controls were lysates from NIE-11S cells trans-
lected with pSV2cat by calcimmn-phosphate precipitation
(CaPO, ) [18]. Negative contrals were lysates from NLE-115
cells not exposed to pSV2eat compin.ied with NT-SPDP-
pols -1L-lysine. Where required, the N'T antagonist SR-48692

€100 M) was present 10 min before the addition of the -

cumplexes,
2.0, Protein determination

Total protein content was determined in cellular extructs
as described previously [28], using serum bovine albumm
as standard, .

2.7 Efficiency determinution

To caleul the internalization efficiency, the number
of cells bearing nuclear red marks were compared with the
total number of cells yield by the caleein-stained cells. The
expression efficiency was calculated comparing the num-
ber of cells expressing the GFP with the total number of
cells yield by the propidium iodine-stuined cells. Cells
were counted in 20 fields per slide, from four different
experiments, The values are expressed as the Mean +
Suindard Deviation.

2.8. Chemicals

Paly-L-lysine hydrocloride, cesium chloride. ethidium
bromide, propidium jodide, acetyl CoA, dimethyl sulfox-
ide, EDTA disodium salt, chloroguine, agarose, HEPES,
guanidine, paraformaldehyde, glutardialdehyde and NT
were purchased from Sigma (St. Louis, MO). Eco RI. Hind
1, pGreen Lantem-1, PBS (Ca®*- and Mg? *-free), DMEM
and McCoy medium, fetal bovine serum, trypsin-EDTA,
HEPES buffer, sodium bicarbonate and antibiotic-unti-
micotic solutions were obtained from GIBCO-BRLU (Grand
Island, NY). Calcein AM was purchased from Molecular
Probes (Eugene, OR). Econo-Pac 10 DG, Sephudex G-10
and Biogel A 1.5 columns were obtained from Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA). [“*Cl-chloramphenicol (54
mCi/mot) was from Amersham (Little Chalfont Bucking-
hamshire, UK). SPDP and dithiothreitol were purchased
from Pierce Chemical (Rockford, IL). All other chemicals
were ol analytical reagent grade quality und obtained from
usual commercial sources.

3. Results
3.1 The NT-SPDP-poly-t-lysine conjugate binds DNA

Crosslinking of NT and poly-L-lysine with SPDP re-
sulted in conjugates cupable to bind DNA. To establish the
optimal - ratio of DNA:NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate,
complexes tormed at different ratios were subjected to
electrophoresis in 0.8% agarose gel (Fig. 1). From ratio 115
to 1:7. there was o gradual retention of DNA in the
respective wells. Over all, complexes formed w molar
ratios between [:5 and 1:6 were the most efficient tor
transtection. At rutios gresler than 1:7 the resulting com-
plexes were insoluble and unable to enter the agarose get

" (Fig. 1). The NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate stored at

—20°C was functional up to | year {data not shown).

3.2, Speclﬁc NTRH-medicted internalization of NT-SPOP-
poly-t-lysine-DNA complex

Our results demonstrated a selective up(:ikc of plas-
midic DNA labeled with propidium jodine and bound to
NT-SPDP-poly-L-lysine by cell lines expressing NTRH
(NIE-115 and HT-29). COS-7 and L-929 cells were used
as negative controls. Positive caicein fluorescence was
observed in NI1E-115 (Fig. 2A, C. E and G), HT-29 (Fig.
3A. C. E and G), COS-7 (Fig. 4A) and L-929 (Fig. 4C)
cell lines. In all coses, the green fuorescence of caleein

Frg. 6, Eapression of green - Huarescent protein in HT-29 cells, Conditions were as described in the legend for Fig, 5. Panels AL C, and E show the

Huorescence of GEP obwrved at Ex/Em winelengthy of 388 /522

i (geeen channel), Panels B, D, and F show the lusrescence of propidiom iodine

observed at ExzEm wavelengitis of $68/385 nm (red channel). AL images are the projection of the respective seseries of horizonial sections wieae the

scale bars conespand (o 20 pn.
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marked perfectly the cellular cytoplasm. Horteontal und
vertical optical sections collected in the red channel of the
confocal microscope reveled fluorescent marks of propid-
tum jodine-labeled-plasmidic DNA inside the nucleus of
NIE-113 (Fig. 2B and D) and HT-29 (Fig, 38 and D)
cells. The red Muorescence of propidium todine was not
observed in N1E-115 (Fig, 2F) and HT-29 (Fig. 3F) cells
* when incubated in the presence of an excess of neurotensin
(1 M), The competitive NTRH ant st SR-48692 (100
nM) also prevented the uptake of propidivm  iodine-
lubeled-plasmidic DNA in NI1E-115 (Fig, 2H) and HT.29
(Fig. 3H) cells. Besides, cells incubated in presence of
0.45 M sucrose sotution showed that propidium iodine
marks were only present in the cellular perimeter, und they
were never seen within the eytoplasm (data not shown).
These results demonstrile selective uptake of NT-SPDP-
poly-L-lysine by N1E-115 and HT-29 via NTRH. 1n agree-
ment with this, 0o fluorescence o propidium  iodine-
laheled-plaismidic DNA was deweeted in cither COS-7 (Fig.
4B) or L-929 (Fig. 4D) ¢elis.

n both celt lines (NIE-115 and HT-29), 8 + 17 of
total cells sbowed o clear DNA mark inside the nucleus

Ex/Em 488/522 nm
A

Fong ot al. ! Modvenlar Brain Researcl 69 (9943 249202

(Fig. 28. D, Fig. 3B. D). The rest of the cells (90%)

showed a distinet pattern of internalization consisting in. -

small spherical marks randomly distributed “in the cell ' -
cytoplasin (data not shown). wE

3.3 Expression of the gene encoding the green jluure.\'r:'enl
prowin  upon NTRH-mediated  internalization of “NT-
SPDP-poly-t-Ivsine-DNA complex

The plasmid  pGreenLantern-1 transfected by NT-
SPDP-poly-L-lysine conjugate expressed its product, GFP,
only in NIE-1135 (Fig. 5A) and HT-29 cells (Fig. 6A). The
counterstainiing with propidi indine after cell fixation
reveuled the cell population in the same tield where the
expression observed. showing a transtection etficiency
of 6.5 £ 1.5% for both N1E-115 (Fig. 5B) und HT-29 cells
(Fig. 6B). 1 the presence of an excess of neurotensin (1
MDY neither NTE-115 (Fig. 5C) nor HT-29 (Fig. 6C) cells
did show detectable gene expression ot pGreen Lantern- |
delivered by the NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate. The
same blockade wus produced by SR-48692 (100 aM) in

Ex/Em 568/585 nm

s Y

Fig. 7. Lack of ¢xprossion o the

i for 1

seaeries ol hotzontad sevbions where the sege
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both NIE-115 (Fig. SE) and HT-29 cells (Fig. 6E). The
double staining with propidiun iodine showed that cells
were indeed present in the blockade assuys (Fig. 5D und F,
Fig. 6D and F). Cultured COS-7 (Fig. 7A) and L.-92Y (Fig.
7C) cells exposed o the NT-SPDP-poly-L-lysine-pGreen
Lantern-1 complex did not show detectable gene expres-
sion, white the co ining with propi iodine
showed the presence of cells in the assays (Fig, 7B and D).

3o, Expression of the gene encoding cloramphenicol ucetsl
transferase upon NTRH-mediated imernalization of NT-
SPDP-poly-t-lysine-DNA complex

The NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate was also uble to
bind pSVY2cat ut optimal molar ration of {:6 (DNA: conju-
gate), and to internalize it in NIE-115 cells (data not
shown). The enzymatic activity present in the cell extracts
demonstrated that NIE-115 cells exposed to NT-SPDP-
poly-L-lysine-pSV2cat complex had detectable CAT gene
expression (Fig. 8, lune C), whereas cultures exposed to
the complex in presence of SR-48692 (100 nM) had none
(Fig. 8 lane D). CAT gene expression in lysates from
NUE-115 cells transfected with pSV2cat by the (CaPOy)
method [18] waus used as a positive control of the CAT
assay (Fig. 8. lane A). A negative contral was lysate from

A B C

R CAT evpresyon by NIE-HS cells transfected with pSV2eul via

NT-SPDP-poly-1 -Iysine conjugate was presented by SR-I8692. The fig-
ure s an autorsdiography of a thin tayer chromatography of {1'Clchior-
amphemcol enzyimate breakdown, Tissues were honogenized in PBS
(Ca" "~ and Mg * free) and the CAT activity was analyzed i aliguots of
supernatants obtained from the same number (3x 10%) of NITE-115 cells.
Transtection with the same vector, using the CaPO, method, was used as
a posigive control tane AY Lysates ¢ NIE-HS celly non-exposed 10
PSV2eat complexed o NT-SPDP-poly-t-lysine was the negative control
(lane B CAT actvity present i cell extracts of NIE-115 cetls expaned
o NT-SPDP-poly -1 ysine-pSY 2cat comples tlane C). Culuires of NIE-
115 cells exposed o the NT-SPDP-poly-t-Iysine-pSV2cat comples in
presence of 11X N SR-J8692 tune D).
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NIE-115 cells non-exposed to pSV2cat cnmplexed to NT-
SPDP-poly- L-Iysme (Fig. 8, lane B).

4. Discussion

Somne gene transfer systems such as viral gene vectors,
lipusomes aad protamine-DNA derivatives have been used
to transfect neural cells [13.20,24,26.42). Although effec
tive, these methods have some limitations such as the lack
of speciticity that results in transfection of heterogeneous
cell populations. On the other hand, the trasfecting speci-
ficity of targeted gene delivery has been widely demon-
strated by in vitro and in vivo studies [29,52]. Despite this
advantage, targeted gene delivery has not been used to
transtect neural cells. For this reason, we decided to take
advantage of the specificity of targeted gene detivery to
transfect cells by means of the NTRH. We cross-linked NT
und poly-t-lysine with SPDP and tested whether this con-

+ jugate would result in an effective targeling molecule. Our
results <learly demonstrate that NT-SPDP-poly-L-lysine
conjugate is a selective genc iransfer system since plas-
midic DNA attached 10 NT-SPDP-poly-t-lysine conjugate
was sclectively tuken up by NIE-115 and HT-29 cells, two
celt lines that express the NTRH. The blockade of the
plasmidic DNA uptuke by cither an excess of NT or the
NTRH antagonist SR-18692 contirms the mediation of the
NTRH in the internalization process. Further “support is
provided by the ubsence of intern: ion observed tn cell
lines lacking NTRH (COS-7 und L-929). Recently, it has
been proposed a third NT receptor subuypz, whick has
been designated, due to the entirely homology with gpy35/
sortilin, us NT3 receptor-gp95 /sortitin [32]. This receptor
subtype is localized in an intracellular vesiculur compart-
ment and appears to the plasma membrane only after the
NT-induced sequestration of the 'NTRH [11]. It appears
that this receptor subtype might be involved in the sorting
of NTRH {32]. Although NIE-115 and HT-29 cells have
not been reported to express the NTR3/gp95 /sortlin
protein, it might also participate in the endocytosis of
NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate. A direct support to the
receptor-mediated endocytosis of this conjugate is given
by the absence of intracellular red tTuorescent marks in
presence of hypertonic solution, which hus been reported
to block the cluthrin-coated pit formation [4,15,22}, .

Interestingly, there was a nuclear localization of the
fluorescent staining of plasmidic DNA in both N1E-115
and HT-29 cells after 30-min exposure to the DNA-NT-
SPDP-poly -1 -lysine complex. The presence of propi-
dium-ivdine marks within the cell nucleus is an evidence
off ¢DNA internalization to the nucleus. Due to ¢DNA s
not covalently attached to NT-SPDP-poly-t-lysine, once in
the vicinity of the nucleus buth moieties could be sepu-
rated by unknown mechanism and then the free ¢DNA
could be translated to the nucleus by chaperon proteins
having NLS {46). some of which have been shown to hind
prefezentially plusmidic DNA and synthetic oligonucten-

ha -
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tides (33). This result ulso suggests that NT of the conju-

- gate was able to transport the ¢cDNA up 1o the vicinity of

the nucleus muking more probable its access to the nu-
cleus.

The intense green fluorescence of caleein displayed by
all cell lines (NIE-1135, HT-29, COS-7 and L-929) used in
the intermalization assays revealed their viability. The cell-
permeant esterase substrate caleein-AM is nonfluorescent
until converted by enzymatic activity to highly fluorescent
calcein, which is retsined within alive cells. Theretore, the
red fluorescence given by propidium iodine within the
alive cells was due to the presence of plasmidic DNA,
since it was the only propidium iodine-stained element.
Non-specific staining of propidium iodine is ruled out
because the dye is excluded from cells that have intact
plasma membranes, but is readily able to enter dead cells.
Furthermore, there was no red Nuorescent label within the
cells in the control cell cultures incubated in presence off
propidium iodine alone or bound to no-complexed plis-
midic DNA (dita not shown), The expression assays con-
firmed the high-transfecting selectivity of our construct
NT-SPDP-paly-L-lysine. The fluorescence of GFP present
in those cultured cells bearing the NTRH (NIE-115 and
HT-29) demunstrated the pene expression of the pGreen
Lantern-1 delivered by means of the NT-SPDP-poly-1.-
lysine conjugate.

[n this work, the transtecting efficiency was caleulated
1w be 5-8% in the presence of the Known lysosomal
mhlbuor t.hlnmqulnc. within the range obtained in vitro
ar eell tines [29,34]). In
the intersaiization resuits, the expression off
ne

accord w
the reporter gene, delivered with NT-SPDP-poly-t.-]
conjugate, was not observed in N1E-115 and HT-29 cells

in the competition assays with either NT or SR-48692.
CAT expression in cultured NTE-115 cells trunstected with
pSV2cut by means of NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate
shows the ability ot vur conjugate to deliver-other expres-
sion vectors to target cells, The lack of CAT expression in
NI1E-1135 cells incubated in presence of the NTRH antago-
nist SR-48692 confirms that the expression vector was
internalized by NTRH. Alogether, our data show that the
expression of buth reporter genes was due to the receptor-
mediated endocytosis of the respective plasmids: This
interpretation is further supported by the finding that cell
lines lacking the NTRH {(COS-7 and 1.-929) also exposed
10 the NT-SPDP-poly-t.-lysine-DNA complex were unuble
to express the reporter genes. Interestingly, the percentage
of cetls showing propidium iodine Nuorescence within the
nucleus is similar w that of cells expressing the. GFP.
Although we do not have direct experimental evidence, we
cun suggest the existence of a close correlation between
cells bearing nuclear internalization of the expression vec-
tor and expressing cells

Once the effectiveness of the NT-SPDP-poly-L-tysine
conjugate was demonsteated in vitro, it follows to test this
gene delivery system in vivo, Lesion studies suggested that
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most of NTRH binding sites are located on dendrites and
axon terminals of nigrostriatal and mesolimbic dopaminer-
gic neurons [16], and that NT is intermulized upon its
binding to NTRH into the soma and axonal terminals
[7-9]. Since, basal forebrain cholinergic cells also express
the NTRH [5, 3], those neuronal systems, in the brain of
experimentyl animals, represent putative targets of gene
deliver by means off NT-SPDP-poly-L-lysine conjugate.
The NT-SPDP-poly-L-ysine conjugate resulted in a
more selective system. with no signiticant improvement in
transtecting eificiency despite the presence of chloroquine.
The limiting factor of targeted gene delivery seems to be
the rapid degradation of the expression vector within the
lysosomul compartiient. The use of strategies that bypass
the lysosomal compartment would thus result in consistent
higher expression ot the gene of interest. Experiments are
in the way of testing this modification in vrder to obtain a
technique thut could be a usetul 1ol for therapeutic inter-
vention in genetic diseases, and for the production of
transgenic animal models of neurological discases.
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Abstract

Background: Recently, we synthesized a nonviral gene
vector capable of transfecting cell lines taking advantage
of neurotensin (NT) internalization. The vector js NT
cross-linked with poly-L-lysine, to which a plasmid DNA
was bound to form a complex (NT-polyplex), Nigral
dopamine neurons are able to internalize NT. thus repre-
senting a taeget for gene transfer via NT-polyplex. This hy-
pothesis was tested here using reporter genes encoding
green fluorescent protein or chloramphenicot acetyl trans-
ferase.

Materials and Methods. NT-polyplex was injected into
the substantia nigra, Double immunofluorescence labels
ing was used 10 reveal the cell type involved in the pro-
pidium iodide-labeled polyplex internalization and re-
porter gene expression.

Results. Polyplex internalization was observed within
dopamine neurons but not within gliat cells, and was pre-

vented by both hypertonic sucrose solution and SR-48692,
a selective nonpeptide antagonist of NT receptors. Re-
porter gene expression was observed in dopamine neu-
rons from 48 hr up 10 15 days after NT-polyplex injection,
and was prevented by SR-48692, However. no expression
was seen when the NT-polyplex was injected Into the an-
siform lobule of the cerebellum, which contains low- but
not high-atfinity NT receptors. Neither internalization nor
expression was observed in cultured glial cells, despite
the NT-polyplex binding to thuse cells that was prevented
by levocabastine, a low-affinity NT receptor antagonisz,
Conclusions. These results suggest that higl-uaity NT
receptors mediate the uprake of NT-polyplex with the sub-
sequent reporter gene expression in vivo. NT polyfection
may be used to transfer genes of physiologic interest to ni-
grostriatal dopamine neurons, and 10 produce transgenic
animal models of dopamine-related diseases.

Introduction

Some gene transfer systems have been successfully
used in the central nervous system (CNS), yet some
limitations such as lack of specificity and potential
risks remain 10 be improved (1.2). The receptor-
mediated gene transfer system has been proposed as
a specific and safe method for in vivo gene transfer
(3). It relies on the formation of a conjugate by cross-
linking poly-v.-lysine with a ligand for which target
cells have specific surface receptors that undergo en-
docytosis. A plasmid DNA (polyanion) Is electrosta-
tically bound to the poly-t-lysine (polycation)
residue of the conjugate (3,4) to form a complex.

Address correspondence and reprint request to: Daniel
Martinez-Fong, MD. PhD. Departamento de Fisiologfa. Blofisica
y Neurociencias, Centro de Investigacion y de Estudios

A zados del Politécnico Nactonal. Apartado Postal
14740, 07000 México D.F., México. Telephone: +525-747-7000;
fax: +$25-747-7105; E-mail: dmartine@fisio.cinvestav.mx

known as a polyplex (5). When the ligand of the
polyplex recognizes the appropriate cell-surface re-
ceptor, the polyplex is internalized via receptor-
mediated endocytosis, cotransporting the foreign
DNA (3,4). Receptor-mediated gene delivery sys-
tems have been successfully used in vivo to transfer
reporter genes (3,6), antisense oligonucieotides
(7). and genes of physiologic (8) and therapeutic
(9) interest. However, the feasibility of receptor-
mediated gene transfer has not been explored in the
CNS yet,

Neurotensin (NT) is a suitable targeting mole-
cule for gene delivery to CNS neurons, because it-is
rapidly internalized via its high-affinity receptor
(10.11). Once NT binds to the receptors, the ligand-
receptor complex is endocytosed, being later local-
ized unaltered near the cell nucleus (12). Taking ad-
vantage of the internalization properties of NT. we
have recently synthesized a novel nonviral gene vec-
tor by cross-linking NT with poly-i-lysine (13).
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which was able'to bind DNA (NT-polyplex) and to
transfer plasmid DNA to cells in vitro bearing high
affinity NT receptor (14). In the brain, mesostriatal
and mesolimbic dopamine neurons have substantial
density of high-affinity NT receptors localized in
their soma_and axonal terminals (10,12,15). Thus,
dopamine neurons of substantia nigra compacta rep-
resent a target for gene transfer via NT-polyplex. To

test this possibility, we injected NT-polyplex into.

the substantia nigra. The receptor-mediated gene
transfer of the NT-polyplex was confirmed by the
blockade of the uptake by SR-48692, a potent and
selective nonpeptide NT receptor antagonist (16).
The gene expression was confirmed using reporter
genes encoding chloramphenicol acetyl transferase

(CAT) and green fluorescent proteln encompassed in |

pSV2cat and pGreen Lantern 1, respectively.

Materials and Methods

NT-Polyplex Formation

NT was cross-linked with poly-c-lysine by means
of  N-succinimidyl-6-[3'-(2-pyridyldithio) propi-
onamidolhexanoate (LC-SPDP) as described previ-
ously (13). Both the NT-SPDP-poly-L-lysine conju-
gate and the plasmid DNA (pSV2cat or pGreen
Lantern-1) were dissolved in serum-free Dulbecco’s
Modified Eagle medium. NT-polyplex was formed
at optimal molar ratio (DNA:conjugate) by slowly
adding 0.12 ml NT-SPDP-poly-v-lysine conjugate to
0.28 ml plasmid DNA solution (6 nM, final concen-
tration) as described previously (13). The stability of
the NT-polyplex was monitored by’ gel electrophore-
sis (0.8% agarose, 80 V, and 2 hr) (13).

Animals

Experiments were conducted on male Wistar rats
(weighing 230-250 g at the onset of experiment)
bred in our facilities. Animals were maintained un-
der constant room temperature (23°C) and light/
dark cycle (12:12 hr tightdack): with food and
water ad libitum. All procedures were in accordance
with the “Guide for the Care for and Use of Labora-
tory Animals” of the Mexican Council for Animal
Care as approved by the CINVESTAV Animal Care
Committee. All efforts were made to minimize ani-
mal suflering, reduce the number of animals used.
and utilize alternatives to in vivo techniques.

Surgical Procediires

Each tat was anesthetlfzed by an intraperitoneal in-
jection of chioral hydrate (350 myg/kg) and placed in
a stereotaxic instrument (David Kopf) with the in-
cisor bar 3.3 mm below the interaural line. Kelator-
phan (50 mM), an in vivo endopeptidase inhibitor,
was used to protect the NT moicty of polyplex
against the enzymatic cleavage, (17). After cranial
trepanation, 2 ul NT-polyplex (6 nM with respect to
DNA) containing kelatorphan were microinjected
into the dorsal border of substantia nigra compacta at
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a rate of 0.1 pl/min, The coordinates were AP —4.9
from bregma; L +2.0 from midline, VD —6.0 from the
cortex surface (18). In addition, a local administra-
tlon of 2 ul of S0-mM kelatorphan preceded the
NT-polyplex administration. To visualize the NT-
polyplex internalization, propidium lodide (10 xM)
was added to the NT-polyplex solution to label the
plasmid DNA (pSV2cat or pGreen Lantern-1). To test
the involvement of high-affinity NT receptors in the
uptake of the polyplex, NT-polyplex-pSv2cat was
microinjected into the molecular layer of the ansi-
form lobule of the cerebellum, which has low- but
not high-affinity NT receptors (19,20). The coordi-
nates were AP ~9.8 from bregma; L +5.2 from mid-
line, VD —3.5 from the cortex surface (21). Kelator-
phan and NT-polyplex administration in the
ansiform lobule was similar to that of the substantia
nigra compacta. Negative controls were rats injected
with 2 ul of 6-nM uncomplexed DNA into the sub-
stantia nigra compacta. To block the receptor-
mediated endocytosis of NT-polyplex, 2 ul of either
0.45 M sucrose or | uM SR-48692 containing
kelatorphan was injected 10 min before and concur-
rently with the NT-polyplex. A stock solution of 1072
M'SR-48692 in dimethylsulfoxide was subsequently
diluted with phosphate-buffered solu-tion (PBS) to
yield a final concentration of 107° M, following the
manulfacturer’s specification. After surgery, all ani-
mals were injected  with benzathine penicillin
(300,000 UIZky, im) 10 prevent infection.

Immunofluorescence

Internalization was assessed 4 hr alter the injection
of the NT-polyplex. Gene expression was verified
from 48 lir up to 90 days after polyfection, For im- *
munofluorescence observations, rats were deeply
anesthetized with chloral hydrate and perfused
through the ascending aorta with 100 mi Ca**- and
Mg!"-free PBS, pH 7.4, followed by 150 ml of 4%
paraformaldehyde in PBS. The brain was then re-
moved and maintained in the fixative for 48 hr at
4°C. After overnight incubation in PBS containing
10% sucrose at 4°C, the brain was frozen and sec-
tioned in 30-um slices on the saggital plane using a
Leitz cryostat. Slices were individually collected in a
24-well plates containing PBS, and used for fluores-
cent immunolabeling of dopamine neurons, as-
troglial cells, and the CAT gene product. Slices were
incubated with 10% 1gG-[free bovine serum albumin
{BSA) in PBS-Triton-X-100 (0.2%) for 20 min at
room temperature. The primary antibodies were
mouse awti-tyrosine hydroxylase (TH) monoclonal
antibody (1:20 dilution; Boehringer Mannheim,
Indianapolis, [N, USA), rabbit anti-glial fibrilary
acidic protein (GFAP) polyclonal antibody (1:400

-dilution; Dako A/S, Carpinteria, CA, USA), and rab-

bit anti-CAT polycional antibody (1:50 dilution: 5
Prime—3 Prime). The secondary antibodies were
fluorescein (FITC)- or rhodamine (Rho)-goat anti-
mouse 1gG (1:100 dilution: Plerce. Rockford, 1L,
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USA), and FITC- (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) or Rho-(Pierce) goat anti-rabbit lgG (1:60
dilution). Slices were mounted on glass slides using
vectashield (Vector Laboratories) and then scanned
in a confocal imaging system equipped with a kryp-
tonargon laser beam (Bio-Rad MRC-600, Watford,
UK). The fluorescence was detected with either 40X
or 60X oil-immersion objectives at excitation/emls-
sion wavelengths of 488/522 nm (green channel)
and 568/585 nm (red channel). Ten 10 twenty con-
secutive 1-um optical sections were obtained in the
z-series. The resulting images were projected in a
bidimensional plane and overlapped on the monitor
using green for FITC and the green fluorescent pro-
tein, and red for propidiuin iodide and Rho. Nega-
tive controls were obtained by omitting the primary
antibody and replacing it by an irrelevant antibody
of the same IgG subclass.

Chiloramplicnicol Acetyl Trausferase Assay

Rats were deeply anesthetized with chloral hydrate
and decapitated. The brain was rapidly removed,
immersed in ice-cold PBS, and mounted in a vi-
bratome (Oxford) to obtain 200-pm slices from the
mesencephalon and the cerebellum. Samples from
the pars compacta of the substantia nigra, a contigu-
ous mesencephalic region abave nigra, and the mol-
ecular layer of the ansiform lobule of the cerebellum
were dissected oul on a cold stage of a stereoscopic
microscope and collected in separate 0.5-ml tubes
that were maintained in liquid Ny untit use. Slices
from six rats were pouled and homogenized after
the additton of 0.5 m! Tris-EDTA-NaCl (0.04 M
Tris-HCl, | mM EDTA 0.15 M NaCl, pH 7.4).
Homogenales were centrifuged at 14,000 rpm in a
Sorval MRC-14 microcentrifuge (Dupont, Boston,
MA, USA) at 4°C for S min. Supernatants with sim-
ilar protein concentration (2 pg/ul) were incubated
with ["*C]-chloramphenicol and acetyl-CoA (4 mM)
according to the method described previously (22).
['"*C|-Chloramphenicol  and  acetylaed  ['™C}-
chloramphenicol were separated by thin-layer chro-
matography on silica plates and analyzed by a com-
puterized autoradiography system (Instam limager,
Packard). Positive controls of the CAT assay were
lysates from N1E-L15 cells transfected with pSV2cat
using the DNA-CaPO, co-precipitation technique
(23). Protein content was measured with the micro
BCA reagent kit as described by the manufacturer
(Pierce).

Primary Astrocyte-Enriched Cultures
From the Substantia Nigra

Astrocyte-enriched cultures  were  obtained from
neonate rat brains as described elsewhere (24).
Briefly, the substantia nigra was dissected and incu-
bated in a trypsin-EDTA solution (0.1% and 5.6
mM, respectively) for 10 min. After the incubation,
cells were mechanically dispersed and  filtered
through a 48-um nylon mesh and seeded (2.4 X 10"

cells/ml) in 4-well plates containing Dulbecco’s
Modified Eagle Medium supplemented with 10%
heat-inactivated fetal cow serum, 2 mM c-glutamine,
a penicillin-streptomycin - mixture (10,000 U/ml
each) and amphotericin B (25 ug/mi). Cultures were
kept at 37°C under a S% CO, in O; atmosphere.
Culture media were replaced 24 hr later and every 3
days therealter.

Internalization and expression assays were per-
formed using NT-polyplex-pGreen Lantern-1 formed
at 1:35 molar ratio (6 nM cDNA : 210 nM NT-vector)
as described previously (13). The DNA of NT-polyplex
was labeled with propidium iodide (10 M) in
serum-free culture medium. Glial cells seeded in
chamber slides at 80% confluence were incubated
with the propidium iodide-labeled NT-polyplex in
the presence or absence of levocabastine (1 pM)., Al-
ter 30-min incubation. the culture medium was re-
moved and cells were washed three times with PBS,
and then fixed with 4% paraformaldehyde in P8BS at
room temperature. To assay the expression, glial
cells, cultured at approximately 50% confluence,
were incubated with the NT-polyplex formed at op-
timal molar ratio in serum-free medium, After a 4-hr
incubation, the medium was supplemented with fe-
tal bovine serum to yield a 109 concentration. Alter
12 hr, the medium was replaced with fresh medium.
After 48-hr incubation, cells were washed thrice
with PBS and fixed with 4% paralormaldehyde in
PBS. After fixation, cells were processed for indirect
immunofluorescence using a rabbit anti-cow GFAP
polyclonal antibody (1:400 dilution), which was re-
vealed by the goat anti-rabbit 1gG FITS i fowernai-
ization assays or Rho conjugated (1:60 dilution) in
expresston assays. The fluorescence was detected
with confocal microscopy at excitation/emission
wavelengths of 4887522 am (green channel) for
FITC and green fluorescent protein, and at 568/585
nm {red channel) for propidium iodide and Rho.

Assessment of Netronal Expression

Expression efficiency was obtained by counting the
number of cells expressing the CAT product of
pSV2cat in a total 1500 TH-positive cells, counted in
20 brain slices (n = 8 rats). For cell counting, four
fields per slice using a 40X objective were exam-
ined. Values are expressed as the mean = standard
deviation.

Results
NT-Polyplex Internalization

The uptake of NT-polyplex by dopamine neurons,
revealed by anti-TH FITC-immunostaining, is shown
in Figure 1. Alter 4 hr of intranigral microinjection of
propidium iodide-labeled NT-polyplex, red fluores-
cent marks were seen in FITC-immunolabeled
dopamine neurons (Fig. 1A). Hypertonic sucrose
solution,, a condition that blocks endocytic vesicle
formation (25), prevented the internalization of
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transfected with pSv2cat by the DNA-CaPO,; co-
precipitation welinique (23) was used as a positlve
control of the CAT assay (Fig. 3, lanc A).

To evaluate the temporal course of the trans-
gene expression, slices from the substantia nigra
were obtained at 2, 15, 30 and 90 days after pGreen
Lantern 1 polyfection. The green fluorescent pro-
tein was clearly detected from 2 days (1 = 5) up to
15 days (1 = 4) after polyfection, Only Huorescent
vestipges were observed at 30 days after polyfection
(n = 4), and no fluorescence was detected at
90 days after polytection (0 = 4), :

hternalization and Expression in Glial Cells

From Substantin Nigra

To confirm the in vivo failure of astrocytes Lo inter-
nalize the NT-polyplex and 10 express the reporter
genes, internalization and expression assays were
carried out in primary cultures of glial cells of sub-
stantia - nigra. Anti-GFAP  FITC-immunolabeled
glial cells (Fig. 4A) incubated with propidium
iodide labeled NT-polyples showed red fluorescent
marks only on their cellalar surface (Fig. 48), Howe-
ever, no {luorescence of propidium iodide-labeled
NT-palyples was detected (Fig, 4 D) when the glial
cells (Fig, 4C) were incubated with 1 M levo-
cablastine, a competitive antagonist of the low affin-
ity NT receplor (26,27), These results demanstrate

Ea/EFam 488/522 wn Ea/bm S68/585 um

L b, Pailure of low-alfinity NT receptors of coltured
astroglial cells to uptake the prapidiam jodide-tabeled
N T-polyples, {A) and (C) we micophotographs abtained in
the green clanne) of the contacal micoscope lrom celtored
plial cetls FITC-immunalabeled for glial fibrilary avidic puotein,
B3y andd (1) e mivaplotographs obained in the ed channel
ot the confocal mivroscopie shosving: the Huoescence ot progid-
dum iodide-fabelal DNA al the N'-polyples, Minophotogeaphs
of the Tett velamn (A and ) and i despective connierparts
ol the right coltmn (8 and D) were obitiaed T e same
lu Fedse (A) anud (B) are 1-zom horizantal sedtinns showing
spalyplex bimding 1o the cellutar sarlace, b nol inteoaliza-
nter the plial cell. ael (0) are pojections of tespedtive
cries ol horizental sections showing the blochade by
fevocabastine of NT-poly ples hinding.
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that under the present conditions, low-affinity NT
receptors are unable to faternalize the NT-polyplex,
although apparently they bound i In agreement
with the internalization resulis, primary cultures of
astrocyles were not able to express the green (luo-
rescent proein delivered by the NT-puIypln (dan
nul shown),

:Dlscussxon

The prcscnl results show the fc.\sibulny of gene trans-

‘fer into central dopamine cells using NT-polyplex 1o
Jnternalize the gene, OF the three NT receptors that

have been characterized in haman and adult rodent
brain'(11,27,28), high-aflinity NT receptors may ac-
count for the internalization of NT-polyplex because
these receptors are present in dopamine neurons and
are able 1o internalize NT (10, 12). After ils imernal-
fzation, NT has been shown to be unaltered near the
cell nucleus (12), suggesting that it is able to escape
from endosotes belore their fusion sith fysosomes,
the main limiting barrier 10 receptor-mediated gene
transier systems (29), The NT moicty ol polyplex
may have provided the escape route from endo-
sones o plasmid DNA during its transport, thus al-
towing the transgene expression. The process by
which the transgene is incorporated to the cell nu-
cleus remains (o be studied. Both the NT-polyplex
internalization and reporier gene  expression in
dopamine neurons were prevented by |oaM SR-
48692, This concentration would saturate not only
high- (16), but also fow-alTinity NT receptors (30,3 1),
which raises the possibility of the participation of
the latter receptors in NT polyfection. Low-allinity
NT receptor is expressed by bhoth neurons (32) and
glial cetls (1) in adult rar brain, However, in the
conditions of the present experiments, that receptor
appears not to have been involved in the internal-
fzation of the NT-polyplex, because neither internal-
ization nor expression were obseeved in cultured
GEAP-positive cells, BFurthermore, the failure of NT-
polyplex to produce CAT expression in the molecu-
lar layer of the ansitorm lobule of the cercbelum,
where high-allinity NT receptors are absent and low-
affigity receptors present (19,20), gives turther sup-
port Lo the participation of high-allinity NT receptors
in the uptake of the NT-polyplex. Morcover, we have
recently demonstrated  the involvement of high-
allinity  neurolens receptors in NT-polyfection
in vitro (14).

The present results have shown that we were
able to transfer genes imo dopamine neurons via NT-
polyplex, although the efticiency of transfection was
very low in comparison to lentiviral vector transfee-
tiont (2). The low efficiency of transfection might
have been due to the gradual acidification of the en-
docytic vesicle (33), which might have prevented the
escape of the NT-polyplex from endosomes belore
the critical polnt of acidification, The use of strategics
such as additan of Tusogenic peptides (34) o the
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NT-vector that can rescue the NT-polyplex from en-
dosomes earlier could result in a consistently higher
expression of the gene of Interest.

The NT-polylection resulted In transient expres-
sion of reporter genes; it lasted only 15 days. ft will
be necessary to look for means of substantially pro-
longing the expression. It has been long considered
that the use of tissue specific promoters in receptor-
mediated gene transfer systems can improve trans-
gene expression in vitro (4) and produce long-term
transgene expression in vivo (3). Accordingly, the use
of the promoter of the gene encoding dopamine trans-
porter (35) might improve the in vivo expression
of genes transfected by NT-polyplex in dopamine
neurons,

In summary, NT-polyfection is a method that,
once the problems of the low efficiency and transient
«pression have been solved, could be used to trans-
«r genes of therapeutic or experimental utility to
central dopamine neurons, Recent data have shown
that both BDNF and GDNF promote the mainte-
nance and the survival of nigral dopamine neurons
(36-38) leading to increased interest in using them
o5 therapentics modalities for Parkinson discase.
NT-polyplex would be useful in defining the role of
these  newrarrophic  factors the response  of
dopamine nigral neurons to injury and in exploiting
their therapeutic porential in Parkinson’s disease.
Because dopamine D, receptor uperegulation scems
to be involved in schizophrenia (39), NT-polyplex
may be used 1o transter antisense oligonucleotides
that would control overexpression of the gene en-
coding Dj.receptors in mesolimbic dopamine neu-
rons, because they also express high-affinity NT re-
ceplors (20).

Acknowledgments

We are grateful to Dr. Danielle Gully (Sanofi
Recherche, France) for the generous gift of SR-
48692, Dr. Marcel Janssen (Janssen Research Foun-
dation. Belgium) for the generous gift of levocabas-
tine hydrochloride, and Dr. Bernard P. Roques
(Univeristé Rene Descartes, France) for the generous
gift of kelatorphan. The excellent wehnical assis-
tance of fgnacio Araoz, Alejandro Nuiiez, and José
Luna is gratefully acknowledged. Ikuri Alvarez was
recipient of a scholarship from CONACYT. lIvan
Navarro-Quiroga is a student of the Doctoral Pro-
gram in Biomedical Science of the Autonomous Na-
tional University of Mexico, The study was sup-
ported by the grants 3049PM and 28260M from
CONACYT of Mexicn. The authors thank Dr. Louis-

Eric Trudeau for his critical revision of the manu- .

script and suggestions,

References

1. Garcia-valenzuela E, Rayanude R, Perales JC, Davidson CA,
Hanson RW, Sharta SC. (1997) Axan-mediated gene transfer
of retinal ganglion cells in vivo, L Nearofriol 32: 111-122,

2.

w

w

&

oy

Naldini L. Blémer U, Gallay P. et al. (1996) In vivo gene de-
tivery and stable transduction of nondividing cells by a
lentiviral vector, Sciernce 272: 263-267.
wu CH, wilson JM, Wu GY. (1989) Targeting genes: delivery
snd persistent expression of a foreign gene driven by mam-
malian regolatory elements in vivo, L Bivl. Chem. 264:
16985-16987,
Martinez-Fong D. Mullersman JE. Purchio AF Armendariz-
Borunda J. Mantinez-Hernaidez A, (1994) Nonenzymatic gly-
cosylation of poly-c-lysine: a new 100l for targeted gene de-
livery, Hepatolegy 200 1602-1608.
Felgner PL, Barenholz Y, Behr JP, et al. (1997) Nomenclature
for synthetic gene delivery systems. Hum. Gene Ther. 8:
$11-512.
Ziady AG. Ferkol T. Dawson DV, Perlmutter DH, Davis P8,
(1999} Chain length of the polylysione in receptor-targeted
gene transfer complexes affects duration of reporler gene ex-
pression both in vive and tn vivo. S Biol. Chem. 274:
4908-4916.
8unnell BA, Askarl FK Wllsun. M, (l992) Tar;.clcd delivery
ol antisense by reular Somat.
Cell Mol. Gen, 18: 559=569.
Kullen WIW. Mulberg AE, Wei XF et al. (1999) High-efficiency
transfer of cystic-fibrosis transmembeane conduciance regulator
¢DNA Into cysticfibrasis atrway cells in culiure using lactosy-
lated! polylysine as a vector, Hum. Gene Ther 10: 615-622.
Wu GY. Wilson JM, Shalaby F, Grossman M. Shafritz DA, Wu
CH. {1991) Receptor-mediated gene delivery in vivo, Panlal
corcection of genetic analbuminemia in Nagase eas, J. 8iof.
Chem. 2662 14338-1.4342.
Faure MN. Alonse A, Noucl D, G
cent JP A, (1995) S
and perinuctear targeting of
brain. 4. Newrosci. 15: 41404147,
Nouel D. Faure MP SU Pierre JA, Alonso R, Quirion R,
Beauder Ao (1997) Dilferenilal binding peolile and internals
teation process of nedrotensin via neuronal and glial recep-
tors, 2 Neafosa, 170 1795-1803,
Castel MN, Beaudet A, Laduron PML {1994) Redograde ax-
onal transport of neurotensin in rat nigrosteiatal dopamioge
neurons, modulation during ageing and possible physiotogi-
cal role. Biwhiem. Pharmacol. 47: 53-62.
ttartinez-Fong D, Navareo-Quirogs 1. (2000) Synthesis of a
non-vital vector for targeted gene delivery o cells expressing
the high alfinity neuratensin receplorn. Brain Ro. Protiols
6:13-24.
Maninez-Fong D, Navarro-Quiroga |, Ochina I Alvarez-Maya
Lo Meraz MA, Luma J. Arlas-Montado JA, (1999) Neu-
i BOP-paly--lysine conjugate: a nonviral vector for
targeted gene delivery to neural cells, Brain Res. Mol. Brain Res.
69: 249~262.
Kitabgi P. (1989} neuro-
transtission at several levels along brain dopamine path-
ways. Neurochem. int. 14: 111-119.
Gully D, Canton M, Boigegrain R, et al. (1993) Biochermical
and pharmacaotogical protile of a potent and sclective non-
peptide tagenist of the E Proc. Nuil.
Acd. Sif, USA 90: 65-69.
waksiman G, Bouboutou R, Devin 1, et al. (1985) In vitro and
in viva effects of kelatorplan on enkephalin metabotism in
rodent braln. Eur. 1. Plarmacol. 117: 233-243.
Gongora-Alfare JL, Herndndez-Lopez S. Martinez-Fong D,
Aceves J. (1996) Circling behavior clicited by cholinergic
nedroteansmission in the substantia nigra pars compacias in-
volvement of nicotinic and muscarinic receptors. Nenrosicno:
71: 729-734.
Lepee-Lorgeoux L Betancur C. Rustene W, Pelaprat D. (1999}
Differential omogenctic paneens ol Jevocabastine-sensitive
nearotensin NT2 seceptors and of NT) regeplors in ihe ra
brain revealed by in sitn hybadization. Brain Res. Dev. Brain
Res 113: 115=-131.
Mendez M, Sounaze F, Nagano M, Kelly PA, Rostene W, Forgez
P (1997) High affinity nearotensin ceceptor mRNA distribution

-Ill(lrhlllll G. Dennis M Vln-
¢ inter:
i |l| the Jiae

{ lesh, , "

I J0~




192

in rat brain and peripheral tissues, Analysis by quantitative
RT-PCR. J. Mol. Neurosci. 9: 93-102.

21, Paxinos G, Watson C. (1986) The rat brain in steresiaxic co-
ordinates, (2nd edition), New Yark, Academic Press,

22, Gorman CM. Moffat LF Howard IIH. (1982) Recombinant
genomes which express chl ol acetyl 1
mammalian cells. Mol. Cell, Biol, 2: 1044-1051,

23. Grahamn FL. van der Eb AJ. {(1973) A new techanique for the
assay of infectivity of human adenavirus 5 BNA, Virology $2:
456—167,

24. Chao CC. Hu S, Sheng WS. Bu D, Bukrinsky MI, Peterson
PK. (1996) Cytokine-stimulated astrucytes damage homan
neurons via a nitric oxide mechanising Gliv 16: 276-284,

25. Heuser JE, Anderson RG. (1989) Hypestonic media inhibit
receptos-mediated endocytnsis by blocking clathrin-coated
pit formation. J. Cell. Bivl. 108: 389-400,

26. Schotte A, Leysen JE, Laduron PM, (1986) Evidence loe a dis-
placeable non-specitic ["Hlneurotensin binding site in rat
brain, Nuaunyn Schmiedeberys Arch. Phanmacol. 333: 300-405.

27. Kilabgi B Rostene W, Dussaillant M. Schoue A, L.ulumn PM.

“Molecular Medicine, Volume 7, Number 3, March 2001

31, Betancur C, Cantun M, Burgos A, Labeeuw B, Gully D, Ros-
tene W, Pelaprat D {1998) Characterization of binding sites of
a new ! isl, (JH]SR 142948A, in
the rai beain, Eur. J. I'lmmmml 343: 67-77. i
Sarset P Beaudet A, Vincent JP Mazella J. (1998) Regional
and cellular distribution of low affinity neurolensin receptor
MRNA in adult and developing mouse brain, J. Com. Newrol,
394: 344~356,

Clague MJ. (1998) Moalecultar aspects of the endocytic path-
way. Biochem. J. 336; 271-282.

Kichler A, Freulon 1, Boutin V. Mayer R, Monsigny M, Midoux
P. (1999) Glycofection in the presence ol anionic fusogenic pep-
tides: a study of the parameters affecting the peptide-medlated
enhancement of the translection efficiency. /. Gene, Mad, 12 134~
1

w
~

3

-

3

=

35. Sacchettt B Brownschidie LA, Granneman JG, Bannon MJ,
(1999) Characterization of the 5 -llanking region of the hu-
man dopamine transparter gene. Brain Res, Mol. Brain. Res, 74:
167-174,

36, Bcck KD, valverde J, Alexi T. et al. (1995) Mesencephalic

cted by GDNF from axotomy-in-

Vinceat JP (1987) Two lations of 8
sites in murine brain: discrimination by the antihistamine le-
vocabastine reveals markedly different radivautographic dis-
tribution, Eur 1. Pharmuacol, 140; 285-293

28, Mazella J, Zsurger N, Navarro v, o ol (1998) The 100-kDa
newrstensin receptor is gp9s/soctiling a non-G-protein-coupled
receptorn, J. Bivl. Chem. 273: 26273-26276.

29, Mislick KA., Batdeschwicler JD, Kayyem JE Meade TJ.
(1995) Transfection of folae-polylysine DNA complexes: ev-
idence for lysosomal delivery, Biownjug. Chem. 6: 512-515.

30. Mazella J, Botto J, Guillemare E, Coppola T, Sarret P, Vincent
JP. (1996) Structure, functionat upresslun. and cerebral Imal-
ization of the levacabasti
N reveptor from anouse brain, 4.

Nenirosd. 16 5613-3620.

J20-Cy

duced degeneration in the adult br.llll Natire 3732 339-341,

37. Klein RL, Lewis MH, Muzyczka N, Meyer EM. (199Y9) Pre-
vention of 6-hydroxydapamine-induced rotadonal behavior
by BDNF sounatic gene transler. Brain Res. B47: 314320,

38, Mandel RS, Snyder RO, Lell SE, (£999) Recommbinant adeno-
assaciated viral vector-mediated glial cell line-derived neu-
rowrophic facior gene iransfee protedts nigral dopamine acu-
cons alter onset of progressive degeneration ina ral model of
Parkinson’s di: . Exp. Netrol. 160: 205-214,

19, Serreui A, Lilli R, Lurensi C. Smeraldi E. (2000) Further evie
dence supporting the association between the dopamine re-

ceptor D2 Ser/Cys3 11 variant and disorganized symplomatol- .

ogy ol schizaphrenia, Schizophr. Res. 43: 161-162.

|




Ahexo’# 6

Navarro-Quiroga I, Gonzilez-Barrios J, Barron-Moreno F,

Gonzilez-Bernal V, Martinez-Arguelles D and Martinez-F. ong D
"Improved neurotensin-vector-mediated gene transfer by the
coupling of hemagglutinin HA2 fusogenic peptide and Vpl

'8$V40 nuclear Iocalization signal®

A»/[o/e‘c;» B)uih Res(2002), en prensd.

12t



«0

41
42

43

4
46
47

N

ARTICLE

ELSEVIER

Molecular Brain Rescarch | 12002) 0U00-000

SS

MOLECULAR
BRAIN
RESEARCH

www.ehevier com/locate/ bres

Research report
Implovcd neurotensin-vector-mediated gene transfer by the coupling of

hemagglutinin HA2 fusogenic peptide and Vpl SV40 nuclear
localization signal

Ivin Navarro-Quiroga™"
Victor Gonzz’:lcz-chal

, Juan Antonio Gonzilez-Barrios®, Fernando Barron-Morcno R
Daniel B. Martinez-Arguelles®, Daniel Mantincz-Fong***

*Depariamenio de I'Lllnlog‘l'a, Biofitica ¥ Newrocsencias, Centro de Invesngacion v de Estudios Avanzados del Instisuio Politécnico Nacional de

AMéric

Apartado postal 14738, 07000 Aérico D.F., Mexico

'memmn de Doctorado en Ciencias Bivmédic m,' Facultad de Medicina, Univensidad Nacional dutdnoma de Mévico, Apdo. Pastal 70-230, 04510
AMéxico DF.. Meuco

Accepted 11 July 002

Abstract

Recenily we reported 1hat ncurotensin-SPDP-poly-L-lysine (NT-vector) is able to bind plasmid DNA (NT-pol)pln) and polyfect cells

expressing the high-afMinity neurolensin receptor (P\TRM) llthough with low transfecting eﬂ'cl:n:y in vito, 6.5x1

5%, and in vivo,
ic peptide and the

5=4%. In this work, we 1o increase the

the h lutinin 11A2

y by
Vpl nuclear localization signal of SV40 1o the NT-polyplex (fusog:nnc~k:noph:l:c NT-polyplex). Confocal microscopy and flow

plex duced mostly nuclear localization of the plasmid DNA in

cytometry analysis showed that the ic-NT-pol

NTRH-bearing NI1E-115 cclls About $0% of N1E- IIS cells mtemahzed and expressed the reporter gene when the plasmid DNA was

ferred by the ,,‘

NT-polyplex. Although to a less extent the addition of each viral peptide scparately to

d polyfeciion. Fusogenic-NT-polyplex produced 22.412596%

NT-polyplex ( ic-NT-p: or kar NT-polyplex} i

of internalization nnd 20.35‘0 82‘6 of c‘pressmn in NIE-)15 cells, whercas karyophilic-NT-polyplex yiclded 13.75=3.88% and

10.9422.04%, ly. Basal i and

were delm:d inN

=115 cells in the  prescnce of 100 nM SR-48692 and
ino 1he nigra to test its ability for gene

in NTRHN-lacking cells. The ek

ilic-NT-polyplex was

was observed within dopamine ncutons only. Reporter gene

transfer in vivo. T hili \‘T polvplex i

expression was observed in a h:gh proponion of dopamine ncurons up to 60 days afler NT-polyfection Doth

ernalization and

expression were prevented by SR-48692. Our results show that the fusogenic-karyophilic-NT-polyplex is a highly ¢flicient and specific
gene veclor and encourage its use lo transfer pene of physiological interest 10 NTRH-beating necurons.

© 2002 Published by Elsevier Science BV,

Theme: and reccptors

Topic; Uptake and iransporters.

Keywurds: N . .

Viral peprides; Dopamine newrons; Pfarkinson disease

L. Introduction

Taking advantage of the intemalization properties of
neurotensin (NT), we have recently developed a gene
vector by.crosslinking NT with poly-L-lysine {31], capable
of transferring plasinid DNA (NT-polyfection) to NTRI{-

*Correspanding author, Tch: +52-35-3747-3800¢8179, fax: +32.55-
5747.3754,

E-mail aidress: 1 Fe

io.cinvestav.ma, (0. ).

expressing NIE-115 cells [30). The NT-vector is also able
to transfer reporter genes to dopamine necurons of the pars
compacia of the rat substantia nigra [1), one of the nucleus
with high density of NT receplors [5,6,28). Since NT
bypasses the lysosomal compartment {9), the NT moiety of
the gene vectar imust have provided the escape of plasmid
DNA from cndosomﬂ. thus assuring an effective gene
transfer to doy . Neverthel the polyfec.
tion efficicney of the NT-vector is low compared with that

of retroviral vectors {38).

0369-328X /0278 = sec front matter  © 2002 Published by Elscvier Science BV,
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It has been reported that receptor-mediated gene transter
vectors confront viarious barriers thit turn them ineflicient
and unattractive for polylection of physiological genes in
vivo. The first lumung barrier to nonviral vectors appears
to be their ion in acidic end mal vesicles [40]
and their degradation in the lysosomal compartment [34].
1n addition. the low cfliciency of endogenous transporting
mechanisims of exegenous PNA to the nucleus could
represent a second  barrier to receplor-medusted  gene
transfer systems [10,50]. To byp: the first barrier,
diverse approaches have been successtully used together
\mll receptor-mediated gene (r.lmrcr systems. including

liver fier the

rived fusopenic peptide (GLFEAL GGWEGLIEG.
CAKKK: putity >90%; Synpep, Dublin, CA, USA) and
NT were crossfinked with poly-t-lysine (mean molecutar
i 48 o0 Da)  using Nesuccmimidyl-3-(2-
pyridyldithio) propionate (LC-SPDP) following the meth-
od that we described previously [31). Nriefly, in separate
3 mM NT, 3 mM fusogenic peptide and 0.43 mM
poly-t-lysine were crosstinked with 6 mM LC-SPDP each.
NT-SPDI* and fusogenic peptide~SPDE were purified by
gel filtration and concentrated to 0.5 m! cach, Poly-L-
tysine-SI'DP was additionally reduced to poly-L-lysine-
SPDP-SH with 50 mM dithiothreitol, purified by get
fil and £ to I ml C § SPDP

cl‘ the analm.hmpmlun -palyplex (48], replication-defee-

derivatives were tncubated for 36 h at room temperature

tive adenovirus to induce disruption ot DNA
endosomes (15.45) hnndyl.ﬂmn of pul)l\ﬂm (33] w0
destabili and il o neus
tralize the acidic pll of endosomes (10].

Several viruses have developed successtul strategies to
bypass the lysosomal compartment and to target the viral
genetic material to the nucleus. An adenoviral protein
capable of fusing the lipid bilayer of endocynic vesicles
produces the release of the viral particle to the cytoplasm
[24]). For this season, adenoviruses have been used to
enhance gene expression in polyfected cells [1545]. A
22.amino-acid long peptide (GLFEAIAEFIEGGWEG-
LIEGCA) from the amino-terminus of influenza virus
hemagglutinin  HA2 capable of rusmg lipid bilayer of
cndocytic vesicles [32] i)
mediated reporter gene expression [32 33.44) Once |he
virus ls released to the cy(oplasm. some viral proteins

g karyophilic d also known as nuclear
Iocallzauon sigoal (NLS) target virus genome to the host
cell nucleus (for review see [37)). A NLS of the SV40
major capsid protein Vpl [23) is responsible for nuclear
targeting of Vpl and virions as well [22). Further analysis
of Vpt NLS has shown that oite of its 19-amiro-acid long
(MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) peptide mutants has a
potent nuclear transport activity [23).

This work was performed to test if the coupling of a

"hemagglutinin [{A2-derived fusogenic peptide to the NT-

vector and the binding of Vpl NLS of SV40-{23] to
plasmid DNA (fusogenic-Karyophilic-NT-polyplen) signifi-
cantly improves polyfection cfﬁcmnc) in wvitro. Oncc

under shaking. The resulting conjugates were
purified in a Biogel ALS m column using 2 M guanidine
in 10 mM Hepes, pll 7.4 as mobile phase. The fractions
containing {fusogenic peptide-=SPDI)-NT-SPDP-poly-t.-
lysine (the fusogenic-NT.vector) were pooled and concen.
trated to 1 ml by using an ultrafiltration cell. The
fusogenic-NT-vector was further dialyzed against phos-
phate-buffered saline (PBS) solution, pli 7.4 and steritized
by filtration using a 0.22-pm filter.

2.2, Formation of the fusogenic-karyophulic-NT-polyplex

The mutant Vpl NLS peptide
(MAPTKRKGSCI‘GAAPNKPK: purity >90%; Synpep)
was el ically bound to id DNA to form the
karyophilic-, plasnud DNA. The pu.pndc and lhe pl:umld
DNA were dissolved in
eagle medium (DMEM). S:m.lnr nmounls of 6 n\| plasmid
DNA were incubated with of the
karyophitic peptide (2.5, 5.0, 7.5, I0.0, 12.5. 15,0, 17.5,
20.0, 25.0 pM) for 30 min at room temperature and then
subjected to 0.8% aparose gel clecirophoresis as we
described previousiy [31). ‘

Since 15 pM karyophilic peptide solution does not
saturate the anionic charges of DNA, this concentration
was selected to fonn the fusogenic-karyophilic-NT-poly-
plex. Complexes were formed at increasing (2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 and 20) molar ratios by adding 0.6 m! of
fusogenic-NT-vector dropwise to 1.3 ml of karyophilic-
plasmid DNA solution (15 M:6 nM), Reaction mixtures

known the optimal conditions in vitro. the g
Karyophilic-NT-polyplex  was  challenged (o transfer
pGreen Lantern | in vivo to dompaminergic neurons of the
substantia nigra. Our results indicate that the incorporation
of at least two viral peptides to a nonviral vector were
sufficient o overcome two major barriers to receptor
niediated-cnducytosis genc transfer systemns.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of the fusogenic-NT-vecior

To obtain the fusogenic-NT-vector, both the HA2.de-

J -3

were incubated for 30 min 8t room temperature and
subjected to 0.8% agarose gel clectrophoresis as we
described previously {31].

2.3, NT-polyfection of cultured cells with pGreen
Lantern |

Neuroblastoma NIE-115 and COS7 cell lines were
cufturedtin DMEM supplemented with 0% fetal bovine
serum. penicillin-streptomycin (100 pg/ml of cach) and
amphotericin (0.25 pg/ml). Cell cultures were kept at
37°C under a 5% CO, atmosphere. Internalization and
gene expression weee assayed as described previously
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[30,31). Twenty-four hours before the expression and
internahization ys, cells were seeded in d-well plates at
50 and 0% confluence, respectiv For internalization
assay, cells were exposed to [ M ca cein AM for 20 min
and then with fide-labeled NT-
polyplexes (6 nM cDNA) for 30 min. Cells were \vnhzd
with PBS, ﬂxcd mlh 4% parafc tdehyde and
with i di V hield, Vector Labs.,
llurhng,:me_ CA, USA) for confocal microscapy anal
For expression assays, cells were exposed 1o difle: 'nl
NT-polyplexes {6 nM cDNA) for 30 min, \\.‘li]lL‘d with
I'BS and furher incubated in  sen
plemented DMEM for 48 h. Cclls \\cn washed with I‘BS
and fixed with 4% Alter
ing with 1 pM pronldnum iodide, cclls were mounted \\uh
Vectashield for confocal microscopy analysis. Blocking
assays were cam:d out using either 100 nM SR.48692, a
specific pep ist of NT revey [19]) or 0.45
M sucrose solution, a nonspecific inbibitor of receptor-
mediated endocytosis [21). Cells were analyzed in a
confocal imaging system equipped with a krypton-argon
laser beam ( Bio-Rad MRC-600, Watford. UK) as described
[I 30 ,31). Thc ﬂuorcsccncc was duccmj \\uh a 60x
at / i wave-
Iengths of 489/522 nm {green channel) and 568/585 nm
(red channel). Ten to twenty consecutive ophcal sccncns at

2} 000 - INX3 3

(weighmg 230-250 g at the onset of"experiment) bred in
vue facilities. Animals were mamtaned under constant
soom tempenure (23 °C) and light-dark eycle (12:12 b
bght-dark); with food and water ad libilum. All pro-
cedures were in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals of the Muaxican Council
for Anmmal Care as approved by the Cinvestay Aninal
Care Conunittee. All effosts were made to minimize
ammal suffering, to reduce the number of animals used,
and to utilize altematives to in vivo rechniques,

2.6. Surgical procedures

Each rat was anesthetized by an tntraperitoneal injection
of chloral hydrate (350 mg/kg) and placed in a stereotaxic
instrument (David Kopf) with the incisor bar 3.3 mm
below the interaural line. Kelatorphan (50 mM), an in vivo
endopeptidase inhibitor, was used to protect the NT moiety
of polyplex agamsl the enzymatic cleavage [8]. After
cramal 2 ul of fusogenic-karyophilic-NT-
polyplex (6 nM with cespect to DNA) containing kelators
phan were microinjected into the dorsal border of sub-
stantia nigra compacta at a rate of 0.1 pl/min. The
coordinates were AP -4.9 from bregma; L +2.0 from
midline, VD ~6.0 from the cortex surface [1]. In addition,
a local admmlslranen ot‘ 2 pl of 30 mM kelatorphan

t-pm intervals were obtained in the z-serics. The
images were projected in a bidimensional plane and were
overlapped on the screen monitor using green for calecin
and the green fluorescent protein (GFP) (the product of
reporter gene pGreen Lanternl) and red for propidium
iodide.

24. Flow cytometry

Quantitative analysis of internalization and expression
assays was achieved using FACSort equipment (Decton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Intemalization was
evaluated through the fluorescence of propidium iodide-
labeled NT-polyplexes, whereas expression was evaluated
through the GFP fluorescence. Upon completion of inter-
nalization or expression assay, cells were trypsinized,
suspended in PBS and immediately analyzed in the
FACSon cquipment. Populations of 10* cells were excited
at cither 388 or 568 nm and the fluorescence of GFP and
of prop iodide was d d at 522 and 585 nm,
respectively. The dotplot was obtained by semilog plotting
side scatter, a parameter of cell granularity, versus the
logarithm of ﬂuorcsccncc mu:mm which was divided in
three regions: R1 (10°~10'), R2 (10'~10%) and R3 (10~
10 ). Fluorescence values in R1 and R2 were consideced
as basal values for all expcnmcmal conditions.

lnlemahzanon and expression assay controls were cells

d to prof iodide-labeled plasmid DNA.

2.5, Animals

Experiments were conducted on male Wistar rats

; ded the fi yophilic-NT-polyplex adminis-
teation. To visualize the polyplex intemalization, prop-
idium iodide (10 pM) was added to the polyplex solution
to label the plasmid DNA (pGreen Lantern-1). To block
the receptor-mediated  endocytosis  of  fusogenic-
karyophilic-NT-polyplex, 2 pul of ! uM SR-48692 con-
taining kelatorphan was injected 10 min before and
concurrently with the polyplex. A stock solution of 1077
M SR-48692 in dimethylsulfoxide was subsequently di-
luted with PBS to yield a final concentration of 10™° M,
following the manufacturer specification. After surgery, all
animals were injected with benzahine penicillin (300 000
LU.7kg. i.m.) to prevent infection

2.7. Immunofluorescence

[ lization was d 3 hafter the inj of the
fusogenic-karyophilic-NT-polyplex. Gene expression was
venfied from 48 h up to 60 days after polyfection. For
immunofluorescence observations, rats were deeply anes-
thetized with chloral hydrate and perfused through the
ascending aorta with 100 m) of PUS, followed by 150 ml
of 4% paraformaldchyde in PBS. The brain was then
removed and maintained in the fixative for 48 h ot 4°C.
After overnight incubation in PBS containing 10% sucrose
ar 4 *C, the brain was frozen and sectioned in 30-pum slices
on the saggital plane using a Leitz cryostat. Slices were
individually collected in a ’4-\\cl|$ plate containing PBS.
and used for fi iabeling of d
neurons and astroglial cells, Slices were incubated with
10% IgG-free bovine serum albumin in PBS-Triton-X-100
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(0.2%) for 20 nun at room temperature. The pimany
anllhu.hns were mouse anti-tyrosine hydrowvlase {TH)

(1:20 dib HBochnnger Mann-
heim) and rabbat ;nu gli ﬁhnl.lry acishe pratein (GFAP)
polyclonal body (1:400 ; Dakoy The secondary
antibadies  were  fluorescein  (FIFC)—or  rhodamine

{Rho)—goat anti-mouse IgG (1:100 dilution; Mesce), and
FITC (Vector Labs.} or Rho (Pierce} goat ann-rabbit 1gG
(1:60 dilunion) Slices were mounted on gliss slides using
vectashield and then scanned in @ confucal maging
system. The fluorescence detected with either 20% or
60X oilammersion  objectives  al - eacitation emission
wavelengths of 388522 nm (green channel) and 56875835
nm (red channely. Ten to twenty consecutive |-pm optical
sections were obtamed in the 2z-series. The resulting
images were projecied in a bidimensional plane and were
overlapped on the screen monitor using the color green for
FITC and GFP, and red for propidium jodde and
rhodamine. Negative controls were obtained by omilting
the primary antibody, and replacing it by an rrelevant
antibody of the same 1gG subclass.

2.8, Efficiency dewrmination and statistical .nalvsis

All valuc. are the mtnn*S E.M. obtained nnm four
d

For | analy-
sis, ANOVA \\nh Student® S 1 test was u<cd 0 mmpare the
groups. In all cases, a diffe was
when P was <0.05.

2.9. Chemicals
Both the HA2-derived fusopm: peplide

(GLFEAJALFIEGGWEGLIEGCAK and the peptide
derived from the SV30 major capsid protein Vpl NLS
(MAPTKRKGSCPGAAPNKPK), >90% punity. were syn-
thesized by Synpep. Mouse anti-TIE moneclonal antibody
was purchased from Roche Diagnostics (Indianapolis, IN,
USA) and rabbut anti-GFAP polyclonal annbody was from
Dako {Carpintenia. CA. USA). FITC-goat unti-rabbit 1gG
and Vectashicld was purchased from Vecior Labe. FITC-
and Rho-goaws ant-mouse 1gG, Rho-goat ann-rabbit 1pG,
LC-SPDI amd dithiothreitol (DTT) were pruchased from
Pierce Chemiwal (Rockford, 1., USAY. Poly.i-lyse e hy-
drocloride (38 000 Day, ethidi bromude,

Fig. | DN retanbation mucroassays (A) Plasand DN A retardation by
the electrtitie binding of SV40 Vp) NLS (hanyophiiic pepiide). The

iodide, dimaihy! sulfonide, EDTA disodium sals,
HEPES, puamidine. paraformaldehyde and NT were pur.

chased fiom S (St Louis, MO, USAa) pGreen
Lantern-1. PBS (Ca®™ and Mg®* freed. DMEM. fetal
bmmc senan, lnp\m—lDl‘,\. IIl_ buﬂ'cv sodium

b ¢ and b s were ob-

tained from Gibco-BRE (Grand Island, NY, USA) Calcein
AM was purchased from Molecular Probes tEugene, OR,
USA). Econe-Iac 10DG, Sephadex G-10 and Biogel A 1.5
columns were obtiuned from Bio-Rad ¢ Richmond, CA,
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numbers mdivate the conceatration of haryophilic peptide tested for
binding 6 98 plaseud DNA (B) Retardation mictsasss showing that 1S
#M haryophilic pepide does not interfere wath the couphing between
fusopemceNToscctor and plasmid DNA 1ot the  fusagenice
haryophilice NT-polyples 3t 18 molar ratio {a) | lesunphorens mipration
of 6 0\ d DNA (pGreen Lamern 1), 1) nugration of 6 nM
plasmid DNA attct ancubation with 18 56 hanephilc peptde; t6)
migration of fusogenicNT-polyplea tesulied fiom meubation of 6 A
plasnd DNA - with fusogemeeNToector at mola tatn of 18 (d)
Eration of tusogenic-kuryophilic-NT-polyples mn incubation
of plasind DNA - Laryophadie peptide 16 1ALTS 183 wirtt fusogenic-NT»
vectar at 1A molat i,
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351 USA). All other chemicals were of analytical reagent grade in an electrostatic manner (Fig. 1A). After incubation of 387
352 quality and obtained from usual ial sources, identical aliquots of 6 nM plasmid DNA with increasing 338
concentrations of karyophilic peptide (2.5-25 uM), the 59
electrophotesis showed an increasing retardation of DNA 360
migration up 10 the total retention of DNA by the 25-uM 360
353 3. Results concentration (Fig. 1A). 362
The retardation microassay showed that the optimal 363
354 3.1, Formation of fusogenic-NT-polyplex and fusogenic- molar ratio between plasmid DNA and fusogenic-NT~ 364
355 karyophilic-NT-polyplex SPDP-pon L-lysine was 1:8 (Fig. 1B,c). The 15-uM 388
concemmuan of karyophuhc peptide did not impede the 366

d DNA with the poly-L- 167

336 The karyophilic peptide was able 10 bind plasmid DNA binding of p

Ex/Em 488/522 nm Ex/Em 568/585 nm

343
344 Fig. 2. Fusogenic and karyophitic pepiides enhance NT-polyplex Inicmalization in NTRH-bearing cells. i of fodide Jsbeled
345 fusogenic-karyophilic-NT-polyplex in NIE-11$ cells (A and B). Effect of 045 M sucrose on fusog ic-NTypalyples i

346 NIE-1IS cells (C and D). Effect of 100 M SR4B692 on fusogeni ilie-NT-polyplex i by NIE-11$ cells (E and F). Ln:ldng of
347 ion of the fu hilic-NT-polyplex by COS7 cells (G and H). Celis were counterstained with calcein AM (A, C, E and G) 20 min
348 before i ion with the f i ic-NT-polyples libeled with propidium lodide (B, D, F and H). Fluorescence was detecied with a confocal

349 microscope, Images A-D are J-uum thick horizontal sections through the cell nucicus, and imagea E-H are projections of the corresponding z-scries of
350 horizonta) sections. Scale bars, 20 prm.
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lysine moiety of the vector (P, JR), thus resubting in
the fusogenic-karyophihe.N'T-polyplex.

.20 Fwsogenic amd haryophatic peptides in the NT-
podvpdex entance plasmnd DN internalization in vitro
Confocal  microscopy  analysis  revealed  that  the
fmuy.nlc knr}ophlhg NT- |Yul))lh\ prmluud mostly  nu-
clear local fide-label plaswid DNA

of
{Fig. 2B) of caIccin-cnumcrsl:liucd NIE-115 cells (F
2A). @ nonspecitic

In the presence of (45 M suero

inhibitor of receptor-mediated cende (). pm,mhum
indidetabeled  fusogenc-karyophih
203 was observed only an the perimeter of NI B
nAl SR.45692, a

(Fig. 2C). In the presence of 100
Tecti oy tidd i of \1 (o).
idi iudide-tabeled i hilic-NT-poly.

ph\ (Fig. 2F) was not observed in \lr IlS cells (Fig.
2E). COS7 cells facking NTRH-receptors were unable to
internalize the fusogenic-karyophilic-NT-polyplex (Fig. 2G

and ll)
idi iodide.

7 Navarro (ugia vt @l 1 Moleoular Brain Research 1 (20025 (00 o0

w variety of conddtions. FFor staustical analysis, only v
in R3 of the dotplots were taken info account sin
were two orders of magnitude higher than hasal values
found in R} (Fig. 3A)  Kanyophilic peptide bomut o
plasmid DNA i the NT-polyplex (karyophilic-NT-poly.
plex) produced inlecnahzation of i labeled DNA
13,7523 .85% off NTE-11S cells (Fag. 3123 The fusog
NT-polyplex accomwnted for 2241 2546% of NIk
cells inteemalizing the labeled DNA (Fig. 3E). Fusogenic.
karyophilic-NT-polyples  sigmificantly  increased up to
48.4427.18% the proportion of NI1E-115 cells intermnaltz-
mg the Jabeled DNA (Fig 3F) The presence of 100 nM
SR-48692 ceverted e el

n

values of COS7 cells exposed to the propidium iodide-
fabeled fusugcmc kar}oplullc-\T-poI)plu were {ocalized

iFig.

in R3, i i basal internaliz

30).

3.3. Fusogenic and karyophilic peptides in the NT-
polyplex enhance reporter gene expression in vitre

Q of i | 7
labeled NT-ponplcxcs was assessed b) ‘flow cytometry in in agreement with the internalization assays. the
A) B B) 8 C) g
) = R2 R3 ) 2l R | R2 R3 ) 21 Rt R2 R3
5 452 0.04 S {93.07] 885 0.06 5
2 EX ol 3 jess| 099 0.0t
3 £098 +0.01 ] +0.83/+£0.90| £0.014 § [=0a0]s026] 008
22 ] [}
-] : 2 <!
7] . @ 7]
0 0
10 10 100 10 90 1 w0 10t 10 10' 10" 100 10 10°
Propidium iodide Propidium lodide Propidium iodide
D) 8 E) 8 F) g8
) 2] rt R2 R ) 21 R1 | R2 R3 ) 2! Rt | R2 R}
§ 1 ors[752] 13 g | 197 fextm 2241 & |87 | s208]  4mdaee
-{-3' +2.8 | £ 496 + .48 § £ 6.35|+ 385 +8.96 § £ 2.83 |+ 5,20 =718
(%] @0 7}
7] 7] n
0 [] ]
10" 10 10° 10 10 10

Propidium iodide

Fig. 3. Flow ¢y’ Y analysis of ol’dnl‘fnenl T

Propidium iodide

Propidium iodide

wocide-tabeled NT-polyplexes. (A) Basal fluorescence in NIE-11$ cells (1)

in N1E-115 celis. (C) Lack of uptake of the fusogenic-karyophilic.

Ilockade by 100 aM SR-48692 of fu NT-polyplex

NT-palyples by COS? cells o) Im:m:huuon of karyophitic-NT-polsples in N16-113 cells. (E) Intemalizanon of fusogenic-NT-pelyplex in NIE-115

cells. (F)

NT-polyples 10 NIE-115 cells. Populations of $0° cetls emitiag red uorescence of propdiam indide

were distributed in three arhnm) regrons (K1, R2 and R3) accordng to ther fluorescence intensity. All values are expressed as the mean=SE M from
four independent expenments petformed in duphicate and only K3 \afues were consudered for statstical analysis *, Sigmficantty dfTerent from K3 1 (D)

**, significamily difTerent from R} in ().
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fusogenic-karyophilic-N'T-polyplex produced quahratively
higher eapression of GEFP (Fig. 4A) in propidium iodude-
counterstuned NEE-T15 cells (Fig. 4B). SR-48692 (100
uM) produced basal GFI' expression in NIE-T15S cells
exposed to the fusogenic-karyophilic-NT. pnl)plu (Fig.
4C and D). By confocal microscopy, no expression of
reporter gene was observed in COS7 cells lacking NT
receptors when incubated with the f ic-karyophilic-
NT-polyplex (Fig. 45 and F).

Quantification of pGreen Lantern 1 palyfection was
assessed by flow eytometry under a variety of conditions.
Only values in R3 of the dotplots were taken into account
for statistical analysis, since al values were found in R1
(Fig. 5A) The karyophilic-NT-polyplex led to GFD ex-
pression in 10.9422.06% of NIE-1I5 cells 5D).
Fusogenie-NT-polyfection resulted in a significant increase
in the proportion (20.3520.82%) of N1E-115 cells ex-
pressing GFP (Fig. 5E) as compired with that achieved
with the karyophilic NT-polyplex. Fusogenic-karyophilic-
NT-pol¥fection  further increased  the  proportion
(48.93=3.24%) of NIE-115 cells expressing GFP (Fig.

Ex/Em 488/522 nm

5190 SR-48G92 (100 nM) in the mcubation medium
prevented the i vophiti Dated
GEP expression in RIE-EIS coells (Fag
awching NT-recer when incobated with the
aryophilic-NT-polyplex at optamat ratio cevealed basal
nonspecific expression of reporter gene (Fig. SC).

NT-polypl

sB). COS? u.lls

1

34 Fusogenickaryophdic-NT.polyplex enhances
plasmid DNA transfer to dopantine neurons

Since the fusopenic-karyophilic-NT-polyplex resubied in
the most effective transfer system in vitro, such a polyplex
was challenged for wansferring pGreen Lantern 1 to
substantia nigra pars compacta ol Wistar rats. The poly-
plex was labeled with propidium iodide to be localized by
confocal microscopy in the nigrat cell population immuno-
stained against either TH or GFAP, well-kaown markers of
dopamine neurons and lel cells, xnpccn\'gly Four hours
after the local mi ion of the pol . the prop.
idium iodide label (Fig. 6B) was loc

of TH-i itive cells (¥

Ex/Em 568/585 nm

Fig. 4. Fusogente and karyophilis peplides enhance NT-poly fection efficiency. Enhanced GFP expression by NIE-115 cellv.aa which pGreen Lantern 1
was delivered by the fusogenic-karyophilic-NT-palyplex (A and B), Lack of GFP expresston in N1T-11$ cells exposed to the fusogenic-karyophilic-NT-

polyples in prescnce of 100 M of SK.4869 (C and D) Lack of GFP expression in COS? cells expared fa the fosogenic-karyorilic-NT

-polyplex (E and

F). A, C and E show GFP observed at

of 4887522 nim (green channel) B, D and F show the fluorescence of

propidium iodide-counterstained cells observed at excitation/emission wavelengths of 5687585 am (red channcl) Al images are projections af the

respective 2-senes of horizontal sectivng. Scale bars, 20 um.
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A) B B) 8 C 2
) Sl ri | R2 "3 ) 2l Ry | Rz R3 ) 2l r1 | R2 R3
G Jeess] 282 0.06 5 |[9e8( 03 0.33 & {o430] 4as 0.03
g |soa|e037) 20w 3 £0.69)£0.98] 4014 § |0a]2020 £0.00
wn 7] 7]
n 7] (7]
[} . [} B °
10 10" 10 10 100 10" 10 10° 10° 10" 10" 10 10
GFP GFP GFP . -
D)8 E) 8 F) 8
) 2l ri ) .R2 R3 2l r | R2 R3 2l Rt | R2 R3
B {u07| 6m 10.94 & J7301) s8] 2035 8 {09 707 | 4893ew
B {r2e6{s1a6] 208 § Jr1o)zes| zom T |eass|z0mf 2224
2] ] ]
n 7] - 7]
NR e
° 2o it o .
10 0 10 LT A AR LU (Y 1 0 10 10
an GFP GFP GFP

412 Fip. 8. Flow cytametry analysis of GFT expression when pGreen Lantem | was delivered by different NTopolypleses. (A} Basal luorescence in NIE-11S
473 cells. () Lack of GFP expression in N1E=115 cells exposed 10 the fusogenic-karyophitic-NTepolyplex in the presence of 100 n\ SK-48692. (C) Lack of
474 GFP expression in COS? exposcd 10 fusogenic-karyophilic-NT-polyplex, (D) Karyophilic-NT-polyfection of pGreen Lantem 3§ 1n NIE-115 cells. (E)
475 Fusogenic-NT- pnl)f:ﬂlan of pGreen Lantern 1 in NIE-115 cells. (F) Fusogenic-karyophilic-NT-polyfection of pGreen Lanern 1 in N1E-11$ cells.

476 Populations of 10" cells emitting the GFP fluorescence were distributed in three arbitrary regrons (R1, R2 and R3) according 10 thewr fluotescence intensity.

477 All values me expressed as the mean=5.E-M, from four independent experiments performed in duplicate and only R3 values were cansidsted for statistical
478 analysis, ¢, Significantly different from R3 in (D), **, significantly different fiom R3 in (E).

419 GFAP-.inmunopositive cells (Fig. 6E and F), showing that peril i and th i ial {26,29,46,47,49]). Un- 495
480 mgral dopammc neurons are capable of mlcmnhzmg |he fortunately, low cfﬁclency has dclayed its use in protocols 499
481 karyophilic-NT-polyplex. Such intemnali in vivo. Compared with viral vectors, receptor-mediated 00
482 was totally blocked by 1 M SR-48692 (Fig. 6C and D). gene transfer veetors require additional commands to am

bypass the acidic endosomal vesicles and to overcome the s02
483 3.5, Fusogenic-karvophilic-NT-polyplex enhances nuclear membrane barrier, Accordingly, our results showed 03
484 transgene expression in dopamine neurons that the integration of fusngcnic and karyophilic pcplidcs S04

in the NT-polyplex resulted m a sigmficant increase in the s08
485 The plasmid pGreen Lantemn ) encoding GFP® was used P ge of cells i ing the plasimid DNA and 106
486 to show qualitatively the fusogenic-karvophilicsNT-poly- expressing the transgene in vitro, without loosing spe- 501
487 fection efficiency in vivo. Forty-cight hours afier the local i As compared with the NT-polyplex [1], the 08
488 polyfection, GFP expression (Fig. 7A) was observed in a fusogenic-karyophilic-NT polypley was a more efficient 09
489 high proportion of TH-positive neurons of the substantia gene transfer system able 10 extend the transgene expres. s10
490 nigra (Fig. 7B). Apain, GFP expression (Fig. 7C) was sion in vivo. m
491 absent in Tl-positive neurens (Fig. 70) when polyfection Py d such as addition 10 culture dif of "2
492 was carried out in the presence of | uM SR-48692. GFP replication-defective adenovirus {15], fusogenic peptides a3
493 expression (Fig. 7E) in TH-positive neurons (Fig. 7F) (32} or pli nevtralizing drugs [33) have been used in vitro 83
494 could be observed up to 2 months aficr polyfection. together with nonviral veclors to avoid 1heir inactivation in ns

acidic endosomal wvesicles and the subsequent cDNA L1

dcgnthuon in lysosomes. We recently showed that a $17
495 4, Discussion 1 endocytosis i such as that of NT sis

{9, I'l] is effective and reliable for gene transfer in \llm 9
96 Targeted gene delivery is the striking featre that makes 130) and in vivo [1]. However, the efficiency as low as S0
497 receplor-mediated gene transfer vectors of preat . ex- in vitro and 5% in vivo suggests that NT is not copable of 21

TR TESIS CON
iléemd 0y | FALLA DE ORIGEN

.

B v —,



72

524
528
526
527
328
529

530
53
532
533

535
536
537
538
539
540
531
542
543

S48
546
547
548
549
550

CLE IN PRESS

1. Navarro-Quiroga et al. t Moleculur Brain Rescarch | (2002) 000- 000 9

Ex/Em 568/585 nm

Ex/Em 488/522 nm

neurons. FITC.i 2g2inst TH (A and C) and GFAP

Fig. 6. ization of i itic:-NT-polyplex by

(E) were observed by confocal m|<m::o;\y at 4!8/52‘ am, Ex/Em. Propidium iodide- labeled fusogenic-karyophilic-NT-polyplex was observed at
of fu

philic-NT-polyplex in dopamine neurons. (C and D) Lack of

56!/555 nm. }-xll:m (B. D and F). (A and B)

ic-NT-polyplex in dopamine ncwons uhm eupond 1o 1 uM SR-1§692. (E and F) Lack of internalization of

g
fusogenic-| knryop)uhp\“r polyplen in glial cells. Scale bars, 30 um.

cotransporting sufficient genctic material, probably due 10
cither the dissociation or precipitation of the NT-polyplea
as consequence of endosomal acidic pH. Our rcsulls

idition of fi improves transfection ef-
ficiency of rcccpmr nu.dmcd gene transfer vectors [43).
Contmdlclory results have been reported about the
ic peptide-induced improvement of gene transfer to

clearly ated that the pling of h i
HA2-derived fusogemc peptide to the poly-L-lysmc moiety
of the NT-vector improved both the nuclear lncahzauon of

cultured cells via the galactose receptor {12,20,25). Never-
theless, the successful results in vitro with’other nonpep-

plasmid DNA and the subsequent reporter gene exyp
The improvement of NT-polyfection due to the fusobmu.
peptide might have resulted from increased amoumt of
DNA in the cytopl; following the endosomal
membrane disruption. The fusogenicity and disruption of
the endocytic vesicle is a consequence of a-helix teniary
slructure in the fusogenic peptide triggered by pH 6.0, an
acidity found in early endosomes [7,13,27,35,36). The
absence of gene transfer in NTRH-tacking COS7 cells and
in N1E-115 cells incubated with SR-48692 funher con.
firms that the fusogenic peptide is inactive at neutral pli
such as that of the extraccllular medium. That characteris-

tide fi agenis such as histidylated polyvlysine [33)
supports the idea that the early rescue of polyplex is a key
factor to improve receptor-mediated gene transfer ef-
ficiency.

It has been recently shown that the covalent linking of
the simian virus SV40 large tumor antigen NLS to
polylysine enhances the polyplex nuclear targeting and the
subsequent reporter gene expression {10,11). However, this
approach requires the use of chloroquine suggesting that
lysosomal avoidance and nuclear targeting enhancement
should occur simultancously 1o increase polyfection cf-
ficiency. Of the three kinds of characterized NLS, we

lected the Vpl NLS exhibiting basic properties [23] in an

tic allows NT-vector to conserve its £ spe-
cificity, lacking in amphiphilic cationic peptide-based
vectors [18]). Our resulls agree with the finding that the

13~ TL

attempt to achicve two goals: spontancous binding fto
plasmid DNA and potent karyophilic force. Retention

st
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Ex/Em 568/585 nm

Fig. 7. GFP fon in

neuwrons when pGreen Lantern ) was

by the f

NT-polyplex. Confocal

microscopy was used to identify both GFP exprusmn 2t 4887522 nm, Ex/Em (A, C and E) and Rho-immunostaining ol‘dopamm: neugons at S68/585 nm,
Ex/Em (B, D and F). (A and B) GFP expression in TH-positive neurons 48 h after polyfection. (C and D) Abscnce of GFP expression in TH-positive
neurons when exposed to 1 M SR-48692. (E and F) GFP expression 2 months after polyfection. Scale bars, 20 um.

microassays showed a strong clectrostatic binding of NLS
to plasmid DNA, stable under an 0-V electrophoretic field,
At a 15-pM concentration, NLS did not saturate the
anionic DNA charges, thus allowing its electrostatic bind-
ing to the NT-vector. In contrast with irreversible chemical
linking of the NLS-peptide to cDNA {10,11,51], clectro-
static binding is a simple, reproducible and fast pec 3
Allhough less effective, the karyophilic peptide alone

id DNA i lization, from 821 [30] to
13.75=3. 88 %, and transgenc expression, from 6.5*1.5%
{30] to 10.9422,06%. The potent Karyophilic activity of
the Vpl NLS, capable of the nuclear targeting of large
protein complexes such as virions [22], could account for
the m:rensc of both nuclear internalization and reporter
gene exr H ddition of fi ic peptide to
NT-polyplex yielded cvcn better results than addition of
the karyophilic peptide alone. This finding strongly sup-
ports the idea that the m:)or h1m:r to receptor-mediated
gene transfer sys is ifi of end 1 vesicles
{14,40]). In genc transfer systems different from those
based on receptor-mediated endocytosis, covalent bond of

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

karyophilic peptides to DNA has yield contradictory
results regarding to the improvement of genc transfer
efticicncy [39,41].

The fusogenic and karyophilic peptides present together
in the NT-polyplex maximized internalization and gene
expression in vitro (up to 50% in both cases). Flow
cytometry analysis suggested that the individual pepndcs
act synergistically to imp the diated gene
transfer. These results support the idea thal the carly rescue
of polyplexes from acidic endosomal vesicles and the
nuclear targeting of plasmid DNA must occur simul-
tancously to improve polyfection cfficiency. Recently, a
recombinant strategy consisting in the integration of
multifunctional domains in a single polypeptide chain has
been proven to be functional for gene transfer [2,3]. Those
authors have included in a single recombinant protein three
functions involved in gene transfers (1) receptor recogni-
tion, (2) DNA condcnsalmn and (3) auclear targeting. The
addition of a fusog d ininther bi nonviral
vector could result in a more efficient gene transfer system.

Two relevant targets for the fusogenic-karyophilic-NT-
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polyplex are dopamine neurons of the substantia nigra and
of the ventral tegmental area known to express NTRH
{5.6,28]. Although with low cfficiency, the original NT-
vector was capable of polyfecting dopamine neurons in
vivo, thus showing the feasibility of targeted gene delivery
to the central nervous system [1]. The fusogenic-
karyophilic-NT-polyplex either injected in the substantia
nigra or in the striatum (data not shown) was able to
transfer reporter gene to dopamine necurons with high
cfficiency without losing specificity. The retrograde trans-
port of fusogenic-karyophilic-NT-polyplex from the
striatum to the sut in nigra rep an i
route of polyfection for a putative therapeutic approach of
Parkinson's discase in order to aveid additional injury to
dopamine neurons. Other alternative routes could be the
injection of NT-polyplex into either the lateral venticle
taking advantage of the spinal cerebral fluid flow or caratid
artery following the transicat disruption of brain blood
barrier induced by Cereport (RMP-7), a sclective
bradicinergic agonist of B, receptor [16].

Recently, adenoviral vectors have been successfully
tested to transfer genes encoding GDNF to dopamine
neurons of the rat substantia nigra known to degenerate in
Parkinson's disease [4). It now seems logical to test the
NT-vector improved by the viral peptides to transfer genes
of physiological intcrest to dopamine neurons in a par-
kinsonian animal model. The fusogenic-karyophilic
strategy could also be of use to increase the efficiency of
other vectors of receptor-mediated gene transfer systems,
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